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RESUMO - Zeinas sd0 proteinas de reserva do gréo de milho, solivel em solugéo
alcoolica que representam mais de 50% das proteinas totais do grdo. Sua extracdo
comercial é feita a partir do glaten de milho, um subproduto do processamento da
moagem via Umida utilizada na fabricacéo do amido de milho. Quatro tipos de zeinas, «,
o, * e+, jaforam identificadas, sendo essas distintas na sequencia de amino&cidos,
solubilidade, ponto isoelétrico e composicdo polipeptidica. Solucdo aquosa de acool é
utilizada para extrair «-zeina diretamente de gréos moidos de milho ao passo que a
extragdo das demais fragOes requer a presenca de agente redutor na solugo. Isso limita
0 uso direto de filmes e coberturas de zeinas nos alimentos. Portanto, o objetivo deste
estudo foi desenvolver um novo procedimento para isolamento de zeina a partir de
grédos moidos de milho utilizando um agente redutor ndo téxico. Quatro meétodos
diferentes de isolamento foram testados, trés ja publicados na literatura € um novo
método com o agente redutor ndo téxico. A caracterizacdo das fragcBes de proteina
extraidas foi realizada por meio de eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida
na presenca de dodecil sulfato de sddio (SDS-PAGE). O perfil €eletroforético das
prolaminas do milho revelou a presenca de quatro fragOes de zeina nos materiais
extraidos na presenca de agente redutor, sem nenhuma diferenca de padréo
eletroforético entre os isolados obtidos com agente redutor ndo toxico e o téxico. Sendo
assim, a substituicdo de um agente redutor toxico na extracdo de zeinas pode ser uma
alternativa para estender o uso de zeina diretamente na producéo de biofilmes para a
finalidade de uso alimentar e revestimento de medicamentos de uso oral.
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Introducéo

As prolaminas, proteinas ricas nos aminoécidos prolina e glutamina, sdo as
principais proteinas de armazenamento da maioria das sementes dos cereais (SHEWRY
et al., 1999). No milho as prolaminas s&o denominadas zeinas e correspondem a cerca
de 70% das proteinas do endosperma do milho convencional (BICUDO et al, 2006;
SCRAMIN et a, 2007), podendo ser definidas como proteinas de reserva(WANG e
PADUA, 2005).

Trés grupos estruturalmente distintos, nomeados de ¢, ¢ e ¢-zeina, foram
classificados de acordo com uma nomenclatura amplamente aceita (ESEN, 1986). Um
quarto grupo compreendendo duas proteinas, a *-zeina de 10 kDa (KIRIHARA et al.,
1988) e a ¢-zeina de 18 kDa (WOO et a., 2001) foi depois adicionado a familia das
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prolaminas do milho. Tais proteinaszeina diferem entre si pela sequencia de
aminoécidos, caracteristicas de solubilidade, ponto isoelétrico e composicao
polipeptidica (ESEN, 1986; SHEWRY e TATHAM, 1990).

As e¢-zeinas sdo caracterizadas por duas bandas 19KDa e 22KDa, na
eletroforese em gel contendo dodecil sulfato de sddio (SDS/PAGE); sendo similares em
sequéncia e solubilidade, diferindo apenas no tamanho. Tais proteinas, que constituem
de 75 a 85% das zeinas totais, sdo ricas em residuos de aminoacidos apolares e sdo,
portanto, insolUveis em &gua e solUveis em solugdes aguosas de etanol a 70% (BICUDO
et a, 2006; FORATO, 2000). Por sua vez, «-zeina corresponde as bandas de 14 e 16
kDa, representam de 10 a 15% da fragdo total e sdo solGveis em dcool hidratado apos
uso de agentes redutores. Ja a ¢-zeina apresenta banda em 28 kDa na eletroforese,
representa de 5 a 10% das zeinas totais e, para solubilizacdo dessa proteina, tanto em
acool 70% como em agua, € necessario 0 uso de agentes redutores para rompimento
das ligagBes dissulfeto. Por fim, a «-zeina equivale a banda de 10 kDa e representa
somente tragos da fragdo total de zeinas, assim como as zeinas ¢, ¢, SG0 extraidas
somente com reducéo das ligagdes de dissulfeto (BICUDO et al, 2006; SHEWRY et al,
1990), sendo usado tradicionalmente o beta mercaptoetanol (ESEN, 1986).

Zeina é uma das proteinas mais hidrofébicas de cereais, apresentando
hidrofobicidade média de 1,365 Jmol. A ata propor¢do de residuos de aminoécidos ndo
polar € o responsavel pela hidrofobicidade da zeina. A ordem de hidrofobicidade das
fragBes de zeina € maior para* e *-zeinas r do que ¢ zeina, a qual é apresenta maior
hidrofobicidade que -zeina (HOLDING e LARKINS, 2009).

Esse grupo de proteinas foi isolado pela primeira vez por Gorham (1821) em
milho integral usando solucdo aquosa de etanol e a primeira patente para 0 método
comercial de extracdo de zeina foi concedida a Osborne (1891). Desde ent&o, diferentes
procedimentos utilizando diferentes solventes para extrair as proteinas dos cereais sao
relatados na literatura, nos quais fatores como concentragdo e tipo de solvente,
temperatura e tempo da extragdo variam com o intuito de aumentar a eficiéncia do
processo. O método usado para isolar as proteinas tem efeitos importantes nas suas
propriedades (AGBOOLA e MILLS, 2005).

A extragdo da zeina pode ser feita a partir de todos os co-produtos do milho,
mas a zeina comercial € normalmente produzida a partir do gldten de milho. A maioria
das extracOes da prolamina do milho tem sido baseada em extragéo por solugdo agquosa
de etanol, mas muitos outros solventes podem solubilizar a zeina. Sistemas de extragdo
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de zeinatem sido otimizados para diferentes produtos e co-produtos do milho devido as
diferencas nas concentracbes de proteina e as condicdes de processamento
(ANDERSON e LAMSAL, 2011).

O objetivo do presente trabalho foi desenvolver um novo procedimento de
isolamento de zeina com 0 uso de agente redutor ndo téxico, comparando-0 aos ja

reportados naliteratura

Material e Méodos

O presente trabalho foi conduzido no Laboratério de Qualidade de Gréos do
Centro Nacional de Pesquisa de Milho e Sorgo da Embrapa, situado em Sete Lagoas —
MG e no Laboratério de Enzimologia, Bioquimica de Proteinas e Peptideos do Instituto
de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO) da Universidade Federa de
Vigosa (UFV), em Vigosa- MG.

Para a andise dos métodos de extracdo de zeinas, foi utilizada amostra moida
de gréos do cultivar de milho BRS1060. A moagem foi realizada em moinho ciclone
utilizando peneira de 0,5mm. ApGs a moagem, a amostra foi mantida em freezer até a
realizac8o das andlises.

Foram testados quatro métodos diferentes para o isolamento da zeina, sendo
trés ja reportados na literatura (FORATO et a, 2008; HAMAKER et a, 1995;
LANDRY et al, 2000) e um novo método, que substitui 0 agente redutor convencional
beta- mercaptoetanol, por um outro agente redutor ndo téxico.

A caracterizagao das fragdes de proteinas foi realizada por eletroforese em gel
de poliacrilamida desnaturante na presenca de dodecil sulfato de sbdio (SDS-PAGE).
Para a identificacdo das proteinas presentes nas amostras, foram utilizados padrdes de
peso molecular da Fermentas Life Sciences (Unstained Protein Molecular Weight
Marker) contendo sete proteinas com pesos moleculares de 14.4 a 116.0kDa.. Os géis

foram fotodocumentados e as imagens obtidas foram analisadas.

Resultados e Discusséo
Os perfis proteicos obtidos apds extracdo das zeinas podem ser observados na
Figura 1, que representa a foto do gel com as devidas marcagbes quanto a0 peso
molecular das bandas proteicas do padréo utilizado e as bandas correspondentes a cada
subunidade da zeina. A imagem do gel permitiu observar que a solugdo de etanol 70%
adicionado do agente redutor ndo téxico (Novo Método) permitiu extrair as quatro
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fragdes de zeinas presentes no milho, sendo ¢ - zeina-(PM = 19 e 22 kDa), *-zeina (PM
= 14 kDa), *-zeina (PM = 27 kDa) e *-zeina (PM = 10 kDa) (ESEN, 1986). Esse
padréo eletroforético ndo diferiu dagueles das zeinas extraidas com os demais métodos

utilizando o agente redutor beta mercaptoetanol.

Marcador Comercial NovoMéodo Hamaker Landryl Landryll Forato
1160KDa « . .

66.2KDa G

45.0 KDa

35.0KDa %

e-zeina

Figura 1: Mini gel (SDS/PAGE) de zeinas extraidas por diferentes métodos. Gel de
empilhamento 6% e gel de separacdo 15% acrilamida - bis acrilamida. Corridainicia a
20mA (atingir o gel de separacédo) e depois a 30mA, mantendo a voltagem constante no
valor méximo. Volume aplicado/fosso = 5uL. Padréo de peso molecular Unstained
Protein Molecular Weight Marker (Fermentas Life Sciences) = 10uL. Coloragdo com

prata.

Conclusao
A substituicdo do agente redutor beta mercaptoetanol por outro agente redutor
ndo téxico na extracdo de prolaminas de milho pode ser uma aternativa para utilizagdo
da zeina diretamente na producdo de coberturas e biofilmes com finalidade de

revestimento de alimentos.
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