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Resumo
O uso da grande quantidade de plasticos descartaveis de origem fdssil esta acarretando
problemas de salde a vegetacao e animais terrestres e aquaticos, ndo s6 ao ser humano.
Estes plasticos na forma de canudos de refrigerantes, sacolas plasticas, copos e garrafas
de refrigerantes ou de agua, geralmente acabam indo aos aterros sanitarios ou correntes
de rios, lagoas e oceanos, formando em alguns casos no oceano pequenas ilhas destes
plasticos, ja que pouca quantidade € reciclada ou reaproveitada. Infelizmente estes
plasticos podem levar centenas de anos para biodegradar-se na Natureza, ou formar
microplasticos (<bmm) que podem ser consumidos por todos 0s animais terrestres ou
aquaticos. A solucdo definitiva seria substituir estes plasticos por bioplasticos
biodegradaveis, tais como amido termoplasticos e/ou proteinas ndo hidrossoliveis, no
caso das prolaminas existentes nos cereais, compondo cerca de 50% (m/m) das proteinas
existentes nestes cereais em alguns casos. Devido a producéo de grande volume de etanol
ou de amido de cereais, as suas proteinas sao utilizadas como racdo animal, sé que parte
destas proteinas sdo ndo digeriveis pelo rimen (PNDR) dos bois, por causa da
composic¢do destas proteinas que apresentam grande quantidade de aminoacidos apolares
e da prolina e glutamina, ndo sdo facilmente degradadas por quaisquer proteases. Neste
experimento, a zeina bruta do milho que foi solubilizada por processo em meio etandlico
modificado, foi caracterizada por espectroscopia no infravermelho de transformada de
Fourier (FTIR), analises térmicas de calorimetria exploratéria diferencial (DSC) e
termogravimétricas (TGA) e por eletroforese em gel de poliacrilamida. Os resultados
obtidos mostraram que ndo existem grandes quantidades de zeina bruta nos coprodutos
da usina de etanol de milho (gréos secos de destilaria, DDG, e grdos umidos de destilaria,
WDG, com ou sem 06leo); enquanto que o CGM60 das fabricas de amido de milho
(Ingredion Incorporated) tinham mais de 30% de zeina bruta. A zeina bruta extraida do
CGM além de ter massa molares iguais ao da Aldrich, possui cerca de 10% de
carotenoides ainda presente, contudo possuem comportamentos térmicos similares ao da
zeina da Aldrich. Apesar da sua pequena quantidade nos DDG e WDG, a zeina bruta pode
ser extraida dos residuos solidos da usinas de etanol retirados antes da fermentagcdo na
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forma dmida. Por ser soltvel em meio hidroetandlico e ndo em meio aquoso, ser fundivel
abaixo de 80°C, pelo seu baixo custo de extracdo (<R$20,00/kg), de fonte renovavel e
sustentavel e reaproveitamento do solvente (EtOH), possibilita 0 uso da zeinabruta em
diversos formatos, tais como esferas, filmes, tubos, nanoparticulas, adesivos,
revestimentos e outras formas (blendas ou compositos), tornando um bioplastico versatil,
que por ser uma proteina (constituidas por aminoacidos), oque a torna compostavel ou
biodegradagradavel dentro de uns 100dias em condi¢des adeguadas de Umidade e
temperatura.

Palavras-chave: zeina bruta, caracterizacdo, bioplasticos, sustentavel.
1. INTRODUCAO

O consumo elevado de plasticos descartaveis de origem fossil estd
provocando grandes mudancas ambientais, entre eles, grandes mortandades de animais
marinhos, aves e peixes com ingestdo de microplasticos e a sua presenca nas placentas e
nos pulmdes de seres humanos [1], o que torna imprescindivel a sua proibicdo de
distribuicdo e comercializagdo desses materiais, principalmente alguns produtos
comercializaveis [2], tais como, alimentos, o0 seu transporte e a sua preservacédo; contudo
com a pandemia mundial da COVID-19, diversas leis municipais brasileiras de proibicdo
de uso e distribuicdo de plasticos em bares e restaurantes estdo suspensas até essa
pandemia passar [3].

Assim, um tipo de bioplastico de origem animal ou vegetal é de grande
importancia para substituir os plasticos de origem de petréleo ou fosseis de uso Unico, 0
que reduziria drasticamente a poluicdo do ambiente com plasticos descartaveis. Contudo,
0 processo de extracdo tem que ser vidvel economicamente e que reutilize o solvente
diversas vezes e de baixo custo e que o plastico ou polimero de origem biologica
(bioplastico ou biopolimero) seja biodegradavel, compostavel e/ou comestivel. Este tipo
de biopolimero que poderad ser extraido é a zeina do milho (proteina presente nos
endospermas dos graos de milho, cerca de 6 a 8%, m/m, junto com amido).

A extracdo da zeina do milho pode ocorrer por combinagdes quimicas, com
adicdo ou ndo de tratamento enzimatico, sendo que alguns fatores contribuem para
eficiéncia do processo, como: tipo de solvente, temperatura, pH e tempo de extracao
[4,5]. Atualmente, a metodologia empregada para extracéo de zeina no Brasil é descrita
por FORATO et al. [6]. De acordo com eles, a zeina obtida a partir do farelo de gluten

do milho (CGM) é tratada inicialmente com hexano em extrator Soxlhet por 24hs para a
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remocao de gorduras; seguida de agitacdo em solucdo de cloreto de sddio por 6h (para
remocdo das outras proteinas presentes nos grdos de milho). Por fim, a zeina é
solubilizada com solvente etanol a 70% por 24h e precipitadas na evaporacao, seguida
por liofilizacdo com rendimento baixo, maximo de 40% do total presente.

A evolucgdo dos processos, devido as constantes pesquisas, contribuiu para a
diminuicdo de custos e melhores controles de extracao referentes a preparacao do milho,
diferencgas do tipo de moagem e variacdes de temperaturas e pH. A zeina comercial é
composta de alfa-zeina e tende a ser de alta qualidade e pureza, podendo ser obtida dos
produtos industrializados dos grédos de milho ou por moagem umida, com formacdo de
gluten, mas os rendimentos ainda sdo considerados baixos em ambos métodos, inferiores
a 25%, havendo a necessidade de continua pesquisa para novos tipos de tratamentos e
solventes [6,7,8,9]. Um método de extracdo empregado comercialmente é referente a
CARTER e RECK desde 1970, usando como solvente 88% de isopropanol/agua[10]. Um
processo semelhante em meio etanolico, mas néo igual foi desenvolvido por YOSHIOKA
em 2021[11], que pode apresentar problemas de seguranga individual na preparacéao e
também corroer 0s agos inoxidaveis de péssima qualidade, devido a presenca de acido ou
alcalis fortes.

Um processo de extracdo da zeina bruta dos graos de milho foi e esta sendo
desenvolvido no Laboratério de Bioquimica e Biomateriais do Departamento de
Bioguimica e Biomaterias no Instituto de Quimica de S&o Carlos-USP da zeina bruta em
meio ndo corrosivo hidroalcodlico com alto rendimento cerca de 90% da zeina bruta
presente no farelo de gluten de milho com 60% de proteinas (CGM60), o que equivale a
préximos de 50% das proteinas totais nestes farelos. Isto é um rendimento alto de
extracao, s6 que o processo da bancada do laboratdrio ir até a inddstria tem um caminho
longo a fazer, isto é, ter uma planta piloto de extracdo da zeina dos farelos de gluten de
milho com recuperacao e reuso do solvente, e também ter os equipamentos para produzir
0s biopléstico a partir da zeina bruta para producdo de protétipos de bioplasticos
descartaveis de zeina bruta [11].

Segundo Jaski et al. (2022), a zeina ¢ um material promissor que deve ser mais
explorado em pesquisas académicas e industriais, j& que a zeina oferece propriedades fisico-

quimicas e bioldgicas interessantes, como hidrofobicidade, baixa permeabilidade ao vapor de

agua, boa capacidade de formacdo de filme, ndo toxicidade, biocompatibilidade, atividade
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antimicrobiana e a possibilidade de adaptar essas propriedades usando modifica¢fes quimicas e
combinagdes com diferentes materiais[12]. Além disso, a zeina apresenta vantagens notaveis
como biopolimero, como sua biodegradabilidade, sua origem renovavel e agricola, a
versatilidade das formas em que pode ser preparada e, 0 mais importante, ndo compete com a
cadeia de suprimentos de alimentos. Contudo, tem-se um crescimento de produgdo mundial de
zeina muito pifio de 5,8% entre 2023 a 2028, segundo analises da Expert Market Research
(2022) [13]. Espera-se com esse novo processo e a planta piloto possa extrair maior
quantidade de zeina bruta (~35%) do CGM®60 e assim como a maior recuperacao de etanol
(>85%), sem danificar a zeina e provavelmente purificar a zeina para agregar valor menor
que aquele praticado no mercado Nacional, j& que a zeina Aldrich custa cerca de
U$300.00/kg no Brasil [12]. Um biomaterial ou bioplastico extraido de residuos vegetais
renovaveis e sustentaveis com processo mais verde e a baixo custo (<U$10.00/kg) podera
entrar no mercado facilmente, principalmente se tiver um preco final entre R$12,00 a
R$15,00 por kg na forma bruta e a purificada o dobro desse preco no minimo, desde que
ndo produzam microplasticos, como os plasticos de origem fdssil que custam cerca de
R$11,00/kg e s6 biodegradam-se depois de 100anos ou mais, 0 que ndo € o caso da zeina por

ser uma proteina.

2. OBJETIVOS

Neste experimento, a zeina bruta do milho, que foi solubilizada por processo em meio
etandlico modificado da patente de Yoshioka [W], foi caracterizada por espectroscopia
no infravermelho de transformada de Fourier (FTIR), analises térmicas de calorimetria
exploratdria diferencial (DSC) e termogravimétricas (TGA) e por eletroforese em gel de
poliacrilamida para mostrar que a zeina bruta pode ser similar a a zeina Aldrich ,
necessitando apenas desenvolver um processo de purificacdo para algumas aplicacdes.
Estes resultados foram comparados com aqueles da zeina Aldrich para futuros célculos

de valor de venda da zeina bruta no mercado brasileiro.

3. METODOS E MATERIAIS
Os materiais utilizados foram: Farelo de gluten de milho (CGM) fornecida pela empresa
Ingredion Incorporated; Etanol (95% v/v) da Exodo Cientifica; tubo de dialise de celulose

fornecida pela Viskase Embalagens(Atibaia — SP).
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a) Extracdo da zeina

O processo de extracdo da zeina foi realizado no laboratdrio de Bioquimica e
Bbiomateriais do Instituto de Quimica de Séo Carlos (IQSC) da USP. 5009 de farelo de
glaten de milho contendo 60% de proteinas totais (CGM-60) foram misturados com mixer
em 2L de solucéo da hidroetandlica (80%) por 10mintuos e deixava decantar por 12h. Ao
final desse tempo, notava-se uma separacdo de fases: na regido inferior, encontrava-se
como um pé decantado, enquanto na regido superior a solucao tinha aspecto amarelado,
composta predominantemente por zeina (com carotendides) e alcool. A seguir, foi
realizado processo de filtracdo em duplicata, para separar o sobrenadante do material
decantado e remover eventuais particulas de amido presentes no sobrenadante. Entéo, o
sobrenadante recolhido foi levado a um rotaevaporador & véacuo. Esse processo foi
realizado até obter-se uma solucdo concentrada, lavada com &gua quente e ocorria a
precipitacdo da zeina bruta, como mostrado na figura abaixo. Esta zeina foi retirada e
espalhada sobre bandeja de polietileno e seca na estufa por 12hs. Uma vez seca, a zeina
seca foi triturada num liquidificador ou mixer e guardada em frasco ambar até o seu uso.

Figura 1: Etapas do processo de extracdo da zeina. (a) Filtracdo do sobrenadante, (b)

destilacdo em rotaevaporador, (c) placa de zeina ap6s secagem em estufa e (d) zeina em

po apds moagem.

A) Caracterizagdo da zeina bruta obtida
1) Eletroforese em gel de Policarilamida/SDS
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As amostras de zeina bruta e da Aldrich foram desnaturadas a 95°C por cinco
minutos em solucdo de b-mercaptoetanol; Tris-HCI 0,5 M (pH 6,8); glicerol; SDS 10%
(p/v); azul de bromofenol 0,1% (p/v). A eletroforese foi conduzida em gel (SDS-PAGE)
com gradiente de 15%, imerso em solucdo-tampao Tris 0,025 M; glicina 0,192 M; SDS
0,1% (pH 8,3). Para a identificacdo das proteinas presentes nas amostras, foram utilizados
padrdes BIO RAD. As bandas foram reveladas com o corante Coomassie-G-250 e tiradas
imagens digitais.

2) Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

A caracterizacdo por FTIR foi realizada em espectrometro Perkin ElImer mo-
delo Spectrum 100, no intervalo de comprimentos de onda de 4000 a 550 cm-1, com 16
varreduras e resolucédo de + 4cm™ em pastilhas de KBr produzida com mistura de sal seco
e puro de KBr e adicdo de 1% da zeina bruta ou da Aldrich, misturada num almofariz
com pistilo e colocada na prensa de inox para obtencdo de pastilhas transparentes com
1,0cm de diametro.

3) Andlises térmica

Para essa analise forma usadas amostras de zeina bruta e da Aldrich em torno

de 10,0mg de cada para cada andlise, conforme foram obtidas.
a) Analise termogravimétrica (TGA)

As medidas foram realizadas de 25 até 800 °C, em atmosfera de ar sintético,
com amostras de aproximadamente 10 mg e taxa de aquecimento de 10 °C.min"t em um
equipamento de TGA, modelo Q-50 da TA Instruments, verificado com oxalato de célcio.

A caracterizacdo termogravimétrica foi feita em equipamento Perkin Elmer
modelo Pyris 1. As amostras de zeina bruta seca de 10,0mg foram aquecidas da
temperatura ambiente (25°C) até 800°C, com taxa de aquecimento de 10°C/min, sob
atmosfera de nitrogénio a 20 mL/min.

b) Calorimetria Exploratorio Diferencial (DSC)

A analise de calorimetria exploratoria diferencial por fluxo de calor foi reali-
zada para identificar possiveis mudancas de fases da zeina bruta e da Aldrich. As curvas
DSC foram obtidas em um equipamento TA Instruments, modelo DSC 2010 calibrado
com padréo de indio, com as amostras em panelinhas e tampas de aluminio. A razéo de
aquecimento sera de 10 °C min'*, na faixa de aquecimento de 25 a 250 °C, em atmosfera

de nitrogénio.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

A zeina extraida por um novo tratamento hidroetandlico teve um &timo
rendimento apesar de ser uma zeina bruta, chegando aos 35%(m/m) de rendimento no farelo
de gldten de milho (CGM®60) fornecido pela Ingredion Incorporated, assim como a da
Indemil. As zeinas brutas utilizadas nestas caracterizagdes foram comparadas com aquela
obtida comercialmente da Aldrich brasiliera por ser a mais utilizada para pesquisa e a mais
purificada. Dados preliminares do nosso processo de purificagdo em bancada de laboratério,
como mostrado na Figura 2 abaixo, indicam que a zeina bruta purificada apresentou mais
branca ou menos amarelada que a zeina Aldrich, mas isso iremos comprovar pela analise
cromatografica liquida de alta resolucdo ou performance futuramente, contudo tem-se que
verificar se existe um equipamento que possa realizar essa purificagdo em grande escala,
cerca de 0,5tonelada para até 5toneladas por dia, sendo ndo teremos um produto purificada
muito mais caro que o prouto da Aldrich, o que invibiliazaria comercialmente a sua
purificacéo.

Figura 2: Fotografias digitais das amostras das zeina bruta (a), zeina purificada (b) e da

Aldrich (c) utilizadas nessse trabalho.

As amostras pulverizadas e secas apresentaram caracter’siticas de proteinas com
as técnicas a seguir:
1) Eletroforese em Gel de poliacrilamida/SDS
Esse processo de caracterizacdo mostra a presenca de proteinas e as
quantidade, contudo se estiver em concentra¢fes muito baixas ndo é posssivel verificar
as massas molares de proteinas em quantidades menores que 10% da cadeia proteica de
maior proporcao, 0 que ocorrer no caso da caseina, que possuem 2 cadeia majoritarias a

a-zeina e B-zeina, alem do que determinadas condicfes de de extracdo pode afetar a a
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solubiliozacdo de uma delas também ou ainda quebrar as ligacdes dissulfetos e formar
cadeias proteicas de massas molares similares aqueles das p’rincipais cadeias..

O gel de eletrofotrerese mostrou a presenca de 2cadeias principais a o e B-zeinas
de massas molares de cerca de 22.000 Da e 19.000Da equivantes a afa e beta zeinas,mas
muito ténues, por isso que ndo foi mostrado no momento.

2) Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

A figura 2 mostra o espectro de infravermelho obtido para a zeinana forma de

pastilha de KBr.

Figura 2: Espectro FTIR da zeina bruta e Aldrich (comercial).
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Para a zeina, os picos relevantes indicados por linhas tracejadas na Figura 2 foram:
e 3300 cm™*: Referente ao estiramento do grupo N — H;
e 2930 cm’: Referente ao grupo carboxila;
e 1639 cm™: Referente ao grupo amida I, predominantemente do estiramento C = O e,

em menor parte, do estiramento C — N e da deformagéo angular N — H no plano [14];
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e 1540 cm™: Referente ao grupo amida 11, da deformagao angular no plano N — H e esti-
ramento C — N. [14].

Espectros de proteinas costumam ser mais complexos e dificeis de analisar pela
sua grande diversidade de elementos e grupos funcionais. Porém, neste caso, 0 espectro da
zeina mostrou picos evidentes a grupos caracteristicos de proteinas, como os do grupo amida
| e amida Il, e esta de acordo com a literatura (ALI et al., 2014). Como os espectros no IFTIR
da zeina Aldrich ou comercial foram similares, ficou dificil diferenciar os dois espectros, por
isso s6 foi colocado um espectro apenas.

3) Analises térmicas

a) Analises Termogravimétricas (TGA)

Observa-se pela Figura 3 que a degradacdo térmica se inicia a baixas temperatu-
ras e ocorreu majoritariamente em uma Unica etapa, com temperatura de taxa de degradacao
méaxima de 331°C. Este valor esta condizente ao encontrado em literatura [15]. Pode ser ob-
servada também uma perda de massa de aproximadamente 10% entre 25°C e 200°C, e é co-
erente com a literatura. Isso se deve a evaporacao de agua naturalmente presente em derivados
de milho e possivelmente de etanol remanescente do processo de extragdo. [16].

Para avaliar indiretamente a pureza e da zeina extraida da CGM, foi realizada
uma comparacao das curvas de TG da zeina extraida da CGM com a da zeina comercial. A
similaridade entre as curvas TG pode indicar uma semelhanca entre 0s materiais. Sabendo
que a zeina comercial tem alto grau de pureza, espera-se que uma curva semelhante da zeina
prépria também possua boa pureza.

As curvas TG da zeina extraida da CGM e da zeina comercial foram mostradas
na figura 12, nas cores azul e laranja, respectivamente.

Para facilitar a analise, o grafico da Figura 2 foi dividido em trés regides,
separadas por linhas tracejadas verticais. Na primeira regiao, entre 25°C e 250°C, nota-se que
a zeina extraida no laboratorio teve uma perda de massa um pouco mais acentuada que a zeina
comercial. Isto sugere que a zeina extraida possui mais &gua e alcool remanescentes do
processo de extracdo. J& na segunda regido, entre 250°C e 360°C, a perda de massa € bem
similar entre as zeinas. Por fim, na terceira regido, nota-se uma perda de massa maior para a
zeina comercial, a qual esta correlacionada com a justificativa apresentada da regido 1. Como
a zeina Aldrich possui menor porcentagem de &gua, ela possui uma concentracao de zeina
propriamente dita maior, e sua degradacdo continua de forma mais acentuada. Quanto ao

aspecto fisico, a zeina extraida no laboratdrio possui cor laranja vibrante, enquanto a zeina
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comercial tem coloracdo amarelo claro e opaca. Essa diferenga provavelmente se da pela
maior presenca de carotenoides na zeina extraida, como a luteina, a zeaxantina e e-
criptoxantina, pois estudos, como o de Rios et al., 2014 [17], comprovam que grdos de milho
mais alaranjados possuem maior propor¢ao desses componentes.

Figura 12: Curvas TG da zeina extraida da CGM e da zeina comercial.
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b) Carlorimetria Exploratoria diferencial (DSC)

Os resultados de DSC (Figura 4) mostram:

- Existéncia de muita 4gua presente,

- Segunda corrida na mesma amostra mostrou a transicao vitrea (Tg), apesar
de pequena comparada a pura proxima a 160°C sem sua decomposicao;

- Possivel extrusdo dessa proteina a temperatura menor que 160°C, o que é
interessante para obtencdo de filmes finos, copos e canudinhos ou

revestimentos de papel-cartdo descartaveis.

5. CONCLUSOES

Como podem ver pelos resultados acima que a zeina bruta extraida ndo diferenciou
muito com a zeina Aldrich, apesar da presenca dos carotendides, o que d& uma colocaragdo
alaranjado, mas segundo as Ultimas reunides com P&D de indUstrias plasticas, é uma forma de
diferenciar dos plasticos que sdo brancos ou transparentes, o que tornaria essa zeina bruta com
preco competitivos com plasticos de origem f6ssil, cerca de R$15,00/kg contra os R$11,00/kg

dos pléasticos de origem féssil.
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Figura 12: Curvas de DSC da zeina bruta primeiras (a") e segunda corrida (a”") e da zeina Aldrich (b).
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Com advento de nossos processos de purificaragdo podera torna-la da cor que os
consumidores-clientes finais gostariam de ter, mas uao de corantes naturais, 0 que ja estamos
desenvolvendo com as extragdes de antocianinas naturais presentes em cascas, palhas, frutos e
flores de outros vegetais. Assim tendo uma matéria-prima rica em zeina bruta a baixo custo, cerca
de R$1,00/kg dos residuos umidos de grdos de milho (RUGEM), pode facilmente bater o
percentual pifio de crescimento do aumento de producéo da zeina de 5,8% entre 2023 a 2028,
segundo analises da Expert Market Research em 2022 [13], para mais de 100% com esse novo
processo de extracdo com recuperacdo de uns 90% do etanol utilizado. Essa recuperagéo e
rendimento de 35% de extragdo se mativer numa planta piloto, teremos algumas usinas de etanol
de milho, em vez de vender WDG a R500,00/ton, mas RUGEM a R$1,000,00/ton, e desenvolver

novos bioplasticos a partir da zeina bruta ou purificada (https://www.zeinproducts.com/) com

100% compostos de biopolimeros naturais, como no caso dos canudos, caixas e copos de papel
cartdo colados e revestidos com zeina, ou melhor ainda, susbtituir o isopor de poliestireno

expandido por amido expandido revestido com zeina totalmente biodegradavel.
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