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Instrumentação

Introdução

As zeínas são as proteínas de reserva do 
milho e correspondem a aproximadamente 50% das 
proteínas totais do endosperma deste cereal. Essas 
proteínas são ricas em prolina e glutamina sendo 
insolúveis em água.  As zeínas totais, extraídas com 
álcool e agente redutor de ligações de dissulfeto, 
apresentam seis frações com massas relativas 
distintas no gel de eletroforese contendo dodecil 
sulfato de sódio (SDS/PAGE). As mais abundantes 
são as zeínas α, que representam de 75 a 85% da 
zeínas totais e apresentam bandas em 19 e 22 kDa 
na SDS/PAGE. As zeínas β apresentam bandas em 
14 e 16 kDa e representam de 10 a 15% das zeínas 
totais. As zeínas γ apresentam banda em 28 kDa 
representando de 5 a 10% das zeínas totais, e as 
zeínas δ que apresentam banda em 10 kDa são 
dificilmente observadas por representar traços das 
zeínas totais. As zeínas α podem ser extraídas com 
soluções de etanol 70%, no entanto para se extrair 
as frações β, γ, e δ é necessária a utilização de 
agentes redutores de ligações de dissulfeto (Larkins 
et al., 1984; Forato et al., 2003).

Como as zeínas têm baixo teor ou não 
apresentam aminoácidos essenciais como lisina e 
triptofano, elas têm sua utilização limitada no que diz 
respeito a aplicações nutricionais. No entanto, 
devido ao seu carácter hidrofóbico e capacidade de 
formação filmogênica, as zeínas têm sido estudadas 
para aplicações em coberturas de alimentos e 
medicamentos, revestimento de papel entre outros 
(Forato et al., 2000; Scramin et al., 2011; Hamdani et 
al., 2023).

A extração das zeínas pode ser feita a partir 
dos grãos de milho, no entanto, apenas 10% de sua 
massa seca é composta por proteínas totais, sendo 
que as zeínas correspondem a 50% desse 
conteúdo. Além disso, para se realizar a extração 
das zeínas, a partir dos grãos de milho, é necessário 
primeiramente realizar a remoção das albuminas e 
globulinas em solução salina e, somente então, 
pode ser feita a extração das zeínas geralmente 
utilizando-se etanol 70%.

Alternativamente, uma fonte abundante de 
zeínas é o glúten de milho (GM). O GM é um 
subproduto produzido na moagem úmida processo 
de obtenção do amido de milho e contém de 60 a 
70% de zeínas (Forato et al., 2003; Anderson,  
Lamsal, 2011). 

Assim, neste comunicado técnico é descrita 
a metodologia de extração das zeínas a partir do 
glúten de milho, bem como sua caracterização por 
SDS/PAGE e análise pela espectroscopia no 
infravermelho.

O GM foi fornecido pela empresa Ingredion 
(Mogi Guaçu–SP). A extração das zeínas a partir do 
GM foi feita de acordo com uma modificação da 
metodologia já dominada pelo grupo (Forato et al., 
2003; Scramin et al., 2011). Inicialmente os lipídeos 
do GM foram extraídos com clorofórmio, sob em 
agitação mecânica em uma capela de exaustão por 
1 h. Após a agitação, a solução foi filtrada a vácuo e a
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massa residual foi coletada, repetindo-se o 
processo de agitação em clorofórmio por mais duas 
vezes. Em seguida, a massa residual foi agitada 
durante 6 h em solução de bissulfito de sódio 100 
mmol/L. A mistura foi filtrada, e a massa residual, 
lavada com água destilada. A massa residual foi 
agitada em solução aquosa de etanol a 70% (m/m), 
na proporção de um volume de amostra para 5 
volumes de solução para a solubilização das zeínas. 
O etanol foi evaporado por evaporação rotativa, e as 
proteínas, precipitadas e liofilizadas.

Utilizou-se gel de poliacrilamida a 15%, as 
ZGM (5 mg/mL) foram dissolvidas em etanol 70%. 
Aplicou-se 3 μL das amostras em cada poço e o gel 
foi corado com Comassie Blue. O padrão de massa 
molecular utilizado foi o BenchMark Protein Ladder 
Cat. Nº. 10747-012 da marca Invitrogen.

Tanto o GM quanto as ZGM foram 
analisados pela espectroscopia na região do 
infravermelho (espectrômetro modelo Vertex 70 – 
Bruker) para verificar-se a eficácia da remoção do 
amido no processo de extração (Forato et. al, 2003), 
e, para o cálculo das estruturas secundárias (ES) 
das ZGM. As amostras foram preparadas sob forma 
de pastilhas de KBr (1mg de proteína e 100mg de 

-1KBr). Foram utilizados 16 scans e 4 cm  de 
resolução. O cálculo das ES foi feito por meio de um 
software de reconhecimento de padrões 
desenvolvido pelo grupo (Forato et al., 1998). Para 
isto a linha de base dos espectros foi corrigida entre 

-1 -12100 a 900 cm , normalizados de 1200 a 800 cm , e 
-1a região de 1800 a 1600 cm  (amida I) foi 

multiplicada por uma matriz de calibração. O 
resultado foi dado como % de α-hélice, % de folhas 
β, % de voltas e % de outras estruturas.

Na Figura 1 é apresentada a SDS/PAGE 
utilizada na caracterização das ZGM. No poço 1 
foram aplicadas as amostras padrão com 35,  25  e 
14 kDa. No poço 2 foram aplicadas as zeínas 
obtidas do GM. Observa-se no gel bandas típicas de 
zeínas α em 19 e 22 KDa, bem como banda de 
menor intensidade em 14 kDa devido às zeínas β 
presentes no GM .

Na Figura 2 são apresentados os espectros 
de para CGM (preto) e ZGM (vermelho).  Em ambos 
os espectros são observadas bandas típicas de 
proteínas: Amida A (estiramento N-H) de 3100 a 

-1 -13300 cm ; Amida I em 1650 cm , que é devido a  
80% do estiramento de C=O com menores 
contribuições de  estiramento C-N e N-H no plano; 

-1Amida II em 1550 cm  (estiramento C-N e 

Eletroforese (SDS/PAGE)

FTIR

Resultados

Análise das zeínas por SDS-PAGE

dobramento N-H) (Lavialle et  al., 1982). No 
espectro do GM também é observada a presença de 
sinais de 1115 a 1020 cm-1 os quais são atribuídos 
aos polissacarídeos (Forato et al., 2003) os quais 
estão ausentes no espectro das ZGM indicando que 
a metodologia de extração dos polissacarídeos com 
solução de bissulfito de sódio foi bem sucedida. 

Figura 1. SDS-PAGE das ZGM. No poço 1 foram 
aplicadas amostras de proteínas padrão, no poço 2 as 
ZGM. 

Figura 2. Espectros de FTIR para as amostras de GM 
(preto) e ZGM (vermelho)

Também foram calculadas as ES das ZGM 
usando um método de reconhecimento de padrões 
já publicado (Forato et al., 1998). Este método utiliza 

-1a região amida I (1800-1600 cm ) do espectro FTIR 
e é baseado na decomposição de valores 

Análise das estruturas secundárias 
(ES) das zeínas por FTIR.
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singulares. O método possui uma matriz de 
calibração que correlaciona uma matriz FTIR de 
proteínas contendo ES já determinadas com raios X.   
Esta matriz de correlação é multiplicada pelo 
espectro FTIR (região amida I) da proteína que será 
analisada. Aqui para as ZGM obteve-se 37% de α-
hélice; 34% de folhas β; 33% de voltas e 11% de 
outras estruturas. Este resultado está de acordo 
com o resultado da SDS/PAGE (Figura 1), onde 
além das frações de α zeínas que são 
principalmente helicoidais temos a presença de β 
zeína que tem predominância de estruturas de folha 
β. Como as bandas mais intensas são devidas à 
fração das  α zeínas, a proporção helicoidal é maior 
que as da folha β (Forato et. al., 2003).

A partir dos espectros de FTIR concluiu-se 
que a utilização da solução de bissulfito de sódio foi 
eficaz para a remoção dos polissacarídeos 
presentes no GM e permitindo a extração das zeínas 
sem a presença destes componentes.
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