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RESUMO: Com a busca por combustiveis de fontes renovaveis aumentou-se o interesse pelo etanol. No Brasil, a
possibilidade da producdo de etanol a partir da cultura do milho, apresenta-se como uma alternativa promissora,
principalmente no periodo da entressafra da cana-de-agUcar. Apds a producdo de etanol do milho, gera-se um coproduto
conhecido como ‘distiller’s dried grains with soluble (DDGS)'" ou grios secos de destilaria com soluveis, usado na
alimentacéo animal como fonte de proteina. Este trabalho teve como objetivo caracterizar as proteinas e quantificar os
minerais de interesse presentes no DDGS de milho, permitindo assim, um melhor emprego deste coproduto como fonte
de energia na forma de alimentacdo animal. Para tanto, foram utilizadas técnicas analiticas de caracterizacdo quimica e
bioquimica. Os resultados indicam que o DDGS de milho apresenta em sua constituicdo mineral, altas concentragdes de
enxofre, cobre e cobalto indicando a necessidade de caracterizar o produto antes de disponibiliza-lo como ragdo. O uso
da técnica protedmica possibilitou levantar 191 proteinas presentes no DDGS.

PALAVRAS-CHAVE: ZEA mays, Residuos Agroindustriais, Protebmica, Nutricdo Animal.

CHEMICAL AND PROTEOMICS CHARACTERIZATION OF CORN DISTILLER’S DRIED GRAINS
WITH SOLUBLES (DDGS)

ABSTRACT: The search for fuels from renewable sources increases the interest in ethanol. In Brazil, the possibility of
ethanol production from maize is a promising alternative, especially in the sugarcane off-season. After the corn ethanol
production, a co-product known as "distiller's dried grains with soluble (DDGS)" is generated and used as a protein
source in animal feed. This work aimed to characterize the proteins and quantify the minerals of interest present in the
corn DDGS, thus allowing a better use of this coproduct as an energy source for animal feed. For that, a chemical and
biochemical analytical techniques were used for characterization. The results indicate that the mineral corn DDGS
presents in its constitution, high concentrations of sulfur, copper and cobalt indicating the need to characterize the
product before making it available as animal feed. The use of the proteomic technique allowed raising 191 proteins
present in DDGS.

KEYWORDS: ZEA mays, Agro-Industrial Wastes, Proteomics, Animal Nutrition.

1 INTRODUCAO

O DDGS (distiller’s dried grains with solubles) ou gréos
secos de destilaria com solliveis € um coproduto da
producéo do etanol obtido da fermentagcdo do amido de
grdos amilaceos. O DDGS de milho tem sido muito
usado como fonte de alimentagdo animal nos Estados
Unidos da América. A composicdo do DDGS e a
quantidade de é&lcool produzido dependerdo da
composi¢do inicial da matéria prima, neste caso mais
importante, a concentracdo de amido dos graos
(DAVID, 2015).

O DDGS contém carboidratos abundantes como celulose
e hemicelulose. (GOESER; HOFFMAN; COMBS,
2009), estas sdo avaliadas como de facil digestibilidade
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pelos animais (LAMSAL; PATHIRAPONG; RAKSHIT,
2012). O DDGS contém 06leo (8-11%), proteinas (25-
38%, sendo 50% de zeina), celulose (9-16%) e outros
carboidratos (FERRARETTO; CRUMP; SHAVER,
2013).

As proteinas sdo interessantes para avaliacdo de
seguranca e qualidade dos alimentos, pois podem estar
envolvidas ou resultarem na sintese de toxinas,
antinutrientes ou alérgenos (VAN WUIK, 2001;
DAVIES, 2009).

A zeina é uma das proteinas derivadas do endosperma
dos gréos de milho (SHUKLA; CHERYAN, 2001). A
concentracdo de zeina pode corresponder a 60% do total
de proteinas do grdo de milho, sendo geralmente a alfa-
zeina presente em maior concentragdo. (DE OLIVEIRA
et al., 2004). A alfa-zeina € uma proteina rica em
aminoacidos hidrofébicos (alanina, leucina e prolina), e
a betazeina possui altos teores de aminoacidos
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sulfurados, a gama-zeina constitui-se de residuos de
prolina, e a delta-zeina contém em sua estrutura
aminoécidos sulfurados além de prolina e leucina (DE
OLIVEIRA et al., 2004).

As metodologias utilizadas na obtencdo do proteoma
buscam separar, identificar e quantificar as proteinas de
toda a planta, grdo ou de um tecido especifico
(ROSSIGNOL, 2006).

Em grdos é aplicada como uma ferramenta eficaz na
avaliacdo das respostas a fatores bidticos e abidticos,
incluindo alteragdes no genoma (mutacdo de insercdo e
regulacdo génica) (ROSSIGNOL, 2006).

A composi¢do de minerais do DDGS, por sua vez,
auxilia na avaliacdo nutricional deste coproduto, onde,
minerais como calcio (Ca), fésforo (P), cobre (Cu),

enxofre (S), cobalto (Co) e selénio (Se), devem ser
quantificados, pois, devido as suas fun¢des metabolicas,
quando ndo ingeridas ou ingeridas por excesso pelos
animais, podem prejudicar o correto funcionamento do
sistema digestivo (Tabela 1) (SILVA; NETTO;
SCUSSEL, 2016).

A alimentacdo dos animais somente por plantas
forrageiras ndo é capaz de atender as exigéncias em
microminerais como cobre, cobalto e enxofre, mesmo
com a devida correcdo de minerais do solo via adubacéo,
é necessaria uma suplementagdo com outras fontes para
0 balanceamento da dieta alimentar, para néo
comprometer o ganho de peso e desenvolvimento de
carcaca dos animais (BORGES; PASCHOAL, 2011).

Tabela 1 - Valores sugeridos de minerais em ra¢des para bovinos.

Valores Sugeridos (%)

Macrominerais (%)

Gado de Corte Gado de Leite

Ca 0,17 -1,53 0,53 -0,67

S 0,08 -0,15 0,20

P 0,17 - 0,59 0,32 - 0,44
Microminerais (mg kg™)

Cu 4,0-10,0 9,0-11,0

Co 0,07-0,11 0,11

Se 0,05-0,30 0,30

FONTE: Adaptado de (BORGES; PASCHOAL, 2011)(MENDONCGCA et al., 2011).

Portanto estudos devem ser realizados para determinar o
valor de minerais presentes na amostra e o perfil
protedmico do DDGS, visto que a literatura é escassa de
informacdes sobre as proteinas e o papel funcional
destas, assim como uma possivel relacdo das mesmas
com a qualidade do DDGS. Apesar de varios métodos
estarem disponiveis para a comparagdo qualitativa e
guantitativa do proteoma dos mais diversos graos, a
literatura é escassa sobre o perfil protedmico do DDGS.

2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido em parceria entre a
Universidade Estadual Paulista “’Jilio de Mesquita
Filho™’ Faculdade de Ciéncias Agrondmicas de
Botucatu e a University of Nebraska Lincoln nos Estados
Unidos da América. As analises foram realizadas no
Departamento de Quimica e Bioquimica do Instituto de
Biociéncias da Universidade Estadual Paulista -
Botucatu/SP. A amostra de DDGS foi obtida a partir de
uma fabrica de racdo local da cidade de Lincoln/NE -
EUA. Uma Unica amostra de DDGS foi utilizada para
posterior analise da composi¢cdo de proteinas e minerais
deste coproduto do milho.

2.1 Analise de minerais do DDGS
Para a analise de minerais uma amostra Unica de DDGS

foi analisada em seis repeticdes sendo elas em duplicata
totalizando 12 leituras para cada mineral. Apos a leitura

foram feitas as médias e o desvio padrdo dos dados
coletados.

2.1.1 Preparo das amostras

Foram pesadas cerca de 100 mg de cada uma das
subamostras de DDGS em balanca analitica em
triplicata. Cada porcéo de 100 mg foi embalada em papel
filtro e transferida para baldes de Kjeldahl, nos quais
foram adicionados, aproximadamente, 3 mL e 2 mL,
respectivamente, de 4cido nitrico e peréxido de
hidrogénio ambos (PA) (Merck). Uma amostra foi
utilizada como controle. Os baldes de Kjeldahl foram
colocados em bloco digestor, o qual foi aquecido a uma
temperatura de, aproximadamente, 110 °C. Os extratos
acidos foram transferidos quantitativamente para balGes
volumétricos, e o volume foi completado, com &gua
deionizada, para 25 mL e homogeneizou-se 0 extrato
acido diluido (AOAC, 2007).

2.1.3 Determinacgdes de Ca, Cu, Co e Se

As determinacbes de Ca, Cu, Fe, Mn e Zn por
espectrometria de absorgdo atbmica com chama (FAAS)
foram feitas utilizando-se solugdes padréo Titrisol
MERCK no preparo da curva analitica. As condigdes
operacionais utilizadas foram as descritas no manual do
fabricante do equipamento (COOKBOOK, SHIMADZU
AA - 6800, 2000) (PEREIRA JUNIOR et al., 2009).
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2.1.4 Determinacéo de P

A determinacéo de fosforo foi feita utilizando o método
espectrofotométrico do acido vanadomolibdofosférico,
“GENESYS” TM modelo 6. O comprimento de onda
utilizado nas medidas de absorbancia foi o de 420 nm
(SILVA et al., 2016).

2.2Anélise protedbmica
2.2.1 Estratégia de Shotgun
2.2.1.1 Extracao das proteinas

Para extracdo das proteinas 1.5 mL de tampdo de lise
contendo uréia 7 M, tiouréia 2 M, CHAPS 4 %, DTT 1
% e um coquetel de inibidores de proteases foram
adicionados as amostras (200 mg). Essas foram em
seguida submetidas a agitagdo em vortex por 12 h a 4°C.
Apbs homogeneizagdo, as amostras foram centrifugadas
a 8000 g por 10 min a 4°C (Eppendorf, R5409) e o
sobrenadante coletado.

2.2.1.2 Andlise por LC/MS

Para esta etapa, 50 pg de proteina foram transferidas
para um microtubo e a estas foram adicionados 10 uL de
bicarbonato de amdnio 50 mM e 25 pL de surfactante
RapiGest® 0,2% (Waters, Milliford, USA). Em seguida,
as amostras foram reduzidas através da incubacao a 40°C
com DTT 100 mM por 40 min e posteriormente
alquiladas pela adicdo de 300 mM de alquiladas com
iodoacetamida IAA por 30 min em temperatura
ambiente. Em sequéncia, as proteinas foram submetidas
a digestdo proteolitica com a adicdo de 150 ng de
tripsina grade MS (Promega) a 37°C por 14 h. Ao fim
das 14 h, 10 uL de TFA 5% foram acrescidos, seguida
por incubacéo por mais 90 min a 37°C. Em seguida, as
amostras foram centrifugadas a 14000 g durante 30 min.
O sobrenadante contendo os peptideos foi coletado e
submetido & analise por UPLC-MS (KRAMER-
ALBERS et al., 2007). A analise dos peptideos tripticos
foi realizada no sistema nanoACQUITY UPLC (Waters,
Milliford, USA) acoplado ao espectrdmetro de massas
Xevo Q-TOF G2 (Waters, Milliford, USA). Para tanto, o
sistema UPLC nanoACQUITY era equipado com uma
coluna do tipo HSS T3 (Acquity UPLC HSS T3 column
75 mm x 150 mm; 1,8 um, Waters), previamente
equilibrada com 7% da fase movel B (100% ACN + 0,1
% é&cido férmico). Os peptideos foram separados atraves
de um gradiente linear de 7-85 % de fase moével B
durante 70 min com fluxo de 0,35 pL/min e a
temperatura da coluna mantida a 45°C. O MS foi
operado em modo ion positivo, com o tempo de
aquisicdo de dados de 70 min.

Os dados obtidos foram processados através do software
ProteinLynx GlobalServer (PLGS) versdo 3.0 (Waters,
Milliford, USA). A identificagdo das proteinas foi obtida
através do algoritmo de contagem de ions incorporado ao
software. Os dados obtidos foram buscados no banco de

dados da espécie ZEA mays através do catdlogo do
UniProt (Universal Protein Resource).

2.3 Analise estatistica
2.3.1 Analise de Minerais

Os dados foram apresentados como média e desvio
padrdo baseado no experimento realizado em triplicado.
Né&o havendo necessidade de andlise estatistica.

3 RESULTADOS E DICUSSAO
3.1 Analise de minerais

De acordo com a Tabela 2, a concentragdo média de
enxofre encontrada para a amostra de DDGS foi de 0,19
mg kg™, valor este que esta dentro do valor sugerido pela
literatura para gado de corte, porém, abaixo para gado de
leite. Esta concentragdo de Se para o DDGS de milho
corrobora ROBINSON, P. H.; KARGES, K.; GIBSON,
M. L (2008), que encontraram para o DDGS
concentracdo de 0,28 mg.kg™, sugerindo a mesma
analogia de valor sugerido pela literatura.

As concentragdes de Cu e Co encontradas no DDGS de
milho 75,05 e 14,86 (mg kg™) respectivamente estio
acima dos valores maximos sugeridos pela literatura
(Tabela 1) para gado de corte e leite, fator este que pode
acarretar no desbalango nutricional dos animais quando
incorporado a uma ragéo sem o devido levantamento dos
valores nutricionais da mesma.

S8o trés os macrominerais de grande importancia
presentes no DDGS de milho: Ca, P e S. Eles afetam
diretamente o desempenho dos animais quando ausentes.
O calcio, quase que na sua totalidade, aproximadamente
99%, esta relacionado com fungdes do esqueleto animal.
(SUTTLE, 2010).

De acordo com a Tabela 2, as concentrag¢des encontradas
de Ca (0,65%), S (16,66%) e P (0,24%) de uma mesma
amostra de DDGS sugerem o balanco mineral positivo,
uma vez que, as mesmas estdo dentro dos valores
sugeridos pela literatura conforme a Tabela 1. Estes
valores corroboram com Silva et al. (2016), que
encontraram concentrages proximas de Ca (0,75%) e P
(0,32%). Kleinschmit et al. (2006), encontraram para 0
DDGS de milho concentracfes de Ca entre 0,6 a 0,7% e
de P entre 0,34 a 0.38%, valores estes prdximos aos
encontrados para estes minerais neste trabalho
reforcando a importancia de se quantificar os minerais
presentes nas ragdes e suas possiveis variagdes dentro de
uma mesma amostra.

Durante a producdo de etanol, algumas usinas utilizam
acido sulfdrico para ajustar o pH das solugbes, no
entanto, a adicdo de &cido sulfirico no processo de
extragdo de etanol eleva a concentragdo de enxofre no
DDGS (NUEZ ORTIN; YU, 2009). Motivo este que
pode explicar os altos niveis de S encontrados na
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amostra de DDGS, que ¢ derivado da producéo de etanol
de milho.

Tabela 2 - Composi¢do de microminerais (mg.kg'l) e macrominerais (%) do DDGS de milho

Microminerais

Cobre Cobalto Selénio
Média + D.P. 75,05 + 6,17 14,86 + 1,04 0,19 + 0,01
Macrominerais
Célcio Enxofre Fosforo
Média + D.P. 0,65+ 0,08 16,66 £ 1,51 0,24 £ 0,02

Segundo os valores maximos sugeridos pela literatura
para gado de corte (0,15%) e gado de leite (0,20), nota-
se que a concentracdo de 16,66% de S encontrada para a
amostra de DDGS de milho poderia provocar desbalanco
de nutrientes nos animais se disponibilizada na sua
forma puro sem mistura com outros ingredientes
alimentares.

As diferentes concentragdes de minerais afetam o valor e
0 uso final de DDGS como alimento para animais, estes
pardmetros, estdo relacionados ndo apenas a desordens
nutricionais, mas também, ao excesso de minerais nos
residuos o que significa que o animal ndo esta
absorvendo o que Ihe é oferecido, resultando também em
desperdicio de investimento (LIU; HAN, 2011). Por
tanto, independentemente do destino ou emprego do
DDGS, como ragdo ou coproduto para outros fins, faz-se
necessario um levantamento da sua constituigdo para a
melhor utilizacdo do mesmo.

3.2 Analise de Proteinas

Para esta mesma amostra de DDGS foram realizadas
analises protedmicas com o intuito de caracterizar quais
tipos de proteinas estdo presentes.

Foram encontradas 191 proteinas com diferentes funcbes
(Tabela 3). Uma vez que, as proteinas encontradas no
DDGS séo derivadas dos gréos de milho utilizados para
a producdo de etanol, a busca por informagdes destas
proteinas estdo baseadas no banco de dados do milho
(Zea mays), onde este apresenta 140.212 proteinas ja
encontradas para o milho, porém apenas 1.026 proteinas
foram revisadas e bem caracterizadas.

A familia das proteinas zein sdo proteinas semelhantes,
classificadas com base na sua solubilidade e massas
moleculares, sendo as principais proteinas de
armazenamento do milho (45-50%) (ANDERSON;
LAMSA, 2011). Essas proteinas sdo ricas em acido
glutdmico (21-26%), leucina (20%), prolina (10%), e
alanina (10%). Além disso, sua insolubilidade na é&gua
limita sua utilizacho em produtos para alimentagdo
humana, assim o foco principal desde meados do século

XX tem sido na sua utilizagdo como polimero industrial
(SHUKLA; CHERY AN, 2001).

As 191 proteinas encontradas podem ser usadas como
possiveis biomarcadores para muitas propriedades do
DDGS, indicando processos aos quais o mesmo foi
submetido. Ja a quantidade de uma proteina especifica
pode ser muito Util ao se analisar particularidades entre
diferentes condiges de processos.

Conforme a Tabela 3, existem 69 proteinas ndo
caracterizadas, as quais ndo se sabe ao certo quais sdo
suas funcdes, porém sabe-se que elas estdo presentes no
genoma do milho. Destas 191 proteinas encontradas, 121
proteinas ja estdo caracterizadas pela literatura quanto as
suas funcBes no grdo de milho, sendo que as mais
encontradas estdo ligadas ao grupo de proteinas zein;
elongation factor 1-alpha; glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase; e histone H2A.

Belyea et al., (2004) avaliaram a variacdo na composicéo
de proteinas do DDGS, onde ndo foram relacionadas as
variacBes entre as proteinas do DDGS em relacdo a
composicdo proteica do milho, provavelmente, a
variacao ocorreu durante o processamento ou técnicas de
processamento. Isto implica que, a reducdo da variagdo
na composicao proteica do DDGS exigira a modificacdo
das estratégias de processamento, e ndo na escolha da
matéria-prima. A concentracdo da proteina elongation
factor 1-alpha esta altamente correlacionada com o teor
de lisina no endosperma do milho, devido a mutacéo
opaque-2 que aumenta significativamente o teor de lisina
no gréo, através da reducdo da sintese de zein e aumento
do acimulo de proteinas que contém lisina (WANG et
al., 2001).

Portanto, pode-se ter como parametro de qualidade de
execucdo de processo de producdo de etanol e qualidade
de produto na forma de racdo, uma forma analitica de
processo, com o estudo das proteinas presentes em
amostras DDGS de milho.
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4 CONCLUSOES
Para as condi¢Ges deste trabalho conclui-se que:

A caracterizacdo de minerais do DDGS mostrou que as
concentracfes de enxofre (S), cobre (Cu) e cobalto (Co)
sdo maiores do que o indicado na formulacdo de racdo
animal;

Devido as variagdes nutricionais do coproduto (DDGS
de milho), indica-se a caracterizacdo mineral prévia da
amostra antes da disponibilizagdo para os animais.

O uso das técnicas protedmicas possibilitou levantar 191
diferentes proteinas do DDGS ligadas as funces
metabdlicas do grdo de milho na planta, sendo 69 ja
caracterizadas na literatura e 121 ndo caracterizadas.

Mais estudos a cerca das fungdes que as proteinas
exercem no DDGS precisam ser realizados.
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