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RESUMO

No presente trabalho foram realizados estudos envolvendo a determinagéo e
distribuicdo de elementos-traco em amostras de acai (Euterpe oleracea
Mart.), bacuri (Platonia insignis Mart.), castanha-do-para (Bertholletia
excelsa), cupuacu (Theobroma Grandiflorum) e pupunha (Bactris gasipaes
H.B.K) por espectrometria de absorcdo atomica com chama (FAAS). Nos
resultados obtidos para Cu, Fe, Mn e Zn nos digeridos das amostras por FAAS,
o ferro foi encontrado em maior teor (23,4 a 46,2 ug g*) seguido do zinco (6,3 a
46,6 pug g) e cobre (2,9 a 47,5 ug g*). Baixos niveis de manganés foram
encontrados nas frutas estudadas. O bacuri apresentou um elevado nivel de Fe
(46,2 pg gt) enquanto a castanha-do-par4 e pupunha mostraram elevados
niveis de zinco (46, 1 e 46,6 pg g*).0O fracionamento de Cu, Fe e Zn nas
fracOes lipidicas, protéicas e nos residuos foi realizado usando extracdo sélido-
liguido combinada com FAAS. Os valores encontrados mostraram um teor
consideravel desses elementos nas fracdes lipidicas e protéicas de bacuri e
pupunha. Os maiores niveis de cobre, ferro e zinco na amostra de acai foram
obtidos no residuo. A cromatografia de exclusdo por tamanho (SEC) com
deteccdo UV e espectrometria de absorcdo atbmica em forno de grafite
(GFAAS) foram usados para investigar a associacdo de cobre as proteinas
presentes na polpa de acai. A concentracdo de cobre nos digeridos e no
extrato de proteinas foram 10,5 e 0,81 pg g*, respectivamente. Cobre foi
encontrado associado as frac6es de proteinas correspondentes a 0,45, 3,8 e
64,5 kDa. Os niveis de Cu nessas fracdes variaram de 0,46 a 17,69 pg L™.0s
resultados obtidos na polpa de acai por cromatografia de exclusdo por tamanho
com off-line deteccdo GFAAS mostraram que cobre esta associado as
proteinas de alta massa molecular, baixa massa molecular e compostos néo

protéicos.

Palavras-chave: elementos-traco, frutas regionais, especiacao, SEC, GFAAS.



ABSTRACT

In this present work, studies involving the determination and distribution of trace
elements in acai (Euterpe oleracea Mart.) Bacuri (Platonia insignis Mart.)
Brazil-nut (Bertholletia excelsa), cupuassu (Theobroma grandiflorum) and
pupunha (Bactris gasipaes HBK) samples by flame atomic absorption
spectrometry (FAAS). In the results obtained for Cu, Fe, Mn and Zn in digests
samples, the iron was found in highest content (23.4 to 46.2 pg g™) followed by
zinc (6.3 to 46.6 pg g') and copper (2.9 to 47.5 pg g*). Low levels of
manganese were found in the fruits studied. Bacuri showed a high level of Fe
(46.2 pg g™*) while Brazil-nut and pupunha showed high levels of zinc (46, 1 and
46.6 ug g ). The Fractionation of Cu, Fe and Zn in lipidic and protein fractions
and residues was carried out using solid-liquid extraction combined with FAAS.
The values found showed a considerable content of these elements in lipidic
and protein fractions of bacuri and pupunha. Higher levels of copper, iron and
zinc were obtained in the residue of the acai sample. Size exclusion
chromatography (SEC) with UV detection and furnace graphite atomic
absorption spectrometry (GFAAS) were used to investigate the association of
copper with the proteins present in acai pulp. The concentration of Cu in
digests and extract of proteins obtained were 10.5 and 0.81 ug g, respectively.
Protein fractions obtained by SEC-UV were collected and Cu was determined
by GFAAS. Copper was found bound in protein fractions corresponding to 0.45,
3.8 and 64.5 kDa. The levels of copper in those fractions varied from 0.46 to
17.69 ug L ™. Results obtained for acai pulp by size exclusion chromatography
with off-line GFAAS detection showed that copper is associated to proteins of
high molecular weight (HMW), low molecular weight (LMW) and non-proteir

compounds.

Keywords: Trace elements, regional fruits, speciation, SEC, GFAAS.
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1. INTRODUCAO

A qualidade de produtos alimenticios tem recebido especial atencédo devido
a sua importancia na nutricdo e salde humana'. Nos Ultimos anos, tem
crescido o0 interesse na avaliacdo de macro e microelementos em uma
variedade de amostras de alimentos 2. Os alimentos s&o uma das principais
fontes de metais para o corpo humano. A maior parte dos ions metalicos
presentes na alimentacdo estdo vinculados a determinadas proteinas ou
enzimas e exercem os seus efeitos estruturais como sitios ativos ou centros de
comando em processos como catalisadores, substrato e de ativacao,
transporte e armazenamento >,

Para a obtencdo de uma alimentacdo saudavel a partir das cadeias
agroalimentares, destacam-se os alimentos funcionais, assim denominados por
conterem substancias capazes de promover efeitos benéficos a saulde,
associados a prevencdo de doencas, entre estas as cardiovasculares, cancer,
diabetes e osteoporose. Dentre os grupos de alimentos que se enquadram
nessa categoria encontram-se as frutas por conterem substancias muito
importantes para a saude, tais como: antocianinas presentes no acai; taninos
no caju; carotendides na manga,; acido ascérbico (precursor da vitamina C) no
camu-camu; ferro no acai, banana e purui, além de outros *.

A determinacdo do teor total do metal ingerido pelo organismo nao
possibilita tracar um perfil da eficiéncia de sua absorcdo. Existe a necessidade
de saber a biodisponibilidade do metal, ou seja, a proporcdo do nutriente que €
absorvida e utilizada pelo organismo. Técnicas de especiacdo quimica, como a
extracdo de elementos-traco usando diferentes meios extratores, podem
auxiliar na avaliacdo da biodisponibilidade destes minerais possibilitando a
obtencdo de novos dados para prever sua absorcdo °. Neste sentido, a
determinacao de elementos-tragco em alimentos tem se transformado em um

importante campo na andlise de alimentos *.



A regido amazobnica apresenta uma vasta disponibilidade de frutas com
elevado teor nutricional, entre elas destacam-se a pupunha (Bactris gasipaes
H.B.K), que € uma fruta tropical da familia das palmaceas e outras frutas
conhecidas da regido norte como a castanha-do-para (Bertholletia excelsa), o
acai (Euterpe oleracea Mart), o bacuri (Platonia insignis Mart) e o cupuacu
(Theobroma grandiflorum Schum).

Nutricionalmente, o agai é rico em antocianinas, entretanto, no que se refere
aos elementos minerais, particularmente o ferro, ha muito que se estudar, uma
vez que a literatura é escassa e 0s dados sédo pouco confiaveis em funcédo da
compilacdo, quantidade de amostras utilizadas, metodologias e variacao
edafoclimatico °.

A pupunha potencialmente nutritiva apresenta na sua composi¢do alguns
minerais, tais como fosforo, célcio, magnésio, zinco, entre outros. E rica em
proteinas e vitaminas A, B; e C. Ja as castanhas-do-para séo ricas em selénio,
embora a quantidade de selénio varie consideravelmente ’. Sdo também uma
boa fonte de magnésio e tiamina. Algumas pesquisas indicaram que o
consumo de selénio esta relacionado com uma reducdo no risco de cancer de
8

préstata Isto levou alguns analistas a recomendarem o0 consumo de

castanhas-do-pard como uma medida preventiva °. Estudos subsequentes
sobre o efeito do selénio no cancer de préstata foram inconclusivos®.

O desenvolvimento de procedimentos analiticos que visam aperfeicoamento
do preparo de amostras para determinacdo de elementos-traco em amostras
de frutas regionais, possibilita uma maior confiabilidade e melhores limites de
deteccdo. Com esse estudo pode-se obter mais informacdes sobre as formas
quimicas desses elementos-traco nas amostras de alimentos regionais e

proporcionar um maior valor agregado as frutas regionais.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Sel%C3%AAnio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Sel%C3%AAnio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Magn%C3%A9sio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Tiamina
http://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%A2ncer_de_pr%C3%B3stata
http://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%A2ncer_de_pr%C3%B3stata
http://pt.wikipedia.org/wiki/Castanha-do-par%C3%A1#cite_note-8#cite_note-8

2 - OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Determinacéo e distribuicdo de elementos-traco em frutas regionais.
2.2 Objetivos especificos

% Determinacdo de Cu, Fe, Mn e Zn em amostras de acai, bacuri,
castanha-do-para, cupuagu e pupunha;

¢ Distribuicdo de Cu, Fe e Zn em acai, bacuri e pupunha por FAAS;

¢ Distribuicdo de Cu em acai por SEC-UV e SEC-GFAAS.



3. Revisao da literatura

3.1 Importancias bioldgicas do cobre, ferro, manganés e zinco no organismo
humano

Diversos minerais desempenham diferentes papéis essenciais no nosso
organismo, podendo estes estar livres ou associados a outras espécies que
desempenham funcées fisioldgicas para o bom funcionamento do organismo **.

Essenciais na nutricAo humana, 0s minerais encontrados em maiores
concentragcdes no corpo humano, sdo denominados de macrominerais, no qual
estdo presentes o calcio, cloro, fésforo, potassio e o sodio.

Os elementos-traco ou microminerais sao minerais que correspondem a
quantidades menores que 0,01% da composicao corporal. Dos elementos-
traco, nove sdo considerados essenciais, como cobalto, cobre, cromo, iodo,
ferro, manganés, molibdénio, selénio e zinco'®. Existem especulacdes sobre
outros minerais, denominados de “novos microminerais”’, descobertos desde
1990, como o aluminio, arsénio, boro, bromo, cadmio, chumbo, estanho, fltor,
germanio, litio, niquel, rubidio, silicio e vanadio, que sdo considerados
essenciais para algumas espécies 3.

Um aspecto fundamental que deve ser ressaltado relaciona-se aos valores
de ingestdo diarios de referéncias de minerais essenciais na nutricdo humana,
tais como, Cu, Fe, Mn e Zn. Segundo a Food and Drug Admistration (FDA) a
guantidade recomendada para Cu, Fe, Mn e Zn corresponde a 2, 18, 2 e 15
mg/Kg de massa corpérea, respectivamente™®.

O manganés é um constituinte essencial do corpo humano, uma vez que
esta envolvido na ativacao de enzimas e na formacéo de ossos e cartilagens.
Este mineral é absorvido no intestino delgado e para ser transportado deve
estar ligado a uma macroglobulina e transferrina. A deficiéncia deste mineral
em seres humanos é bem estabelecida, tendo como os principais sintomas a

perda de peso, dermatite temporaria e, ocasionalmente, nausea e vomito, uma



alteracdo na cor do cabelo e crescimento lento de cabelo e pélos™. De acordo
com Hendler'®, as melhores fontes de manganés na alimentacdo sdo os graos
integrais, nozes, frutas e hortalicas frescas. Porém, no caso de elevados
indices de manganés, do ponto de vista toxicolégico *" 8, deve-se suspeitar de
exposicao ocupacional (metalurgia e mineragao), caracterizando seu potencial
téxico, resultando em anorexia, fraqueza, apatia, “loucura manganica”, manias,
comportamento violento, tremores simulando Parkinson e depresséo *°.

O zinco é largamente encontrado na natureza. Dietas com altas
concentracfes em proteinas sao ricas em zinco. Por outro lado, alimentos ricos
em carboidratos normalmente apresentam baixa concentracdo desse elemento
2 Este elemento é essencial para mais de 300 enzimas em muitas espécies.
As enzimas dependentes de zinco participam no metabolismo de carboidratos,
lipideos, proteinas e acidos nucléicos?.

A importancia do zinco na nutricdo humana tem sido reportada desde 1934
22 0 qual é considerado um elemento-traco essencial para 0 homem, pois esta
associado a producdo de insulina, componente de mais de 90 enzimas
relacionadas com catalise acido-base e esta relacionado com a sintese do DNA
e RNA. A deficiéncia deste metal no organismo pode provocar retardo no
crescimento das criancas, falta de apetite, lesbes de pele, alopecia,
dificuldades de cicatrizagdo, etc. A ingestdo de grandes quantidades deste
metal resulta em febre, nauseas, vomitos e diarréia.

O ferro é um metal de transicdo, considerado um micronutriente essencial
para 0os humanos desde 1860. A extensdo da sua utilidade biologica esta na
capacidade de existir em diferentes estados de oxidacdo e de formar muitos
compostos na forma de complexos 2%. Constituinte da hemoglobina, o ferro é
requerido para o transporte de oxigénio e dioxido de carbono, estando assim,
ligado diretamente no processo de respiracéo celular ** ?°. Os compostos de
ferro presentes no organismo humano podem ser agrupados em duas
categorias: 0os que exercem fun¢gdes metabdlicas ou enzimaticas (hemoglobina,

mioglobina e enzimas) e os associados com o ferro de reserva. O ferro catalisa



a producdo de radicais livres através da reacdo de Fenton, induzindo a
peroxidacéo lipidica. Para exercer sua agao catalitica, o ion férrico precisa ser
liberado da proteina que o carrega e reduzido para Fe?*, a forma ferrosa. O
ferro corporal € encontrado em maior proporcdo na hemoglobina, e em menor
na mioglobina, na transferrina e na ferritina. Radical superéxido (O,) é capaz de
reduzir o Fe*, ligado a ferritina, a Fe?', que entdo é liberado e se torna
disponivel para catalisar uma reacdo de oxidacdo autopropagativa 2% 2.
Estudos de Salonen et al ?® forneceram as primeiras evidéncias em humanos
de que a sobrecarga de ferro, medida como concentracdes elevadas de
ferritina, é fator de risco para doenca coronariana isquémica. Hirano et al. ?°
verificaram que a incubacdo de homocisteina com ions férricos resulta em
peroxidacgdo lipidica semelhante a causada por homocisteina e ions cupricos.
Aproximadamente 67% do ferro total presente no organismo se encontra na
hemoglobina, que € constituida por quatro subunidades, sendo que cada
subunidade esta associado a um grupo heme. Essa molécula tem somente
quatro atomos de ferro, considerados essenciais, pois quando combinados com
o oxigénio em nivel dos pulmdes, estes sdo liberados nos tecidos >3, O ferro
atua também em processos metabdlicos, como na sintese de purinas
(compostos estruturais do DNA e RNA), carnitina, colagenos e
neurotransmissores (dopanina, serotonina e norepinefrina) .

As funcbes do cobre estdo ligadas a utilizacdo do ferro na sintese de
hemoglobina, absorcédo de ferro do intestino delgado e mobilizacdo do ferro nos
tecidos. A oxidacdo do ferro permite que ele se ligue a proteina que o
transporta. O cobre é essencial para sintese da camada de mielina que recobre
o sistema nervoso central. Uma amino-oxidase que contém cobre (lisil oxidase)
estd envolvida nas ligacbes cruzadas de cadeias polipeptidicas na elastina e
colageno. Enzimas contendo cobre sdo necessarias na converséo de tirosina e
requerem cobre para ter atividade bioloégica. O cobre esta envolvido na

32

formacdo de tecido désseo e reproducédo N&o se deve ter niveis de

molibdénio superior a 3 mg/L da dieta total, pois esse mineral reduz a absorgéo



do cobre, pela formacdo do tiomolibidato de cobre *3. A deficiéncia manifesta-
se com 0s seguintes sintomas: ataxia, incoordenacdo muscular, paralisia
parcial, anemia, redu¢do no crescimento, despigmentacao, fragilidade 6ssea,

diarréia e perdas reprodutivas *.
3.2 Biodisponibilidade dos minerais

Um dos fatores que interferem na biodisponibilidade dos minerais diz
respeito as interacdes que ocorrem entre os mesmos **. De acordo com Couzi
et al.®*, as interacdes podem ser diretas ou indiretas. As diretas sdo geralmente
fenbmenos competitivos que ocorrem durante a absorcdo intestinal ou
utilizacao tecidual, enquanto que as indiretas ocorrem quando um mineral esta
inibindo o metabolismo do outro, de maneira que a deficiéncia de um acarreta
em prejuizo da funcéo do outro 3.

Algumas interacfes parecem estar bem estabelecidas e, sob algumas
circunstancias, podem ter implicagbes profundas na salde humana **. Com
tudo deve-se considerar que uma simples presenca de um mineral na formula
ou dieta ndo garante a sua absorcdo pelo organismo, pois estes possuem
varias interacfes entre si. A biodisponibilidade deles, ou seja, a proporcdo de
nutrientes que € realmente utilizada pelo organismo, depende de varios fatores,
tais como, a forma quimica que eles se encontram, a quantidade na dieta e a
matriz que ele esta incorporado como, fitatos, oxalatos, entre outros *°.

O metabolismo dos minerais ndo pode ser considerado separadamente,
pois fatores fisioldgicos e nutricionais podem interferir na absor¢cdo, no
transporte e no armazenamento. Dessa forma, pode ocorrer tanto deficiéncia,
por ma absorcdo, quanto toxicidade, devido ao acumulo do produto no

organismo >°.



3.2.1 Biodisponibilidade do Zinco

Existem muitos fatores que podem modificar a absor¢cdo de zinco, sendo
que estes podem ser considerados como ativadores ou inibidores deste
processo de absor¢ao.

Entre os ativadores da absorcdo do zinco estdo o citrato e aminoacidos
como glicina, histidina, lisina e metionina. Encontram-se também o acido
picolinico, secretado pelo pancreas e a vitamina Bg que aumenta a secrecao de
acido picolinico. Entre os inibidores da absor¢cdo do zinco estdo os &cidos
oxalico e fitico, taninos, fibra, selénio, ferro e célcio. A eficiéncia do processo de
absorcdo deste mineral esta entre 15 a 40%, portanto, 0 zinco € pouco
absorvido, sendo excretado em grandes propor¢cdes pelas fezes. Por outro
lado, na forma orgéanica, o zinco esta protegido do acido cloridrico e passa para
o duodeno, onde € eficientemente absorvido pelas células da mucosa,
carregadas negativamente. Os complexos organicos sao prontamente
absorvidos para a corrente sanguinea, tornando-os altamente biodisponiveis as
necessidades organicas e funcionais.

Os resultados da biodisponibilidade de zinco utilizando fontes organicas e

inorganicas sdo variados. Pimentel et al.*’

nao observaram diferenga na
biodisponibilidade de zinco, na forma de zinco metionina, quando comparado
com a forma inorganica de zinco. Entretanto Wedekind et al. *® realizando
estudo sobre a biodisponibilidade de diversas fontes de zinco, observou uma
biodisponibilidade do metal de 117%, na forma de zinco metionina, em uma
dieta purificada, 177% em uma dieta com soja isolada e 206% em uma dieta
composta por milho e soja, comparada com 100% de biodisponibilidade do

zinco para o sulfato de zinco.

3.2.2 Biodisponibilidade do Ferro

Segundo Underwood *, a absorcao de ferro € afetada pela idade, niveis de

ferro no organismo, condicdes do trato intestinal (sitios de absorcao),



quantidade e forma quimica do ferro ingerido e quantidade e proporcdo de
outros minerais e compostos na dieta, os quais podem interagir com o ferro. Os
metais bivalentes que afetam a absorcdo de ferro na dieta séo o cobre,
manganés, cobalto, cadmio, os quais podem competir pelo sitio de absorcao do
ferro. Poucos estudos foram conduzidos para determinar a biodisponibilidade

de fontes organicas de ferro. Spears et al.*

comparando fontes de ferro
metionina com fontes inorganicas concluiram por meio da concentracdo de
hemoglobina que a biodisponibilidade do ferro organico foi de 180% quando
comparado as formas inorganicas consideradas como 100%. Geralmente, os
resultados séo pobres quando se utilizam fontes inorganicas. Por outro lado, a
utilizacdo de ferro na forma de quelatos tem melhorado o nivel de ferro
hepatico, formacdo de hemoglobina e o crescimento dos recém-nascidos *.
Uma possivel explicacdo para estes resultados € que o ferro na forma de

guelato passa melhor pelas barreiras placentarias e mamarias.

3.2.3 Biodisponibilidade de Manganés

Com base na deposicdo 6ssea, Baker e Halpin ** ndo observaram diferenca
na biodisponibilidade de fontes organometélicas e inorganicas de manganés.

Entretanto, Henry et al.*®

observaram que a biodisponibilidade da fonte
organica de manganés foi significativamente maior do que as fontes
inorganicas (6xido e sulfato de manganés). Comparando a biodisponibilidade
do quelato de manganés ao 6xido de manganés, em dieta composta por milho

e farelo de soja, Fly et al.*

verificaram que a forma organica apresentou
biodisponibilidade de 147% comparada a forma de éxido (100%). Compilando
dados sobre a biodisponibilidade de fontes de manganés, Ammerman et al. *°
concluiram que a biodisponibilidade relativa para o manganés- metionina (Mn-
metionina) e manganés proteinado foram de 120 e 110%, respectivamente,

guando comparadas ao sulfato de manganés (100%).
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3.2.4 Biodisponibilidade do cobre

Um aumento na biodisponibilidade do cobre de fontes organicas,

comparadas as fontes inorganicas foi observado por Baker et al. *°

por meio de
comparacdes da quantidade de cobre acumulado no figado. Aoyagi e Baker *’
também demonstraram uma melhor biodisponibilidade do cobre na forma
organica, principalmente devido a molécula do quelato proteger o mineral
contra interacbes com outras substancias como a L-cisteina e glutationa
redutase, que sdo capazes de reduzir a absorcdo de cobre no intestino. Em
outro estudo, Aoyagi e Baker %’ concluiram que a biodisponibilidade aparente
do quelato de cobre foi de 120% quando comparada a forma inorganica de
sulfato de cobre (100%). Guo et al.*® verificaram uma biodisponibilidade de
111% e 109% para cobre lisina e cobre proteinato, respectivamente, quando

comparados com o sulfato de cobre (100%).

3.3 Fatores que interferem na biodisponibilidade de alguns minerais

O tanino, um adstringente encontrado em certos vegetais, possui a
capacidade de ligacdo as proteinas inibindo enzimas digestivas e reduzindo a
biodisponibilidade do ferro e da vitamina B12. Em altas doses pode lesar a
pele, principalmente o epitélio, e o figado. Da coloragdo amarronzada em
muitos vegetais quando sao cortados. Esta presente em altas doses no cha, no
café, no chocolate, nas bananas, no espinafre, na chicéria, na maca, no
ruibarbo, na cebola, na uva, no milho e na cenoura *°.

Outros inibidores da absorcdo e da biodisponibilidade do ferro sdo as
substancias fendlicas como os polifendis, os fitatos dos cereais (0s mais
importantes inibidores) e fibras como a celulose, hemicelulose e lignina, a
albumina da clara (a retirada da clara pode aumentar em mais de 10% a
absorcdo do ferro) do ovo, a fosfitina da gema do ovo, as proteinas das

leguminosas e elementos inorganicos como calcio, manganés, cadmio, cobre e
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cobalto. Um dos mais importantes capitulos dos fatores antinutricionais sdo os
inibidores das enzimas (substancias, que sdo capazes de modificar a
velocidade de uma reacao quimica, servindo como catalisadores bioldgicos).

A caseina, proteina do leite, inibe a absor¢cdo do zinco, 0 mesmo ocorrendo
com o fitato.

Dois outros antagonistas dos minerais encontrados em muitas plantas é o
acido oxalico, &cido orgéanico dicarboxilico, que se liga firmemente ao calcio e
outros minerais-tracos n&o deixando que sejam aproveitados pelo organismo. E
encontrado em maiores quantidades em chas, no ruibarbo, no espinafre e em
menores teores na beterraba, nos morangos, no nabo, ervilha, alface e na
beterraba.

O acido fitico derivado do &acido fosforico € abundantemente encontrado nos
cereais, legumes e sementes de oleaginosas. E um forte quelante, substancias
quimicas que se ligam firmemente os metais como ferro, calcio e zinco
formando complexos inaproveitaveis para os seres humanos. Os quelantes
também atuam para remover substancias toxicas do organismo e sdo usados
em muitos medicamentos como o ferro quelato. O acido fitico € encontrado em
legumes, graos de cereais, tanto no germe como no farelo, noz e, em menor
quantidade, nos feijdes verdes, cenoura, brécolis, batatas, batatas doces e
morangos.

O EDTA, um aditivo alimentar, também apresenta sua funcéo inibidora de
alguns minerais. Além disso, existe alguns minerais que influenciam na ma

absorcao de outros minerais *°.

3.4 Minerais Quelatados

Os microminerais possuem baixa biodisponibilidade, o que segundo Mabe **
pode estar relacionado com a formacdo de complexos com outras substancias

no trato digestivo diminuindo a solubilidade desses elementos, o que justifica o



12

interesse em explorar fatores que aumentem a absorcdo ou metabolizacdo de
elementos-trago.

Neste sentido, fontes quelatadas ou organicas de minerais tém sido
utilizadas devido apresentarem maior biodisponibilidade. Os minerais
quelatados ou organicos sdo assim denominados por serem constituidos por
ions metalicos ligados a substancias organicas.

Sao denominados quelatos, os compostos constituidos por ions metalicos
que se ligam com substancias organicas como aminoacidos, peptideos ou
complexos polissacarideos que proporcionam a esses ions alta disponibilidade
biolégica, alta estabilidade e solubilidade °2.

Os quelatos sdo o resultado do compartiihamento de elétrons entre um
metal e um ligante. Ligante é a substancia organica que esté ligada ao metal 3.
O ligante geralmente € um anion ou uma molécula que tenha um atomo com
um par de elétrons com valéncias disponiveis. Os ligantes comuns contém
nitrogénio, oxigénio, enxofre, halogénios ou uma combinacgdo deles devido as
suas estruturas eletrénicas. Os ligantes sdo ndo- metdlicos, portanto, organicos
> Na Figura 1 sdo apresentadas estruturas, representando minerais

guelatados.

Proteina ligada a diversos Molécula da ferritina L - Selenometionina
sitios ativos

Figura 1 — Minerais ligados a diferentes tipos de proteinas
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Segundo Kratzer e Vohra °°

, 0 quelato é um complexo metalico, onde o
metal apresenta mais ligagdes do que sua valéncia e este é ligado a um ligante
doador. O complexo possui um atomo de um elemento no centro da molécula e
um ligante ao seu redor. Quando o ligante possui mais de um atomo doador o
complexo se torna um anel heterociclico chamado de anel quelato.

¢ como

Os minerais quelatados sdo definidos por Leeson e Summers
sendo uma mistura de elementos que séo ligados a algum tipo de carreador o
qual pode ser um aminoacido ou polissacarideo que possuem a capacidade de
se ligar a metal por ligacbes covalentes através de grupamentos amino ou
oxigénio, formando assim uma estrutura ciclica.

Por sua vez, Ensminger e Oldfield >’ definem que esses quelantes tém o
papel de aumentar a absorcéo e a disponibilidade desse mineral no organismo,
além de aumentar a sua estabilidade fisica reduzindo assim a tendéncia do
micronutriente de se separar do alimento.

Segundo Leeson e Summers 3, existem trés grupos de quelatos que sdo

reconhecidos pelo sistema biologico:

s Grupo I: Quelatos que servem de transportadores e de armazenamento
para ions metalicos. Com este tipo de quelato o metal requer um ligante
com propriedades quimicas e fisicas que o quelato € capaz de ser
absorvido, transportado no sangue e passar pela membrana celular,
enquanto o ion metdlico é utilizado no local em que é exigido.

Ex: aminoacidos, especialmente a cisteina e a histidina;
etilenodiaminotetracético (EDTA).

s Grupo II: Quelatos que sdo essenciais no metabolismo. HA um namero
de quelatos no organismo com estrutura na qual o ion metélico esta
presente na forma quelatada, a qual é necessaria para desempenhar

funcbes metabdlicas. A hemoglobina é um exemplo deste grupo de

guelatos.
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s Grupo llI: Interferem na utilizacdo de cations essenciais e ndo possuem
nenhum valor biologico. Dentre este o acido fitico (quelato de zinco) que
pode interferir com o metabolismo normal por tornar esse mineral

essencial indisponivel para as fun¢cdes metabdlicas.

3.4.1 Formacéao dos Minerais Quelatados

Para a formacéo dos quelatos pode-se lancar mao de numerosas moléculas
como ligantes que tém funcdo especifica no metabolismo. Elas sdo de baixo
peso molecular e a capacidade oxidativa ou "ligante" depende do tamanho da
molécula e da presenca de radicais carboxilicos. As principais sdo os acidos
aminado, ascorbico, citrico, glucénico e EDTA. Normalmente, um mineral pode
fazer a ligacdo com uma, duas ou varias dessas moléculas para formar um
"composto mineral organicamente ligado” ou quelato, podendo assim ser
vendido como fonte de mineral. A afinidade de um quelato com o ion metalico
pode ser expressa quantitativamente como sendo uma constante de
estabilidade. Na Tabela 1 sdo apresentadas relacbes de constantes de
estabilidade de alguns ligantes. Observa-se que os quelatos formados com o
cobre possuem a maior constante de estabilidade e que para cada ligante a
estabilidade dos quelatos varia em ordem decrescente para o cobre, niquel,

cobalto, ferro, manganés e magnésio, respectivamente.
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TABELA 1. Constante de estabilidade de alguns quelatos comuns (relacdo 1:1 de

Ligante e ion metal H,O a 20°C)

Ligante Cu®* Ni<* Zn“ Co** Fe® Mn®* Mg
Glicina 8,5 6 5 5 4 3 2
Cisteina - 10 10 - 6 4 4
Histidina 10,5 9 7 7 5 4 4
Histamina 10 7 5 5 4 - -
EDTA 19 18 16 16 14 13,5 9
Guanosina 6 4 4,5 3 4 3 -
Acido oxalico 6 5,5 5 4,5 4,5 4 3
Acido salicilico 11 7 7 7 6 6 -
Tetraciclina 8 6 5 5 5 4 4

Fonte: Leeson e Summers (2001)

A "Association of American Feed Control Officials" — AAFCO ° define esses

produtos minerais organicos da seguinte forma:

X/
L X4

Quelato metal-aminoacido é resultante da reacdo de um sal metalico
solivel com aminoacidos na proporcdo molar, isto é, um mol do metal
para um a trés moles (preferencialmente dois) de aminoacidos na forma
de ligacdo covalente coordenada. O peso molecular médio dos
aminodcidos hidrolisados pode ser, aproximadamente, de 150 daltons e
0 peso molecular resultante do quelato ndo deve exceder a 800 daltons;

Complexo aminoacido-metal é resultante da complexac¢do de um sal
metélico solivel com aminoacido(s);

Metal (Complexo aminoacido especifico-metal) € resultante da
complexacdo de um sal metélico solivel com um aminoacido especifico;

Metal proteinado é resultante da quelacdo de um sal solivel com uma
proteina parcialmente hidrolisada;

Complexo metal-polissacarideo € resultante da complexacdo de um

sal soltvel com polissacarideo.
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3.4.2 Absorcédo dos quelatos

As fontes minerais, mais comumente utilizadas na nutricAo sdo as
inorganicas como sulfatos, fosfatos, carbonatos, cloretos e Oxidos. Quando
estas fontes chegam ao estébmago, ocorre uma dissociacdo das moléculas,
liberando os ions metalicos como Zn**, Mn** e entre outros *°.

No intestino, o transporte dos ions para o interior das células da-se pela
difusdo passiva ou pelo transporte ativo, ou seja, para que esses ions sejam
absorvidos, e atinjam a corrente sanglinea, 6rgaos e tecidos, eles necessitam
estar atrelados a um agente ligante ou molécula transportadora, que permita a
passagem através da parede intestinal. Muitas vezes estes ions ndo encontram
0 agente ligante e acabam sendo excretados. Nessas condi¢cdes podem ocorrer
perdas pela reacdo com compostos, como coldides insolUveis ou no processo
de competicdo pelos sitios de absorcdo entre os elementos minerais, com
interacdes antagdnicas que inibem a absorcéo .

Existe também um efeito de inibicdo da absor¢cdo de minerais por outras
substancias ou nutrientes quando apresentadas nas formas inorganicas, dentre
elas o acido oxalico e fitico, taninos, fibras e entre outras. Por sua vez, os
minerais quelatados apresentam absorcdo superior aos inorganicos, pois
geralmente, usam as vias de absorcao das moléculas organicas que se ligam a
eles, o que faz com que ndo tenham problemas de interacbes com outros
minerais.

A absorcdo dos minerais quelatados pode ocorrer sob duas formas: o
mineral pode ser ligado a borda em escova sendo absorvido pela célula
epitelial ou como ocorre na maioria das vezes onde o0 agente quelante &
absorvido levando junto consigo o metal °°.

Segundo Kratzer e Vohra *°

, 0 mecanismo pelo qual o agente quelante
melhora a atuacdo do mineral, depende da capacidade do ligante em
sequestrar o mineral, ou de sua habilidade em competir com outros ligantes,

formando complexos solaveis com o mineral.
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Para Clydesdale ®

, um ligante forma um composto solavel com o mineral
sendo com isso melhor absorvido pela mucosa intestinal. Conforme Spears
o ligante pode formar um complexo estavel no trato intestinal, evitando com
isso que o mineral forme complexos insolaveis, dificultando a sua absorcdo. No
caso dos aminoacidos quelatados, o elemento mineral metalico na molécula é
quimicamente inerte por causa da forma de ligagcdo. Esta ligacdo € estavel, ndo
sofrendo dissociacdo das moléculas quando atingem o estébmago.

No jejuno, o aminoacido do mineral quelatado, age como agente
transportador, permitindo a passagem do mineral através da parede intestinal
para a corrente sanguinea (diretamente para o plasma). A separacdo do
aminoacido quelante da-se no local onde o elemento mineral metalico sera

utilizado 3.

3.4.3 Biodisponibilidade dos quelatos

A biodisponibilidade também pode ser definida como a fragdo do mineral
que realmente é absorvida e utilizada pelo organismo *°.

Existem muitos fatores que influenciam a biodisponibilidade dos minerais,
especialmente dos minerais - traco, tais como: nivel de consumo do mineral,
forma quimica, digestibilidade da dieta, tamanho da particula, interacdes com
outros minerais e nutrientes, agentes quelantes, inibidores, qualidade da agua,
condicées de processamento e idade .

A partir da observacéo dos resultados de estudos nos ultimos 20 a 30 anos
torna-se claro a superioridade de biodisponibilidade dos quelatos quando
comparados aos sais. Entretanto, qualquer avaliacdo que queira realcar a
biodisponibilidade como caracteristica de importancia dos quelatos deve ter
fontes mais sollveis; como os sulfatos, como parametro de comparacdo, uma
vez que a disponibilidade de cobre e zinco a partir de 6xidos € minima para

aves e suinos 46 6667,
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Além disso, as respostas aos minerais quelatados sdo mais aparentes

quando os niveis de fitatos das dietas sdo elevados *.

Desta forma, a vantagem dos minerais quelatados sobre as fontes

inorganicas pode nao ser tdo evidente em todas as situacfes, 0 que pode

confundir a interpretacdo dos resultados. Da mesma forma, quando oferecidos

na forma inorganica, os minerais passam a ter forte interferéncia entre si. Em

geral a biodisponibilidade dos minerais na forma quelatada é dependente de

trés condicdes basicas na estrutura do composto:

a)

b)

Da forma de ligacdo com o metal - Nos quelatos formados com dois ou
trés amino&cidos, o ion metalico fica inerte na molécula, entrando com
facilidade nas vias metabdlicas, pois assume a caracteristica da

molécula organica;

Do peso molecular do quelato - O baixo peso molecular € a chave
para a absor¢do como molécula intacta. Se o peso molecular de um
quelato for maior do que 800 daltons, certamente sofrera prévia hidrolise

na luz do trato digestivo e a absor¢cdo pela mucosa ndo serd garantida
58.

Da constante de estabilidade do quelato - Deve ser constituido de
dois ou trés anéis de aminoacidos quelantes para serem estaveis. Se a
constante de estabilizacdo dos aminoacidos é grande, estes irdo resistir
a acdo de peptidases que quebram as ligacdes peptidicas internas,

63 Além disso, a

liberando o &tomo de metal na molécula
biodisponibilidade dos minerais também varia de acordo com o tipo de

fonte mineral (Figura 2).
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FIGURA 2: Biodisponibilidade relativa de fontes de zinco e
manganés. Adaptado de Polli (2002).

3.5 Frutas da regido amazonica

Algumas frutas de origem amazoénica, como a castanha-do-para (Bertholletia
excelsa), cupuacu (Theobroma Grandiflorum) e acai (Euterpe oleracea Mart)
sdo hoje amplamente comercializados em todo o mundo, e algumas delas
ainda sdo produzidos em diferentes continentes longe da América do Sul. No
entanto, muitos outros frutos sédo consumidos apenas a nivel local ou regional e
sua composicdo quimica ainda € desconhecida. O interesse em frutas
regionais tem aumentado bastante nos ultimos anos, por causa da incessante
busca de novos produtos e sabores exoéticos e, por outro lado, devido a sua
producdo e comercializagdo que s&do considerados uma boa maneira de
aumentar a renda do pequeno produtor. Neste contexto, dados da composicéo
mineral sdo necessarios como uma primeira indicacdo do valor nutritivo das

frutas amazonicas ' 2.

3.5.1 Acgai

O acaizeiro (Euterpe oleracea Mart.) é nativo da Amazonia brasileira e o

Estado do Para é o principal centro de dispersdo natural dessa palmacea.
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Populacdes espontaneas também sdo encontradas nos Estados do Amapa,
Maranhdo, Mato Grosso, Tocantins e em paises da América do Sul
(Venezuela, Colébmbia, Equador, Suriname e Guiana) e da América Central

(Panama) ®" 2.

Figura 3 — Acai (Euterpe oleracea Mart.)

O acaizeiro se destaca, entre 0s diversos recursos vegetais, pela sua
abundéancia e por produzir, importante alimento para as popula¢cdes locais,
além de ser a principal fonte de matéria-prima para a agroindustria de palmito
no Brasil ® °.

Também ocorre em areas de terra firme, principalmente quando localizadas
préximas as varzeas e igapos.

Dos frutos do acaizeiro € extraido o vinho, polpa ou simplesmente acai,
como é conhecido na regido. Com ele séo fabricados sorvetes, licores, doces,
néctares e geléias, podendo ser aproveitado, também, para a extracdo de
corantes e antocianina ",

O caroco, do qual a borra é utilizada na producédo de cosméticos, as fibras
em moveis, placas acusticas, compensados, inddstria automobilistica, entre

outros. A polpa representa 15% e é aproveitada, de forma tradicional, no

consumo alimentar, sorvetes e outros produtos derivados 2.
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O acai € considerado um alimento de elevado valor calérico, com alto

percentual de lipideos, e nutricional, pois é rico em proteinas e minerais .
3.5.2 Bacuri

O bacurizeiro (Platonia insignis Mart.) € uma espécie arbérea nativa da
Amazénia Oriental Brasileira "> “® "3, Os frutos dessa Clusiaceae ocupam
posicdo de destague na preferéncia dos consumidores dos Estados do Para,
Piaui e Maranhdo, onde se encontram densas e diversificadas populacdes
naturais . Sendo o bacurizeiro uma &rvore de usos mdltiplos (fruto, madeira,
latex) e com alto valor econémico, deve ser mantido em seu ambiente natural,
bem como ser plantado ou manejado em areas degradadas.

Existe pouca informacao sobre a composi¢do quimica de P. insignis, sendo

by

gue os estudos existentes referem-se a composicao da polpa do bacuri e

sementes "' 8,

AN
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gura 4 — Bacuri (Platonia insignis Mart.)

O seu desenvolvimento é ideal em areas litoraneas, ndo exigindo grandes
cuidados operacionais e possibilitando o cultivo de baixo custo em virtude do
aproveitamento de solos desgastados por culturas anuais. Sua propagacao
ocorre pelas sementes ou por brotagbes que surgem, espontaneamente, nas
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raizes das plantas adultas 8 " ", Alguns tipos, de ocorréncia rara, apresentam
frutos desprovidos de sementes ’’, os quais tém despertado pouco interesse,
pois apresentam tamanho diminuto e baixo teor de sélidos solluveis totais na
polpa ®. A polpa do bacuri é muito utilizada na alimentacado para a producao de

sucos, sorvetes, musses, dentre outras formas.

3.5.3 Castanha-do-para

A castanha-do-para ou castanha-do-Brasil (Bertholletia excelsa) € a
semente da castanheira, uma arvore da familia botanica Lecythidaceae, nativa
da Floresta Amazénica que chega a atingir entre 30 a 45 metros de altura. Ela
ocorre em arvores espalhadas as margens do Rio Amazonas, Rio Negro, Rio

Orinoco, Rio Araguaia e Rio Tocantins.

Figura 5 — Castanha-do-para (Bertholletia excelsa)

As sementes ou “castanhas” sdo de forma angulosa, tendo no seu interior a
“améndoa”, de alto valor econémico e nutricional. O “ourico” permanece na
arvore por 15 meses, quando chega a pesar cerca de 1,5 Kg %%

Seu valor biolégico € grande para fins alimenticios, pois contém em torno de
17% de proteina — cerca de cinco vezes o contetdo protéico do leite bovino in

natura. Seu teor de gordura é extremamente elevado, em torno de 67%, com



23

somente 7% de carboidrato (fibras), além das vitaminas A, C, B1, B2 e B5. Rica
em fosforo e célcio é o alimento do planeta mais rico em selénio.

Alguns estudos mostraram que essa oleaginosa ajuda a prevenir cancer,
esclerose multipla e mal de Alzheimer. Sua fracdo oleosa é rica em acido graxo
monoinsaturado (48%) sendo indicados na prevencdo de doencas
cardiovasculares, controles glicémicos e de peso. Fonte riquissima de selénio,
a castanha-do-pard cuida da forga do sistema imunolégico, ou seja, na
prevencdo do cancer, ajuda no equilibrio do horménio ativo da tiredide e age
como antioxidante, protegendo o organismo contra os danos provocados pelos

radicais livres &.

3.5.4 Cupuacgu

A fruta Theobroma Grandiflorum, mais conhecida como cupuacu, é nativa
da Amazobnia Oriental, sendo consumida em larga escala em toda a regido
norte do Brasil 3. O cupuacuzeiro é uma &rvore do bosque tropical imido
atingindo até 18 metros de altura, sendo cultivado desde o estado de Séo
Paulo, no Sudeste, até Roraima, no extremo norte do Pais. Mas outros paises
como Equador, Guiana, Martinica, Costa Rica, Sdo Tomé, Trinidad e Tobago,
Gana, Venezuela e Colbmbia também cultivam o cupuacu. Polpa e sementes

sdo as partes mais utilizaveis do fruto 2°.

Figura 6 — Cupuacu (Theobroma Grandiflorum)
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Da polpa, sdo produzidos sucos, cremes, doces, compotas, sorvetes,
biscoito e iogurtes, além de licores deliciosos. Das sementes o mundo pdde
conhecer o "cupulate”, um subproduto que tem caracteristicas nutritivas, sabor
e aroma parecidos ao chocolate. Ele pode ser produzido tanto em p6 como em
tabletes . Em termos nutricionais, a polpa do cupuacu é pobre em proteinas e
gorduras, mas apresenta uma grande quantidade de fosforo, calcio e vitamina

C. J4 as sementes sdo ricas em proteinas, gorduras, carboidratos e fibras &’
3.5.5 Pupunha

A pupunha (Bactris gasipaes Kunth) é uma planta perene, nativa da
Amazobnia, que possui grande importancia econdmica para a regido, sendo
cultivada para producédo de frutos e palmito, tanto em monocultivo como em
sistemas agroflorestais.

A pupunha, da familia das Palméaceas, foi cultivada pelos amerindios pré-
colombianos na regido neotropical umida. Atualmente, essa espécie encontra-

se distribuida desde Honduras até a Bolivia.

Figura 7 — Pupunha (Bactris gasipaes Kunth)

Seus frutos, de sabor muito apreciado, estdo integrados nos habitos
alimentares da area que cobre os estados do Acre, Amapa, Amazonas, Para,
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Maranhdo, Mato Grosso, Rondbénia e Roraima. Na regido ainda predomina o
consumo do fruto, mas a producéo de palmito a partir do cultivo da pupunheira
comeca a aumentar, com plantios em escalas consideraveis no Para, Acre,
Rondbnia e Mato Grosso.

A inflorescéncia aparece nas axilas das folhas senescentes. ApoOs a
polinizagdo, os cachos podem conter entre 50 e 1000 frutos. Diversos fatores,
tais como nutricdo ou polinizacdo deficiente, estiagem, competicdo, e ataque
de insetos e doencas podem causar o aborto e contribuir para o baixo peso
médio do cacho.

Floresce quase o ano inteiro, porém com maior intensidade durante os
meses de agosto a dezembro. A maturagdo de seus frutos ocorre
principalmente nos meses de dezembro a julho. Atualmente, sua importancia
como alimento e o seu potencial tecnologico tém sido incentivados através de

pesquisas realizadas no Brasil, Coldmbia, Peru e Costa Rica .
3.6 Consideracdes sobre as proteinas

As proteinas sdo as moléculas organicas mais abundantes e importantes
nas células e perfazem 50% ou mais de seu peso seco. Sao encontradas em
todas as partes de todas as células, uma vez que sdo fundamentais sob todos

os aspectos da estrutura e funcdo celulares ®°.

Existem muitas espécies
diferentes de proteinas, cada uma especializada para uma funcéo biologica
diversa. Além disso, a maior parte da informacao genética é expressa pelas
proteinas.

Todas contém carbono, hidrogénio, nitrogénio e oxigénio, e quase todas
contém enxofre. Algumas contém elementos adicionais, particularmente
fésforo, ferro, zinco e cobre. Seu peso molecular é extremamente elevado %.

A proteina € um macronutriente com muitas func¢des. Fornecem
aminodacidos, que sdo os elementos que compdem as proteinas e sao usados

para a formagdo de musculos e outros componentes do corpo que contém
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proteinas, incluindo imunoglobulinas, albumina, enzimas e horménios. O
organismo sintetiza aminocidos ndo essenciais, enquanto outros que Ssao
essenciais precisam ser fornecidos por fontes alimentares. As proteinas e
outros compostos contendo nitrogénio sdo constantemente degradados e
reconstruidos. Todas essas perdas devem ser repostas por um suprimento
continuo de aminoacidos fornecidos pela dieta **.

As proteinas sao responsaveis pela formacdo e manutengdo dos tecidos
celulares e pela sintese dos anticorpos contra infeccbes. Produzem ainda
energia e ajudam na formacdo da hemoglobina do sangue e de variadas
enzimas. Em casos de caréncia, a falta de proteinas causa debilidade, edemas,
insuficiéncia hepéatica, apatia e até baixa das defesas do organismo. Em caso
de excesso, existe o risco de acidificacdo sanguinea, gota e doencas renais e
reumaticas %.

Nem todas as proteinas vegetais sdo iguais e as proteinas de soja sdo as
Unicas proteinas de base vegetal que tém uma qualidade protéica igual a da
carne, leite e ovos. Essa proteina de alta qualidade vem em trés formas
principais para maxima flexibilidade nas aplicacbes alimentares: farinhas de

soja, protefna concentrada de soja e proteina isolada de soja %.
3.7 Especiacdo Quimica

Recentemente, grandes esforcos no campo da biologia e ciéncias
ambientais tém sido centrados na area de especiacdo quimica. Cada vez mais,
se tem confirmado que a mobilidade, disponibilidade e distribuicdo das
espécies quimicas, ndo dependem somente de suas concentracdes, mas
principalmente das associacfes quimicas e fisicas que ocorrem no ambiente.
Mudanca no ambiente quer seja de origem antropogénica ou natural, pode
influenciar o comportamento tanto de elementos essenciais, como de
elementos toxicos através da alteracdo das formas com que estes se

apresentam no meio %,


http://www.solae.com.br/soyessentials/soyprotein.html#qualidadeprot%E9ica#qualidadeprot%E9ica
http://www.solae.com.br/soyessentials/soyprotein.html#formas#formas
http://www.solae.com.br/soyessentials/soyprotein.html#formas#formas
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Nas recomendacgdes da IUPAC 2000, o termo “espécie quimica” é definido
como uma forma especifica de um elemento definido com relagdo a
composicdo isotopica, estado de oxidacdo ou eletrbnico, e/ou estrutura
molecular ou complexada. Foi estabelecida “analise de especiacdo” como a
atividade analitica de identificacdo e/ou quantidade medida de uma ou mais
espécie quimica individual, assim concluindo que “especiacdo” envolve a
distribuicdo entre espécies quimicas definidas em um sistema ** *°. Nas ultimas
décadas, um grande numero de metodologias analiticas tem sido publicado
para separacdo e determinacdo de diferentes espécies quimicas de selénio %,
cromo ¥, mercurio %, arsénio *°, entre outros, presentes em diferentes tipos de
amostras.

Segundo, Také&cs e colaboradores **° | a complexacéo do cobre pela matéria
organica dissolvida pode alterar sua especiacdo e solubilidade. McGeer e
colaboradores '°* evidenciaram que a complexagdo por substancias htimicas
aquaticas atenuou a biodisponibilidade do cobre para peixes submetidos a
exposi¢do crénica com o metal. No caso do cobre, sua disponibilidade a biota é
governada pela presenca do ion livie em solucdo %% 1%, Howarth e Sprague
104" por exemplo, observaram que a toxicidade do cobre para peixes esta
fortemente relacionada com a concentracdo do ion livre. Pagenkopf e
colaboradores '® e Sunda e Guillard '® demonstraram que a toxicidade do
cobre esta relacionada a concentracdo do ion livre em solucdo e ndo a sua
concentracdo total. Mais recentemente, entretanto, Meylan e colaboradores °’
avaliaram a acumulacdo de cobre por algas em resposta a mudancas na
especiacdo do metal em aguas superficiais e concluiram que a concentracdo
intracelular de cobre variou em funcdo da forma trocavel do metal, ou seja, a
somatoria entre as concentracdes do ion livre e de complexos inorganicos
fracos. Todos estes estudos evidenciam que a especiacdo de metais é,
portanto, uma questdo da maior relevancia uma vez que seu conhecimento

pode ter implicacBes diretas sobre aspectos ecotoxicoldgicos.
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E bem sabido que elementos como Fe, Cu e Zn, apresentam afinidade com
enxofre e por tanto tendem a formar complexos com aminoécidos,
oligopeptideos e polipeptideos ',

A funcdo de muitas biomoléculas e, em particular, metaloproteinas,
criticamente depende de sua interagcdo com 0s elementos, principalmente com
metais de transicdo *°. Algumas proteinas (por exemplo, metalotioneinas) sdo
produzidas sob estresse de metais pesados durante a poluicdo
como por exemplo a albumina e a transferrina, que sédo transportadores de ions
de nutrientes essenciais, e atuam como ativadores de enzimas .

A especiacdo de metais traco, em amostras ambientais, bioldgicas,
industriais, requer o emprego de métodos de determinacdo com elevada
sensibilidade e seletividade. Por isso métodos como espectrometria de

110

absorcdo atbmica com chama (FAAS) ', espectrometria de absorcéo atbmica

111

com atomizacdo eletrotérmica (ETAAS) ~, espectrometria de massa com

112

plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) ¢, e espectrometria de emissao

6ptica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES) 3 tém sido
preferencialmente usados. Dependendo do analito de interesse, da matriz da
amostra e da técnica utilizada, esses elementos podem ser quantificados em
concentracdes na ordem de ng L™,

Técnicas cromatograficas baseiam-se na separacdo de componentes de
uma determinada amostra presente em um solvente (fase mével) devido as
diferentes interacbes com a coluna, fase estacionaria. A cromatografia de
exclusdo por tamanho fornece a separacdo em funcdo do peso molecular dos
compostos, sendo que ndo ocorre interagcdo entre esses e a coluna. O
mecanismo de separac¢do € mecanico. Existem dois diferentes procedimentos
de separacdes de exclusédo por tamanho, a permeacéo e a filtracdo em gel. Na
filtracAo em gel os componentes e a fase mével sdo polares, enquanto na
permeacdo deseja-se separar espécies apolares. O tamanho do poro da coluna
é responsavel pela separacdo dos compostos de uma amostra. As espécies de

baixo peso molecular penetrardo nesses poros, tornando a eluicdo mais
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demorada, tendo assim um maior tempo de eluicdo. O contrario ocorre com

espécies de maior peso molecular *'# 1> 116,

3.8 Técnicas analiticas

3.8.1 Espectrometria de Absor¢dao Atdmica com Chama (FAAS)

A constante busca por métodos analiticos capazes de proporcionarem, ao
mesmo tempo, alta taxa de amostragem com baixo custo operacional,
repetibilidade e reprodutibilidade apropriadas, limites de detec¢do da ordem de
ug L ou melhores, além de produzirem resultados com confiabilidade
metrolégica sem prejuizos ao ambiente e sem geracdo de residuos (quimica
limpa), representa elevado interesse para as industrias de equipamentos, para
0s pesquisadores da area de quimica analitica (em especial), para o0s
laboratorios de controle de qualidade e para as instituicbes responsaveis pelo

monitoramento ambiental ou de outra natureza *’.

A espectrometria de
absorcdo atbmica com chama relne quase todas estas caracteristicas, mas 0s
limites de deteccdo sé&o inapropriados para a determinacdo de muitos analitos.
Neste sentido, procedimentos automatizados, empregando-se injecdo em fluxo
para separacdo e/ou pré-concentracdo dos analitos em espectrometria de
absorcao atdmica por chama (FAAS), tem sido apresentados como alternativas
de sucesso, podendo ser aplicado para uma extensa variedade de amostras.

O método baseia-se na absorcdo de radiacdo eletromagnética,
normalmente na regido do visivel e ultravioleta, por atomos neutros no estado
gasoso 8.

O espectrébmetro de absorcdo atbmica € um equipamento que permite a
analise quantitativa de elementos metéalicos em solucfes liquidas, gasosas e
sélidas *°. Os componentes basicos de um espectrdometro incluem a fonte de
radiacdo, sistema de atomizacdo, conjunto monocromador, detector e

processador (Figura 8).
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Fonte de Sistema de Conjunto
radiacdo atomizagéo
¢ A, L, monocromador
hv M + hv >M*
Amostra com teor Detector
C do analito M
(Transdutor)

Figura 8 — Diagrama de blocos de um espectrdmetro de absorcdo atdbmica

A atomizacdo pode ser feita em chama, em tubo aquecido acoplado a
gerador de hidretos, através da geracao de vapor frio e eletrotermicamente em

forno de grafite, ou em outros sistemas alternativos.

3.8.2 Espectrofotometria UV - Visivel

A Espectrofotometria € um dos métodos instrumentais de analise de
espécies quimicas. E 0 método de analise 6ptica mais usada nas investigacées
fisico — quimicas.

O espectrofotdbmetro (Figura 9) € um instrumento que permite comparar a
radiacdo absorvida por uma solucdo que contém uma concentracao
desconhecida do analito, selecionar o comprimento de onda da radiacdo
adequada a andlise de um determinado componente do analito, medir a
intensidade | do feixe emergente que corresponde a um determinado feixe
incidente lp, convertendo o sinal recebido no detector em medida de
absorbéancia para o comprimento de onda da analise e por fim determinar a
concentracéo de varias solucdes a partir do grafico da variacdo de absorbéancia

em func&o da concentracéo de varias solucdes — padréo *%.
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Figura 9: Espectrofotdmetro de feixe simples.

A espectroscopia de absorcdo molecular é baseada na medida da
transmitdncia T ou absorbancia A de solugbes contidas em células
transparentes tendo um caminho éptico de b, dado em cm. A concentragéo c
de um analito absorvente esta relacionada linearmente com a absorbancia,

conforme representado na equacgao.
A=-logT=logPy/P=€.b.c

A Lei de Beer se aplica a um meio contendo mais de uma espécie de
substancia absorventes. Esta lei é bem sucedida ao descrever o
comportamento da absor¢cdo de meios contendo concentracbes de analito
relativamente baixas, neste sentido a Lei de Beer é limitada ***.

Os componentes do instrumento sao fonte, seletores de comprimentos de
onda, recipientes para amostra, transdutores de radiacdo e processadores de
sinal e dispositivos de leitura *?.

O esquema abaixo mostra claramente o funcionamento de um

Espectrofotdmetro de feixe simples (Figura 10).
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Filtroou —‘ —
O * | monocromador _"I:I > #| Amplficador | = Leitua
—
celula de
amostra

Figura 10: Esquema de um espectrofotdmetro de feixe Unico.

4. METODOLOGIA

4.1. Instrumentacao

A determinacdo dos teores totais dos metais e nas proteinas de cada fracao
utilizando reagentes extratores foi realizada no Laboratério de Analises de
Minerais da UFRA e foram conduzidas em um espectrometro de absorcao
atdmica com chama (SpectrAA 220, Varian) e sistema de aquisicdo de dados em
plataforma Windows. Lampadas de catodo oco (HCL) de Cu, Fe, Mn e Zn foram
usadas como fontes de radiacgao.

Os parametros instrumentais usados para a determinacao de Fe, Cu, Mn e
Zn por FAAS séo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2. Parametros instrumentais usados na determinacdo de Fe, Mn, Cu e Zn nas

amostras de frutas por FAAS

Parametros Fe Mn Cu Zn
Comprimento de onda (nm) 248,3 279,5 324,8 213,9
Corrente da lampada (mA) 10,0 5,0 7,0 5,0

Resolucéo espectral (nm) 0,5 0,2 0,5 0,5

Na digestdo das amostras foi utilizado um bloco digestor Tecnal (Modelo TE-
040/25-1).

Um espectrofotdbmetro de feixe simples com caminho 6tico de 1 cm foi
utilizado na determinacdo de proteinas totais nas amostras de améndoas da
castanha-do-paré e polpas de acai, bacuri, cupuacu e pupunha.

Na determinacdo do pH foi utilizado um peagametro (marca WTW, Modelo
pH 330i).

Um agitador por efeito vortex foi utilizado no procedimento de extracdo
sequencial.

Uma centrifuga (Centribio, modelo 80 — 2B) foi utilizada na separacao das
fracOes protéicas.

Um cromatografo liquido de alta resolucédo (Varian) equipado com valvula de
injecdo Rheodyne (Modelo 7125, Cotati, CA, EUA) e uma coluna cromatogréfica
de exclusdo por tamanho foi utilizado na separacdo cromatogréficas das
proteinas presentes no extrato de acai.

Um espectrébmetro de absorcdo atdbmica com atomizacao eletrotérmica em
forno de grafite (SpectrAA 220, Varian) equipado com amostrador automatico
(GTA 110), com corretor de fundo de lampada de deutério, tubo de grafite com
aquecimento longitudinal (HGA Varian) e sistema de aquisicdo de dados em
plataforma Windows foi usado na determinacédo de cobre. Lampada de catodo
oco (HCL) de cobre foi usada como fonte de radiacdo. O géas argdnio foi utilizado

como géas de purga em uma vazdo de 3 L min™ de argénio. Todas as medidas
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foram obtidas por absorbéancia integrada (integracdo do sinal transiente de

absorbancia em funcéo do tempo).

4.2 Reagentes e Materiais

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico. Empregou-se agua
destilada - desionizada em sistema de purificagdo ELGA (resistividade 18,2
MQ.cm), permitindo-se assim obter agua com elevado grau de pureza. O acido
nitrico (Quimex, S&o Paulo, Brasil) utilizado na preparacdo das solucdes
analiticas e na digestdo acida, foi purificado em subdestiladores de quartzo
(Marconi, modelo MA 075). Na digestdo das amostras também foi utilizado
H.O, (Quimex, S&o Paulo, Brasil). Os padrées dos elementos Fe, Cu, Mn e Zn
foram preparados em meio HNO3 7,8 % (m/v). Ar e acetileno foram utilizados
como géas oxidante (3,5 L/min) e combustivel (1,5 L/min) na determinacdo de
Cu, Fe, Mn e Zn, respectivamente.

Os materiais plasticos de polietileno, vidrarias e as ponteiras das
micropipetas apés usados foram lavados com A&gua, depois com agua
desionizada e, em seguida, foram imersos em um banho de solugédo de 10%
(v/v) de HNOgs por 24 h. Posteriormente, esses materiais foram lavados
abundantemente com agua desionizada e secos.

Todas as amostras foram armazenadas sob refrigeracdo em frascos de
polietileno.

No procedimento de extracdo sequencial foram utilizados CHCI; (Quimex,
Sédo Paulo, Brasil), CH3OH (Quimex, Sao Paulo, Brasil), NaOH (Synth,S&o
Paulo, Brasil), HCI (Synth, Sao Paulo, Brasil), Tris-HCI (Sigma Aldrich) em pH =
8,0, SDS em Tris-HCI em pH = 8,0 (Sigma Aldrich). Acetona 80% (v/v) foi
utilizada na precipitacdo das proteinas.

As amostras das frutas utilizadas neste trabalho foram coletadas no

Mercado do Vér-o-Peso, na cidade de Belém (PA).
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4.3 Procedimento analitico
4.3.1 Preparo de amostras

As amostras (améndoa da castanha-do-para e polpas de acai, bacuri,
cupuacu e pupunha) foram inicialmente secas em estufa a uma temperatura de
aproximadamente 35 °C durante 3 dias, até peso constante. Em seguida, foram
pulverizadas com o auxilio de um processador de alimentos. ApGs essa etapa,
uma parte da amostra foi armazenada em frasco de polietileno, em temperatura

ambiente no dessecador.
4.3.2 Digestéo das amostras

A digestdo das polpas e améndoas foram realizadas em triplicatas (n=
3). Sub-amostras de cerca de 0,4 gramas foram pesadas e transferidas para
tubos de digestdo, sendo em seguida adicionados 1,0 mL HNO3 concentrado
(14,0 mol L™). A mistura foi mantida em overnight. Antes de ser colocado os
tubos com a mistura no bloco digestor foram adicionados 2,0 mL HNO3
concentrado (14,0 mol L) e 1,0 mL de H,0, 30% (m/m) e em seguida as
amostras foram colocadas no bloco digestor a temperatura de 130 °C.
Transcorrido 3 horas do inicio do processo de digestdo, a temperatura foi
elevada & 150 °C. Verificado a diminuicdo da formacéo de gases ap0s 2 horas
nesta temperatura e finalmente para garantir que toda gordura presente nas
amostras fosse digerida, a temperatura foi elevada para 180 °C e mantida
durante 1 h. Os tubos de digestdo foram retirados do bloco e resfriados a
temperatura ambiente. Apds o resfriamento, os digeridos obtidos foram
transferidos para frascos volumétricos e os volumes ajustados para 25 mL com
agua desionizada. O branco analitico foi preparado pelo mesmo procedimento
sem a adicao da amostra. A acidez final foi de 7,8% (v/v). A figura abaixo ilustra
o procedimento para a determinagé&o total de Cu, Fe, Mn e Zn nos digeridos de

acai, bacuri, castanha — do — parda, cupuacgu e pupunha por FAAS.



36

@ - = -

0.4g da amostra HNO; + H,0O, (3:1) Digesticidaiamosta

diluic&o para 40 mL
Figura 11: Esquema referente ao procedimento de preparo de amostra para a
determinacéo total de Cu, Fe, Mn e Zn nos digeridos de agai, bacuri, castanha — do —
para, cupuacu e pupunha por FAAS

4.3.3 Remocao da fragéao lipidica

A fracao lipidica foi obtida pesando em frascos volumétricos uma massa de
aproximadamente 5,0 g de cada amostra previamente pulverizada. Em seguida
foram adicionados 40 mL da solugcdo extratora de cloroformio (CHCIs3) e
metanol (CH3OH) (2:1 v/v). O frasco contendo a solucao extratora e a amostra
foram submetidos a agitacdo por efeito vortex durante 10 minutos. Este
procedimento foi feito em triplicata (n= 3). A separacdo dos sobrenadantes foi
feita através de uma filtracdo simples. O solido final foi seco em estufa a uma
temperatura de 30 °C por 20 minutos. O sobrenadante rico em lipideos foi
submetido a evaporacdo a temperatura ambiente.. A fracdo lipidica obtida foi
submetida a uma digestdo &acida em bloco digestor como realizado para
determinacao total dos elementos estudados. Apds a digestdo, as solucdes
obtidas foram analisadas por FAAS. O procedimento de extracdo dos lipideos é

mostrado na Figura 12.
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40 mL de 21

< CHCls: CH30H
‘ =) =3
-— 3x

5,0 g da amostra

10 minutos

Digestdo da amostra por 10 minutos FAAS
6h

Figura 12: Extracdo das fragdes lipidicas.

4.3.4 Extracdo sequencial

Aproximadamente 1,0 g das amostras pulverizadas sem lipideos foram
pesadas em frascos de polietieno e 20 mL de solucdo extratora foram
adicionadas. As solugbes de NaOH 0,05 mol/L, HCI 0,05 mol/L, solucao
tampéo de Tris-HCI (pH= 8,0) 0,05 mol/L, solu¢do tampao de Tris-HCI (pH=
8,0) 0,05 mol/L em 1% (m/v) SDS e agua a 60 °C foram empregadas como
agentes extratores no procedimento de extragdo sequencial.

Para a extracdo de proteinas de alta massa molecular (HMW: high
molecular weight) e baixa massa molecular (LMW: low molecular weight) foi
utilizada uma solucdo de NaOH 0,05 mol/L. As proteinas de baixa massa
molecular foram extraidas usando uma solucao de HCI 0,05 mol/L. A solucdo
tampdo de Tris — HCI (pH = 8,0) e agua desionizada a 60 °C foi usada na

extracdo das proteinas sollveis. Com a adigdo de um surfactante aniénico a
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solucéo de Tris — HCI (pH = 8,0), como o SDS (Dodecil sulfato de sédio), foram
extraidas as proteinas insolluveis.

O residuo da extracdo de NaOH foi submetido a extracdo com HCI e assim
sucessivamente. Em seguida foram agitadas em voértex por 30 minutos e
posteriormente centrifugadas por 10 minutos a 3500 rpm. Os sobrenadantes
obtidos foram filtrados em filtros de nylon com poros de 0,45 pm.

Para a ultima extragdo foram adicionados 20 mL de agua desionizada no
residuo e levados a banho Maria a 60 °C por 30 minutos e posteriormente
centrifugados por 10 minutos a 3500 rpm.

Para a purificacdo das fracfes durante a extracdo sequencial, as proteinas
foram precipitadas com 80% (v/v) de acetona a -14 °C durante 30 minutos. Os
precipitados obtidos foram centrifugados durante 10 minutos a 3500 rpm. O
sobrenadante foi eliminado e os residuos foram submetidos a uma digestao

acida conforme apresentado no item 4.2.2. O procedimento de extracéo

D | acetona
. 80%da
sol.final

sobrenadante 30min, -14°C

seqt‘JenciaI € apresentado na Figura 13.

Agentes
extratores

1,0g da amostra s/
lipidios

Acetona (3x)

[ JE

centrifugagéo X o
Digestao acida

FAAS

Figura 13: Extracdo das fracOes protéicas
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4.3.5 Proteina total

Para a quantificacdo de proteinas nas diferentes fracdes protéicas obtidas
durante a extracdo sequencial das amostras de acai, bacuri, castanha-do-par4,
cupuacgu e pupunha foi utilizado o método de Bradford.

As amostras foram inicialmente submetidas a leitura de pH e posteriormente
foi adicionado 0,5 mL da solu¢cdo de NaOH 0,1 mol/L em 0,5 mL de cada
amostra para obter um pH na faixa de 10,0 a 11,0. Apos adicdo da solucdo de
NaOH 0,1 mol/L, foi retirada uma aliquota de 200 pL da amostra e
acrescentado 2mL do reagente de Bradford. As amostras foram deixadas para
reagir por um periodo de 5 minutos. Apdés este tempo a proteina foi
qguantificada através de um espectrofotdbmetro no comprimento de onda igual a
595 nm (Figura 14).

O método de Bradford consiste em um método analitico simples, preciso e
rapido sendo indicado para quantificacdo de proteinas. O principal componente
do reagente é o corante Coomassie Brilliant Blue G-250 que em solucao acida,
ao ligar-se com proteinas apresenta absorbancia alterada de 465 nm para 595
nm. A faixa de linearidade do método € de 2 a 20 pug /mL de proteina.

q NaOH
0,1N
Leitura dopH das amostras 0,5mL de NaOH 0,1N + 0,5 mL da amostra (pH = 10,0 —
11,0)
"lh 2mL do reagente
i de Bradford g
3 Q
P TN + NNV

- T e

200 uL da amostra

Figura 14: Determinacédo de proteina total
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4.3.6 Determinacédo dos teores totais de Cu, Fe, Mn e Zn por espectrometria de

absorcao atomica com chama (FAAS)

Para a determinacdo dos teores totais dos metais nos digeridos da
améndoa da castanha-do-para e nas polpas do cupuagu, bacuri, pupunha e
acai por FAAS, foram construidas curvas analiticas de 5 a 15 mg/L Fe, 1,0 a
4,0mg/LMne 0,5a1,5mg/L Zne 1 a4 mg/L Cuem meio HNO; 7,8% (v/v).

4.3.7 Teste da adicao e recuperagao

O teste de adicdo e recuperacdo foram realizados nos digeridos das
amostras e nas fracbes obtidas na extracdo sequencial. Nos digeridos e nas
fraces foram adicionados de 2,0 mg L™ Cu, 5,0 mgL* Fee 1,0 mg L™ Zn.

4.3.8 Otimizacao da separacao cromatogréafica dos padrdes de proteinas

As solucdes das proteinas foram preparadas através da dissolugdo de 2 mg
mL™? ferritina, 2 mg mL™* albumina, 2 mg mL™ mioglobina e 2 mg mL™ seleno-
metionina em 0,0025 mol L™ Tris-HCI (pH 7,4) contendo SDS (0,5% m/v). A fase
movel foi sonicada durante 20 min a fim de remover completamente o oxigénio
dissolvido antes de iniciar os experimentos.

As condi¢Bes cromatogréaficas usadas para a separacdo das proteinas padrao
por cromatografia de excluséo por tamanhos (SEC) sao apresentadas na Tabela
3. A separacdo foi realizada usando um gradiente isocratico de SDS (0,5% m/v)
em 0,0025 mol L™ Tris-HCI (pH 7,4). O pH foi ajustado com 50% (v v!) &cido
cloridrico. O eluente da coluna de exclusédo por tamanhos foi passado por um
detector UV e o comprimento de onda de 295 nm foi selecionado para
monitoramento das proteinas. O cromatograma obtido foi registrado.
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Tabela 3 - Condi¢Bes operacionais para SEC usando gradiente isocratico.

Coluna Biosep - SEC - S 3000 (300 mm x 7.8 mm)
Alca de amostra 20
(nL)
Vazao do eluente 0,6
(mL min™)
Eluente 0,0025 mol L™ Tris-HCI (pH 7,4) em SDS (0,5% m/v).
Deteccéao das UV a 295 nm
proteinas

4.3.9 Deteccao de Cu associado as proteinas presentes no acai por SEC-UV

O extrato obtido no item 4.2.4 em meio NaOH para amostra de acai foi
injetada no sistema SEC-UV (Figura 15).

10 mL NaOH

‘ g 0,05M .

: — E.El -

1,09 da amostra = !
s/ lipidios 15 min. 10 min.

acetona

" 80% da
sobrenadante sol.final

30 min, -14°C

Diluicao 10x Solublllza(;ao Acetona (3x)
H=74
M= 008 moI/L Tris-HCl em

pH =8,0 em 5% (m/v) metaloproteinas
de SDS

=

20pL da amostra

Liofilizada GFAAS

Figura 15: Esquema do procedimento para deteccao de Cu na fracdo protéica do acai por
SEC — UV e SEC — GFAAS
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As condi¢cOes usadas para a separacao das proteinas sdo as mesmas detalhadas
na Tabela 3. O esquema referente ao sistema SEC on-line UV é mostrado na
Figura 16. O perfil cromatogréfico obtido foi registrado.

HPLC 20 UL
amostra

E_ Espectrofotometro
@ .

Coluna

A

Fase movel

Figura 16 - Esquema do sistema SEC on-line UV.

4.3.10 Deteccéo das espécies de Cu associadas as proteinas do acai por SEC-
GFAAS

O extrato obtido no item 4.2.4 em meio NaOH para amostra de acai foi
injetada no sistema SEC-UV e as fracdes foram coletadas de 1,0 em 1,0 min

em copos do amostrador automatico do forno de grafite (Figura 17).

200 pL HNO, i \
0,028 mol L
Fase mével Coleta das fracGes Liofilizacdo das

fragdes por 24 h

Amostrador
automatico

——

GFAAS

Figura 17 - Esquema do sistema “off-line” SEC-GFAAS
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As condicfes usadas para a separacdo das proteinas sdo as mesmas
detalhadas na Tabela 3. As fracbes coletadas foram liofilizadas. Apds a
liofilizacéo, as fraces foram solubilizadas em 0,028 mol L™* de HNOsz. Em
seguida, cobre foi determinado nas fracdes por GFAAS. As condicdes
instrumentais para determinacdo de Cu por GFAAS sdo apresentadas na
Tabela 4.

Tabela 4 - Programa de aguecimento do forno de grafite

Tempo (S) ¢ 0géas purga
Etapa Temperatura (°C) Leitura
(rampa, patamar) (L min-1)
1 95 5,40 3,0 Nao
2 120 10, 30 3,0 Nao
3 1000 (Tp) 5,20 3,0 Nao
4 2300 (Ty) 2,0 0 Sim
5 2400 1,3 3,0 Nao

T, Temperatura de pirélise; T, Temperatura de atomizagéao.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.Concentracao dos elementos nas amostras

A presenca de carbono residual nas solugcbes das amostras digeridas é
critica para varias técnicas analiticas, porém o uso de solucdes de acido nitrico

mais concentrado pode acarretar em melhor oxidacdo da matéria organica .
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A possibilidade de se diminuir a quantidade de reagentes é atrativa por
diversos fatores, tais como reducado dos residuos gerados, custo, contaminagao
e da intensidade do branco analitico. Aléem disso, a geracdo de solu¢bes com
menor teor de acidos é interessante devido a ndo necessidade de diluir as
amostras antes de sua analise, principalmente em equipamentos cuja
introducdo das amostras ocorre por processos de nebulizacdo, a qual pode
estar sujeita a interferéncias de transporte. Solucdes &cidas diluidas também
diminuem a ocorréncia de danos as partes instrumentais do FAAS.

A eficiéncia da digestdo usando acidos diluidos é explicada pela acdo do
HNO3; na decomposicdo da matéria organica, formando NO gasoso, o qual é
removido do meio reacional aquecido e reage com o O, presente na fase
gasosa do tubo digestor. Posteriormente, o didéxido de nitrogénio (NO,) é
gerado e reabsorvido na solucdo, resultando na formacéo de nitrato (NO3) e
monoxido de nitrogénio (NO), sendo que o ciclo de reacfes se repete, até que
ndo haja a presenca de O, na fase gasosa do sistema % 24,

Na Tabela 5 sdo apresentadas as concentracdes de Cu, Fe, Mn e Zn

obtidas nas amostras digeridas com seus respectivos desvios-padrao.

Tabela 5 - Concentragfes de Cu, Fe, Mn e Zn, em ug g*, nas amostras de acai,
bacuri, castanha-do-para, cupuacu e pupunha e seus respectivos desvios-padrédo (n =
3)

Elementos Acai Bacuri  Castanha-do-para Cupuacu Pupunha
Cu 10,5+£0,2 146+20 47,5+ 0,2 29+10 7,6 £0,1
Fe 39,4+4,1 46,2%+8,7 23,4+3,1 37410 355zx1,1
Mn 7,1+£0,1 51+1,1 6,5+0,2 8,5+£0,9 2,7+£0,1
Zn 20,3+x0,7 6,3%£1,5 46,1+ 0,5 172+16 46,6+0,3

Dentre as frutas analisadas, o maior teor de Cu foi obtido na castanha-do-
pard. O teor de Cu presente nesta améndoa foi aproximadamente 3,0 vezes

maior em relagdo ao bacuri, 4,0 vezes maior que no acai, 7,0 vezes maior que
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na pupunha e 16,0 vezes maior que no cupuacu. Niveis elevados de Zn foram
encontrados na pupunha e na castanha - do - para quando comparados com
outras frutas estudadas. O maior teor de Fe foi encontrado no bacuri, seguido
do acai, cupuacu e pupunha, respectivamente. Enquanto, o menor teor de Mn
foi obtido nas amostras de pupunha.

Estudos realizados em polpa de acai liofilizado apresentaram teores de Fe,
Mn, Zn e Cu respectivamente 45,0 pg/g, 107,1 ug/g, 28,3 pg/g e 21,3 pg/g *».
Valores relativamente proximos foram conseguidos neste trabalho para os
minerais Fe e Zn.

Os resultados obtidos nos digeridos das amostras da castanha-do-para,
acai e cupuacu foram comparados com valores reportados na tabela brasileira
de composicao de alimentos (TACO). Para melhor visualizacdo dos resultados
obtidos neste trabalho e comparacdo com os valores da TACO, na Tabela 6
encontram-se os valores das concentraces, em mg/100g, de Cu, Fe, Mn e Zn

nas amostras de acai, pupunha, castanha-do-para, bacuri e cupuacu.

Tabela 6 — Concentragfes de Cu, Fe, Mn e Zn em mg/100 g

Elementos Acai Pupunha Castanha-do-pard Bacuri Cupuacu

Cu 1,05 0,68 4,75 1,46 0,29
Fe 3,81 3,45 2,34 4,62 3,74
Mn 0,71 0,27 0,65 0,51 0,85
Zn 2,03 4,66 4,61 0,63 1,72

A TACO somente descreve os teores de Cu, Fe, Mn e Zn para acali,
castanha-do-para e cupuacu, conforme a Tabela 7.
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Tabela 7 - Tabela Brasileira de composicdo de alimentos em mg / 100g de parte
comestivel — TACO Verséao 2 (NEPA / UNICAMP 2006)

Elementos Acai  Castanha-do-para Cupuacu

Cu 0,14 1,70 0,14
Fe 0,30 2,30 0,30
Mn 3,3 1,70 0,17
Zn 0,20 4,20 0,20

Comparando os valores obtidos no presente estudo para esses elementos com
os valores apresentados na TACO (Tabela 7), pode-se dizer que os teores de
ferro e zinco na castanha-do-para apresentaram valores proXimos aos
indicados na Tabela 7 (Cu = 1,70, Fe = 2,30, Mn= 1,70 e Zn= 4,20 mg/100 Q).
Enquanto nas amostras de acai e cupuacu os valores obtidos neste trabalho
foram maiores que os encontrados na TACO Versdo 2- NEPA / UNICAMP
2006 (Acai: Cu= 0,14, Fe= 0,30, Mn= 3,3 e Zn= 0,20 mg/ 100 g; Cupuacgu: Cu=
0,14, Fe= 0,30, Mn= 0,17 e Zn= 0,20 mg/ 100 g).

A variacdo dessas concentracdes podem estar relacionadas com a origem
geografica, o uso de fertilizantes, as condi¢cdes climaticas e do solo e as
caracteristicas das plantas que podem alterar a concentracdo dos elementos
nos alimentos 2% %7,

Analisando-se os teores de Fe, Mn, Cu e Zn obtidos nas amostras de
pupunha, castanha-do-para e acai e comparando-se com os teores de minerais
encontrados em frutas comumente consumidas pela populacdo (Tabela 8)
podemos observar que os teores de Fe e Mn no acai foram superiores as
demais frutas estudadas.
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Tabela 8 - Tabela Brasileira de composi¢cdo de alimentos em mg / 100g de parte
comestivel — TACO Versao 1(NEPA / UNICAMP 2004)

Frutas Cu Fe Mn Zn
Melancia 0,04 0,20 0,10 0,10
Goiaba 0,06 0,20 0,09 0,10
Vermelha

Banana Prata 0,05 0,40 0,40 0,10
Ameixa 0,06 0,10 Tr* 0,10
Tangerina 0,03 0,10 Tr* Tr*
Laranja 0,03 0,10 0,10 0,10

Uva 0,11 0,10 0,10 Tr*

Tr* - traco

A castanha-do-pard apresentou um elevado teor de Zn. A pupunha e a
castanha-do-para apresentaram um consideravel teor de ferro, mostrando
assim que as frutas estudadas no presente trabalho apresentam grandes
potencialidades nutricionais.

Considerando os niveis indicados para o consumo diario pela Organizagao
Mundial de Saude (OMS) para os minerais analisados, que é de 5,0 mg para
Zn e Cu, 1,0 mg para Mn e 10 mg para Fe, observou-se que as frutas
analisadas podem contribuir significativamente para a dieta alimentar diaria de

um homem adulto conforme mostra a Tabela 9.
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Tabela 9 — Contribuicdo das frutas analisadas como fonte de Cu, Fe, Mn e Zn para a

dieta diaria (%VD)* de um adulto.

Minerais Acai Pupunha Castanha-do-paréa Bacuri Cupuacu
Cu 21,0 13,6 95,0 29,2 5,8
Fe 38,1 35,5 23,4 46,2 37,4
Mn 71,0 27,0 65,0 51,0 85,0
Zn 40,6 93,2 92,2 12,6 34,4

* %VD: porcentagem dos valores diarios recomendados

Os limites de deteccédo (LOD) e quantificacdo (LOQ) para a determinacao de

Cu, Fe, Mn e Zn por FAAS sao apresentados na Tabela 10. O limite de

deteccéao foi calculado como sendo 3 vezes o produto entre o desvio padrao do

branco analitico dividido pelo coeficiente angular da curva analitica e o limite

de quantificagcdo como sendo 10 vezes o produto do desvio padrdo do branco

analitico dividido pelo coeficiente angular da curva analitica.

Tabela 10 — Limites de deteccdo (mg L™) e quantificacdo (mg L™) para Cu, Fe, Mn e

Zn por FAAS
Elementos LOD LOQ
Cu 0,01 0,04
Fe 0, 06 0, 19
Mn 0, 04 0,14
Zn 0, 02 0, 09

5.2. Teor de proteina total

A determinagdo da concentracdo total de proteinas foi realizada pelo

método de Bradford. Este método vem sendo utilizado devido a estabilidade

dos reagentes e menor tempo de reacao quimica ( 5 min ). O procedimento se
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baseia na ligacdo ndo covalente entre a forma anidénica do corante Coomassie
brilliant blue (CBG-250) com as proteinas. Esse corante reage com a parte
carregada positivamente da cadeia proteica, normalmente residuo de arginina.
Fracas interacdes sdo observadas com residuos basicos (histidina e lisina) e
aromaticos (tirosina, triptofano e fenilalanina). A formacédo de uma solucdo de
coloragdo azul corresponde a espécie que absorvera no comprimento de onda
de 595 nm 128, 129, 130.

A calibracdo do espectrofotbmetro foi realizada utilizando uma solucéo
estoque de albumina bovina. A equacao da reta e o coeficiente de correlacéo
(r) foram iguais a y = 0,0012x + 0,0135 e 0,9979, respectivamente. As
concentracdes das proteinas obtidas na extracao sequencial, sdo apresentadas

na Tabela 11.

Tabela 11 — Concentracéo total de proteinas, em mg g™, nas fracbes protéicas de

acai, bacuri e pupunha e seus respectivos desvios-padréo (n = 2)

Fracdes Acai Pupunha Bacuri
NaOH 6,88 = 0,09 7,16 £ 0,10 7,30+0,12
HCI 4,12 + 0,05 4,71+ 0,06 516 +0,18
Tris-HCI 4,34 + 0,08 5,03+0,04 562 +0,13
Tris-SDS 4,42 + 0,03 5,58+0,18 6,21+ 0,19
H.O 4,22 + 0,07 4,44 + 0,06 4,35+ 0,05

A extragdo com os reagentes NaOH, HCI, Tris-HCI (pH= 8,0), Tris-HCI (pH=
8,0) em SDS e agua a 60 °C, promove a extracdo de proteinas do grupo das
glutelinas, globulinas, prolaminas e albuminas **!. A solucdo de NaOH extrai
proteinas de alta massa molecular (HMW) e baixa massa molecular (LMW)
enquanto a solucdo de HCIl apenas as proteinas de baixa massa molecular
(LMW). As proteinas sollveis sdo obtidas apos tratamento com solugéo
tampéao de Tris-HCI (pH= 8,0) ou 4gua. Por outro lado, as proteinas insolUveis

séo obtidas ap0s extragdo com solucdo tampéao de Tris-HCI (pH= 8,0) em SDS.
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A solubilidade de uma proteina depende da composicdo de aminoacidos
bésicos e &cidos e de suas partes ndo protéicas. Em geral, o pH de menor
solubilidade é denominado constante isoelétrica (pl) da proteina. Para um
grande nimero de proteinas o pl esta entre o pH de 3,5 e 6,5 1% 133,

E importante salientar que o uso desses extratores nao evita a extracéo de
outros compostos, além de proteinas. Etapas de purificacdo dessas proteinas é
de suma importancia para a identificagao e caracterizagdo das mesmas.

As maiores concentracdes de proteinas foram encontradas nos extratos de
NaOH. Isso ocorre devido ao fato da solucdo de NaOH ndo ser um extrator
seletivo de proteinas *** *°. Assim, pode-se supor que outras proteinas nao
extraidas com HCI, Tris-HCI (pH= 8,0), Tris-HCI (pH= 8,0) em SDS e agua a
60°C podem estar presentes nessa fracdo, ndo sendo constituida apenas por

proteinas do grupo das glutelinas.
5.3. Teor de Cu, Fe e Zn na fragéo lipidica.

Diferentes procedimentos para a extracdo de proteinas sao relatados na
literatura, nos quais fatores como concentracao e tipo de solvente, temperatura
e tempo da extracdo podem variar no intuito de aumentar o rendimento do
processo 2.

Kannamkumarath et al. 3¢

estudou o padrao de distribuicdo de selénio em
proteinas de castanha-do-para utilizando solucbes de NaOH, HCI, Tris-HCI
(pH=8,0) , Tris-HCI (pH =8,0) em SDS e 4gua a 60 °C.

De acordo com Naozuka, a remocdo da fracdo gordurosa é muito
importante, principalmente, antes da separacdo cromatografica, pois a gordura
da amostra pode alterar as propriedades fisicas da amostra, como a
viscosidade, levando a erros na separacdo e, até mesmo, danos aos
eguipamentos, como entupimento e aumento da pressao.

Apos a etapa de extracdo com a mistura de cloroformio e metanol, a fragéo

gordurosa pode ser estimada considerando as massas antes e apds esse
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procedimento. Para as amostras estudadas a porcentagem de gordura foi de
aproximadamente 43, 27 e 19% m/m para a pupunha, acai e bacuri,

respectivamente.

5.4. Determinacéo e distribuicdo de Cu, Fe e Zn nas fracfes protéicas de acai,

bacuri e pupunha.

Nesta parte do trabalho foram determinados Cu, Fe, Mn e Zn em acai,
bacuri, castanha-do-para, cupuacu e pupunha. Os resultados obtidos para as
amostras de castanha-do-pard e cupuacu ndo foram satisfatorias. Isso pode
ser devido a ocorréncia de algum problema durante o procedimento de
extracdo sequencial, ou seja, no momento da transferéncia do residuo para
passar para proximo etapa de separacdo. Devido aos problemas apresentados
pela lampada de catodo oco de manganés, os resultados obtidos ndo foram
considerados. Sendo assim, serd apresentado o0s resultados para a
determinacao e distribuicdo de Cu, Fe e Zn nas fracdes (lipidica e proteica) e
nos residuos das amostras de acai, bacuri e pupunha. As concentracdes de
Cu, Fe e Zn nas fracOes lipidicas, protéicas e no residuo de acai, bacuri e
pupunha, em pg g™, sdo apresentados na Tabela 12. Esta tabela apresenta a
concentracdo total dos analitos obtida nos digeridos, nas fracdes extraidas e
dos residuos das amostras estudadas. A soma das concentracdes dos analitos
concordam em um nivel de 95% (t-teste) com a concentragdo total encontrada
nos digeridos das amostras.

As recuperacdes obtidas para 2,0 mg L™* Cu, 50 mg L* Fee 1,0 mg L™
Zn adicionado nos digeridos e nas fracdes variaram de 88 a 105 %, 93 a 101 %

e 91 a 106 %, respectivamente.
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Tabela 12 — Concentracdes de Cu, Fe e Zn e a somatéria das frac6es das amostras de agai, bacuri e pupunha com seus respectivos desvios-
padréo (n = 3)

Cu (g g™) Fe (ug g™) Zn (hg g”)
FracOes
Acai Bacuri Pupunha Acai Bacuri Pupunha Acai Bacuri Pupunha

Lipidio 0,87+0,03 3,88+0,09 106+0,03 230+0,02 8,20+0,04 7,56+0,07 0,82+0,02 <LOD 2,00 + 0,07
NaOH 0,81+0,02 510+0,06 0,85+0,04 0,90+0,08 16,00+0,06 1582+0,07 098+0,06 213+0,08 7,97+0,03
HCI 0,16 £ 0,02 0,62+0,05 1,93+0,01 <LOD 220+0,05 1,36+0,06 0,28+0,01 <LOD 7,46 £ 0,06
Tris-HCI 0,80+0,01 1,45+0,01 050+0,07 4,20+£0,03 4,70+0,07 4,48+0,03 <LOD <LOD 6,57 + 0,07
Tris-SDS 0,32+0,05 1,01+0,01 040+0,01 1,10+0,01 6,10+£0,02 346+0,05 191+0,02 3,29+0,02 12,86+0,05

Agua <LOD 0,79+0,04 1,77+0,02 150+0,06 1,10+ 0,05 <LOD <LOD <LOD <LOD
Residuo 6,25+0,02 0,61+0,03 1,05+0,08 29,30+0,03 7,80+0,02 2,72+0,03 16,23+0,05 0,76+0,02 9,24+0,01

> das fragdes 9,21 13,46 7,56 39,30 46,10 35,40 20,22 6,18 46,10

Digerido 10,50 14,60 7,60 39,40 46,20 35,50 20,30 6,30 46,60

> =somatoria
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Para melhor visualizagéo, na Figura 18 encontram-se as porcentagens de Cu,

Fe e Zn distribuidos nas fracGes lipidicas, protéicas e residuos de acai, bacuri e

pupunha.
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Figura 18 — Porcentagem de Cu, Fe e Zn nas frac6es: acai (a), bacuri (b) e pupunha (c).
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O procedimento de extracdo sequencial mostrou um comportamento
diferente para cada amostra. Os maiores niveis de cobre foram obtidos nas
fracOes lipidica (acai), alta massa molecular (bacuri) e baixa massa molecular
(pupunha). Nas extracdes com NaOH (fracdo HMW) e acido cloridrico diluido
(fracBes LMW) foram extraidas as glutelinas™®.
Altas concentracdes de Fe foram obtidas nas fracdes extraidas com Tris-HCI
(acai) e NaOH (bacuri e pupunha). As proteinas extraidas com tampao Tris-HCI
(pH 8,0) sdo proteinas soltveis conhecidas como globulinas'*. Além disso, as
maiores quantidades de Zn foram encontradas em ambas as amostras na
fracdo extraida com tampéao Tris-HCI (pH 8,0) em SDS (proteinas insolaveis).

Na Figura 18a esta representada a porcentagem de Cu, Fe e Zn em
diferentes reagentes extratores na amostra de acai. Pode ser observado que
0s maiores teores de Cu (67,86%), Fe (74,55%) e Zn (80,26%) foram
encontrados no residuo.

Na fracdo lipidica, zinco (4,05%) apresentou a menor concentragcdo nesta
fracdo. No entanto, os maiores niveis obtidos foram para Cu (9,44%) e Fe
(5,85%), respectivamente.

Cobre, Fe e Zn foram encontrados nas fracBes protéicas extraidas com
NaOH (proteinas de HMW e LMW) e Tris-HCI (pH= 8,0) em SDS (proteinas
insollveis). Nestas fracdes, Fe apresentou teores de 2,29% (solucdo de
NaOH) e 2,8% (solugéo tampéo de Tris-HCI em SDS). Niveis mais altos de Cu
(8,79%) foram encontrados associados as proteinas de HMW enquanto os
niveis mais baixos (3,47%) foram obtidos para a associacdo de Cu as
proteinas insolUveis. Por outro lado, o maior teor de zinco (9,44%) foi
encontrado na fracdo referente as proteinas insoluveis.

Nas fracBes de proteinas de LWM e proteinas soltveis foram encontradas a
presenca de dois minerais em cada fracdo. Os teores de ferro e zinco
apresentaram abaixo do limite de deteccéo nas fracdes de proteinas de LMW
e proteinas soluveis, respectivamente. Maiores teores de Cu foram
encontrados associados as proteinas soluveis (8,68%), enquanto nas fracdes
de LWM, o valor foi de 1,73%.
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Nas fragOes de proteinas solliveis em agua, o Fe apresentou um teor de
3,8% enquanto que Cu e Zn nao foram detectados, ou seja, estavam abaixo do
limite de deteccéo.

A Figura 18b apresenta a distribuicdo (%) de Cu, Fe e Zn nas diferentes
fracbes obtidas nas amostras de bacuri. Podemos observar que a presenca
de Cu, Fe e Zn ficou evidente nas fracoes de NaOH, Tris-HCI (pH= 8,0) em
SDS. Altos teores de Zn aparecem associados as proteinas insoluveis
(53,23%). Os maiores teores de Cu (37,89%) e teores similares para Fe
(34,70%) e Zn (34,46%) foram encontrados associados as proteinas de alta
massa molecular.

No residuo (sdlido final) foram encontrados altos teores de Fe (16,91%),
seguido de Zn (12,29%) e Cu (4,53%).

Na fracédo lipidica foram encontrados niveis elevados de Cu (28,82%) e Fe
(17,70%). Os niveis de zinco nesta fracdo estavam abaixo do limite de
deteccéo.

Associado a fracdo de proteinas sollveis foram encontrados teores
proximos de Cu (10,77%) e Fe (10,19%) enquanto zinco estava abaixo do
limite de deteccéo.

Na fracdo de proteinas sollUveis extraidas com agua foram encontrados
altos teores de Cu (5,86%) e Fe (2,38%). Zinco nao foi encontrado (< limite de
deteccao).

Na Figura 18c foi possivel perceber que houve maior eficiéncia da extracao
envolvendo os trés minerais, com excessao da extracao utilizando agua.

Na fracdo lipidica foram encontrados os teores de 21,16, 13,86 e 4,33%
para Fe, Cu e Zn, respectivamente.

Na extracdo utilizando solu¢do de NaOH (proteinas de HMW) foi observado
um maior teor de Fe (44,29%) e para os demais metais foi encontrado 17,28%
(Zn) e 11,11% (Cu).

Na fracdo de proteinas soluveis (extragdo com solucdo tampao de Tris-
HCI) foram encontrados os maiores teores para Zn (14,25%). Enquanto Fe e

Cu foram 12,54% e 6,54%, respectivamente. Na extracdo com agua, um teor
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de 23,14% de Cu cobre apresentou associagdo com proteinas sollaveis,
enquanto Fe e Zn ndo foram detectados, pois estavam abaixo do limite de
deteccéao.

O maior teor de cobre foi encontrado associado as proteinas de LMW
(25,23%). Ferro (3,81%) foi o que apresentou 0 menor teor nesta fracdo. Para
esta mesma fragéo, o teor de Zn encontrado foi 16,18%.

Os maiores teores de Zn aparecem associados as proteinas insoluveis. Os
valores para Cu e Fe nesta fracdo foram 5,23% e 9,69%, respectivamente.

No residuo foi encontrado os maiores teores de Zn (20,04%) e o menor teor
para o Fe (7,61%). Teores consideraveis de Cu foram encontrados nesta
fracdo (13,72%).

Na fracdo lipidica foram encontradas percentuais consideraveis de Cu
(28,82%) no bacuri, Fe (21,16%) na pupunha e Zn na pupunha (4,33%) e acai
(4,05%). A associacdo de ions metalicos com os lipideos pode ser explicada
pela presenca de sulfolipideos e fosfolipideos (Figura 19). Os grupos
apresentam dois acidos graxos, um residuo de galactose e um grupo sulfonato.
Por outro lado, os fosfolipideos possuem uma molécula de glicerol, duas
cadeias de &cidos graxos e um grupo fosfato **”" 1%, O sulfonato e o fosfato s&o
grupos altamente polares e exibem uma carga negativa capazes de interagir

com espécies catibnicas, tais como os elementos de interesse.
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Figura 19 — Estrutura fosfolipidio (A) e do sulfolipidio (B) [ Nelson & Cox, 2000]

Para a maioria dos elementos e amostras de interesse foram encontradas
altas porcentagens dos analitos no sélido remanescente. E possivel que os
elementos estejam associados a outros compostos organicos como também as
proteinas que ndo foram extraidas. Etapas consecutivas de extracdo com o
mesmo solvente e o tempo ndo foram otimizados, portanto do grupo das
glutelinas, albuminas, prolaminas e globulinas podem estar presentes no
sélido remanescente. Comparando-se a distribuicio do Zn nas demais
amostras, o teor deste mineral ficou evidenciado na amostra de pupunha.

A possivel associacdo de Cu, Fe e Zn com proteinas dos grupos das
albuminas, globulinas e glutelinas esta relacionada a presencga de aminoacidos

carregados e ricos em enxofre (S), tais como metionina, cisteina, acido
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139140141 ~g jons metalicos

glutdmico, arginina, &cido aspartico e lisina
apresentam alta afinidade por esses tipos de aminoacidos.

Os fons metalicos Fe*, Co?*, Ni**, Cu®*, zZn**, A" e Ca** geralmente
apresentam a capacidade de interagir com proteinas, principalmente por estes
apresentarem carater acido intermediario *2. Os fons metélicos Fe®" e A"
ligam-se a fosfato e fosfoésteres priméarios, podendo ser utilizados para separar

143,144 & o fon Ca®' coordena de maneira estavel o atomo de

fosfoproteinas
oxigénio presente em grupos carboxilicos dos residuos dos aminoacidos acidos
asparticos e glutdmicos, podendo ser utilizado para purificacdo de proteinas
ricas em grupamentos carboxilicos, tais como fibrinogénio e calmodulina **°.

Sulkowski **? demonstrou que o par de elétrons presente no nitrogénio do
anel imidazol da histidina € o principal contribuinte na interacao entre a proteina
e ions metalicos de transicdo (quando quelatados ao acido iminodiacético, IDA)
e que a presenca de multiplas histidinas expostas na superficie da proteina a
ser separada aumenta o grau desta interacdo. Aminoacidos aromaticos, como
o triptofano, também sado importantes na retencédo de proteinas *#246147.

A solubilidade das proteinas € o resultado, entre outros fatores, da interacao
polar com o solvente, interacdes iGnicas com sal presente na solugcdo e de
forcas eletrostaticas de repulsdo. O pH afeta a natureza e a distribuicdo de
cargas da proteina, por isso as proteinas apresentam diferencas de
solubilidade em funcdo do pH do solvente e, de um modo geral, esta é maior
em pH alcalino, minima na faixa de pH 4,0 a 5,0, com algumas proteinas
apresentando alta solubilidade em extremos de pH acido.

Grandes variacbes podem ser esperadas para essas fragbes numa
dependéncia do método de extracdo e alguns autores'*® sugerem que as
diferencas encontradas na literatura decorrem, possivelmente, da
contaminagdo cruzada das proteinas hidrossollveis e solGveis em sal 0 que

acarreta numa dependéncia do método de extracao utilizado.
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5.5- Separacdo cromatografica das proteinas padréo e proteinas presentes no
acai por SEC-UV.

O desenvolvimento de um procedimento para a especiacdo de Cu na amostra
de acai foi iniciada com a otimizacdo da separacdo cromatogréfica de solucdes
padrdo das proteinas ferritina, albumina, mioglobina e seleno-metionina. A
separacdo cromatografica para as proteinas foi realizada utilizando uma coluna
de exclusdo por tamanho. Para evitar mudangas na especiagdo de Cu in vivo
optou-se por trabalhar em pH fisiolégico de 7,4.

A fim de otimizar a separacdo das proteinas foram estudados o melhor
tempo de eluicdo, comprimento de onda, concentracdo da fase movel e a
vazdo da fase movel. As melhores condicbes cromatogréficas foram obtidas
para uma eluicdo isocratica de SDS (1% m/v) em 2,5 mmol L™ Tris-HCI (pH=
7,4) durante 30 min (Tabela 2) usando o comprimento de onda de 295 nm.

Os perfis cromatogréficos dos padrbes de proteinas no comprimento de
onda de 295 nm usados na calibracdo da coluna cromatografica sao

apresentados na Figura 20.

. 987
Ferritina (440 kDa)

Albumina (67 kDa)

| 1143 Mioglobina (17 kba)

Absorbancia (295 nm)

Seleno-L-Metionina
(196 g/mal)
2117

Q .

Tempe (min) 100
Figura 20 - Perfis cromatograficos dos padrdes de proteinas ferritina, aloumina, mioglobina e
seleno-metionina por SEC-UV a 295 nm.
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Pode ser observado, que as proteinas foram eluidas em tempos de
retencdo diferentes: ferritina (9,87 min), albumina (10,18 min), mioglobina
(11,43 min) e seleno-metionina (21,17 min) para um gradiente isocratico de
SDS (1% m/v) em 2,5 mmol L™ Tris-HCI (pH= 7,4) durante 30 min.

A relacao entre o volume de eluicdo (Ve) e o logaritmo da massa molecular
foi linear na razdo entre 0,196 a 67 kDa. Os coeficientes de particdo (Kay)
obtidos durante a calibracdo da coluna foram 0,008 (albumina), 0,079
(mioglobina) e 0,568 (seleno-metionina) usando solucédo de SDS (1% m/v) em
2,5 mmol L™ Tris-HCI (pH= 7,4) durante 30 min. O coeficiente de partic&o foi
calculado usando Kg, = (Ve — Vo)/(Viotal - Vo). O volume da coluna (V,) foi 5,92
mL. A equacdo obtida na calibracdo da coluna cromatografica (log MM versus
Kav) foi log MM= -4,3161 K, + 4,7223 (r= 0,9884), onde MM e r sdo a massa
molecular e o coeficiente de correlacdo. O perfil cromatogréafico para a extracédo
basica (NaOH) com deteccdo UV a 295 nm é mostrado na Figura 21.

>67kDa | 28, 7kDa <0,19kDa

Absorbancia (295 nm)

10 20 30
Tempo (min)
Figura 21 - Perfil cromatogréfico obtido ap6s extracdo da polpa de acai com solucdo de
NaOH 0,05 mol L™ por SEC com deteccdo UV a 295 nm.
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Como pode ser visto, o perfil cromatogréfico obtido no extrato béasico da
polpa de acai mostrou a presenca de compostos de HMW (28,7 kDa) e LMW
(2,6 e 0,43 kDa). Os coeficientes de particho obtidos para as massas
moleculares de 28,7, 26 e 0,43 kDa foram 0,061, 0,300 e 0,484,
respectivamente. Como era esperado, a solugédo de NaOH 0,05 mol L™ extraiu
compostos de HMW e LMW (Wuilloud, R. G.; Kannamkumarath S. S.; Caruso
J. A., 2004). A massa molecular de 28,7 kDa pode ser proteinas devido as suas
altas quantidades em alimentos. Por outro lado, as espécies de LMW
encontradas podem ser peptideos contendo metal ou outros compostos de
LMW gque foram extraidos com a solu¢éo de NaOH.

Cobre foi determinado nas fracbes (n= 30) obtidas por SEC-UV. Os teores de

Cu obtidos em cada fracdo sdo mostrados na Figura 22.
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Figura 22 - Niveis de cobre (ug L") associados a compostos de HMW e LMW
presentes na extracado basica da polpa de acai.

Cobre foi encontrado associado a espécies de HMW (43,7% da soma
total de cobre nas fracbes) e LMW (56,3%). Uma recente publicacdo tem

demonstrado a presenca de proteinas de HMW em alimentos, mas a
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associacdo de cobre a estes compostos ainda nao tem sido confirmado
(Morgan and Clayshulte, 2000).

Os niveis mais elevados de cobre foram encontrados associados as
massas moleculares de 28,7 kDa (43,7%) e 2,6 kDa (41,6%).
Os limites de deteccao (3 x o/b) e quantificacéo (10 x o/b; o= desvio padrdo do
branco analitico; b= coeficiente linear do grafico de calibragdo) obtidos para

cobre foram 0,65 e 2,16 ug L™, respectivamente.
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6. CONCLUSAO

X Dentre os quatro minerais estudados (Cu, Fe, Mn e Zn) nas cinco
amostras de frutas, o Fe apresentou maior teor (23,4 a 46,2 ug /g) seguido do
Zn (6,3 a 46,6u9/g) e Cu (2,9 a 47,5 pg/g). Manganés foi encontrado em menor
qguantidade nas cinco amostras de frutas (2,7 a 8,5 pug/g);

X O bacuri apresentou alto teor de Fe (46,2 ug/g) enquanto a castanha-do-
pard e a pupunha destacam-se por seus elevados teores de Zn (46,1 e 46,6

Hg/g) respectivamente;

R/

X Na determinacdo dos elementos associados as fracdes protéicas, a
concentracdo total de proteinas encontradas nas amostras de acai, bacuri e
pupunha, em diferentes meios extratores foram respectivamente, (6,88 a 4,12
mg/qg), (7,30 a 4,35 mg/g) e (7,16 a 4,44 mg/qg);

X A concentracdo do cobre nos digeridos e nos extratos de proteinas

foram 10,5 e 0,81 pg/g, respectivamente;

X Cobre foi encontrado associado as fracdes de proteinas a espécies de
HMW (43,7% da soma total de cobre nas fracdes) e LMW (56,3%);

K/

X8 Niveis de Cu nessas fracdes variaram de 0,46 a 17,69 pg/g;

X2 Os resultados obtidos na polpa de acai por cromatografia de exclusédo
por tamanho com off-line deteccdo GFAAS mostraram que cobre esta
associado as proteinas de alta massa molecular, baixa massa molecular e

compostos nao-protéicos.
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