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RESUMO

Neste estudo, cromatografia de exclusio por tamanho (SEC) com detec¢io por UV e deteccio off-line por espectrometria
de absor¢do atdmica em forno de grafite (GF AAS) foi usada para investigar a associagdo de cobre a espécies de alta massa
molecular (HMW) e baixa massa molecular (LM'W) presentes na polpa de agai (Euterpe oleracea Mart.). A concentracio total
de cobre obtida nos digeridos da polpa de agai foi 10,5 pg g'. Cobre foi encontrado associado as fragdbes de HMW ¢ LMW,
correspondentes as massas moleculares de 28,7, 2,6 ¢ 0,43 kDa.
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Evaluation of the distribution of copper associated to compounds of
different molecular weights in the acai pulp

ABSTRACT

In this study, size exclusion chromatography (SEC) with ultraviolet (UV) and graphite furnace atomic absorption spectrometry
(GF AAS) off-line detection was used to investigate the association of copper to high molecular weight (HMW) and low
molecular weight (LMW) species present in Euterpe oleracea Mart. pulp. Total concentration of copper was 10.5 pg g'. Copper
was found to be associated to fractions corresponding to 28.7, 2.6 and 0.43 kDa.
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INTRODUCAO

O aqal (Euterpe oleracea Mart.) ou jugara, como ¢
conhecido em algumas regiées amazonicas, ¢ uma espécie
nativa da Amazdnia, encontrada em alguns paises, como
a Venezuela, Colombia, Equador e Brasil (Alexandre ez al.
2004). E comumente encontrado em 4reas de terra firme,
principalmente quando localizadas préximas as vdrzeas e aos
igapds. Destaca-se entre os diversos recursos vegetais pela sua
abundincia e por produzir um importante alimento para as
populagées locais, além de ser a principal fonte de matéria-
prima para a agroindustria de palmito no Brasil. O agai é
considerado um alimento de elevado valor calérico, com alto
percentual de lipideos, e nutricional, pois ¢ rico em proteinas
e minerais (Fe, Cr, Cu etc). O suco do agal conhecido pela
populagio amazénica como “vinho” ¢ utilizado na forma de
sorvetes, cremes, iogurtes e licores (Sousa et al. 2006).

Os alimentos s3o as principais fontes de minerais para
o organismo humano. Virios fons metédlicos presentes nos
alimentos sdo encontrados associados as proteinas especificas
Ou enzimas, Como Centros ativos ou estruturais € em processos
de transporte e estocagem (Silva ¢ Williams 2001; Lippard
e Berg 1994).

Nos ultimos anos, a Quimica Analitica tem se voltado
nao apenas a determinacio de elementos-trago, mas também
tem buscado através da especiagio de elementos-trago
informag6es mais completas para identificar as formas
quimicas (espécies) e as estruturas dos compostos aos
quais diferentes elementos estio associados. Além disto,
busca-se quantificar individualmente uma ou mais espécies
quimicas (Sanz Medel 2005; Cornelis ez /. 2003). Estudos
envolvendo especiacio quimica podem auxiliar na avaliagio da
biodisponibilidade destes elementos possibilitando a obtengio
de novos dados para prever sua absorc¢ao.

O elemento cobre, por exemplo, estd presente em algumas
enzimas, tais como superdxido dismutase, lisil oxidase e
citocromo oxidase, as quais possuem suas funcionalidades
dependentes do cobre. Este elemento também promove a
formacio de glébulos vermelhos normais, ajuda a converter
o ferro 4 forma férrica e a transporté-lo dentro do organismo.

Alguns autores tém mostrado que determinados elementos
presentes nas frutas estdo principalmente associados as
proteinas albuminas e globulinas (Aratjo ez 2/. 2004, Naozuka
e Oliveira 2007).

Cromatografia a liquido de exclusio por tamanho (SEC)
tém sido usada para estudar a distribuicio dos elementos a
diferentes grupos de substincias presentes em determinada
amostra (Ponce de Leon ez 2/ 2002).

Técnicas seletivas e com adequada sensibilidade tém
sido usadas para detec¢io de elementos em estudos de
fracionamento, distribuigio e especiagao quimica (Gongalves
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et al. 2009; Naozuka e Oliveira 2007; Kannamkumarath ez
al. 2002). A espectrometria de absor¢ao atdmica em forno de
grafite (GF AAS) ¢ uma técnica analitica bem estabelecida e
suficientemente robusta para ser implantada em laboratérios
envolvidos com rotina em larga escala (Welz 1999). A técnica
GF AAS tem proporcionado desenvolvimentos e aplicagoes
relevantes em decorréncia dos excelentes limites de deteccio,
pequenos volumes de amostra requeridos, possibilidade de
andlise direta, rapidez e seletividade (Butcher e Snnedon
1998). Contudo, o acoplamento on-/ine da cromatografia
a liquido com detector GF AAS tém sido bastante limitado
comparativamente as outras técnicas de espectrometria atbmica.
Isso pode ser compreendido pela relativa incompatibilidade
entre o cardter de fluxo continuo da técnica cromatogréfica e o
cardter em batelada da espectrometria atbmica com atomizacio
eletrotérmica. Assim, o procedimento para a determinacio do
elemento associado as espécies obtidas por SEC ¢é baseado na
coleta das fragbes apds separagio cromatogréfica implicando
na posterior quantificacio das fragées off-line por GF AAS
(Soldado et al. 1997; Naozuka et al. 2010).

O presente trabalho tem como objetivo investigar a
associagao de cobre a compostos de alta e baixa massa
molecular presentes na polpa de agai por cromatografia de
exclusio por tamanho (SEC) e espectrometria de absor¢ao
atdmica em forno de grafite (GF AAS).

MATERIAL E METODOS

Os frutos do agai foram adquiridos no Mercado do Vér-o-
Peso, na cidade de Belém (PA). Os frutos foram inicialmente
secos em estufa & 35 °C durante trés dias até peso constante
(Trindade 2010). Em seguida, a polpa e o carogo dos frutos
foram separados. As polpas secas obtidas a partir de um
pool de cerca de 100 frutos foram pulverizadas em gral de
porcelana. A amostra pulverizada foi armazenada em um
frasco de polietileno.

A digestdo da polpa de acai foi realizada em triplicatas.
Sub-amostras de aproximadamente 0,4 gramas foram pesadas
e transferidas para tubos de digestio, sendo em seguida
adicionados 1,0 mL HNO, concentrado (14,0 mol L"). A
mistura foi mantida em repouso por 12 horas. Antes dos
tubos contendo a mistura serem colocados no bloco digestor
foram adicionados 2,0 mL HNO, concentrado (14 mol L")
e 1,0 mL de H,O, 30% (m/m), e em seguida, as amostras
foram colocadas no bloco digestor a temperatura de 130 °C.
Transcorridas trés horas do inicio do processo de digestao, a
temperatura foi elevada a 150 °C. Verificado a diminuicao
da formacio de gases apds duas 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 uma hora (Trindade 2010). Os tubos de
digestao foram retirados do bloco e resfriados a temperatura
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ambiente. Apds o resfriamento, os digeridos obtidos foram
transferidos para frascos volumétricos e os volumes ajustados
para 25 mL com dgua desionizada. O branco analitico foi
preparado pelo mesmo procedimento sem a adi¢ao da amostra.

A remocio dos lipideos da polpa de agai foi realizada
usando uma solugio extratora de cloroférmio (CHCL) e
metanol (CH,OH) (2:1 v/v), segundo Kannamkumarath ez
al. (2002). Os sobrenadantes ricos em lipideos (fracio lipidica)
foram descartados. O residuo obtido foi seco em estufa a
30 °C por 20 minutos. O residuo foi submetido a extragao
com solu¢ao de NaOH.

A extragao das proteinas com NaOH 0,05 mol L' foi
realizada de acordo com o procedimento proposto por
Kannamkumarath ez a/. (2005). Os precipitados (proteinas)
obtidos foram solubilizados em 2,5 mmol L' de Tris-
HCI (pH= 7,4) contendo SDS (0,5% m/v) e injetados no
sistema cromatografico. Esse procedimento foi repetido ¢ os
precipitados obtidos foram submetidos a digestdo dcida para
posterior determinagio de cobre total associado as proteinas.

A quantificagio de protefnas na fragio protéica da polpa
de acai foi realizada de acordo com o método proposto por
Bradford (1976). Um espectrofotdmetro marca CECIL
(Modelo CE2041, Bulk Scientific, Inglaterra) foi empregado.
Na calibra¢io do método foi utilizada uma solugao estoque
de albumina bovina. A equacio da reta e o coeficiente de
correlagio (7) obtidos foram y = 0,0012x + 0,0135 ¢ 0,9979,
respectivamente.

O teor total de cobre nos digeridos de polpa de acaf
(n=3) e na fracio extraida com solucio de NaOH (7= 3) foi
determinado usando um espectrometro de absor¢io atdmica
com chama (SPECTRA AA 220, Varian, Australia).

A separagao cromatogréfica foi otimizada usando
padroes de proteinas ¢ um cromatégrafo a liquido de alta
eficiéncia (ProStar 210, Varian, Austrédlia). As solucéoes
padroes das proteinas (2 mg mL™") foram preparadas através
da dissolugio de massas adequadas de albumina (67 kDa),
mioglobina (17 kDa) e seleno-metionina (0,19 kDa) na fase
movel contendo 2,5 mmol L' de Tris-HCl (pH= 7,4) em
SDS (0,5% m/v). Ferritina (440 mg mL") foi usada para
obter o volume da coluna cromatogrifica. As condigées
cromatograficas otimizadas para a separacio dos padrées de
proteinas por cromatografia de exclusio por tamanho (SEC)
sdo apresentadas na Tabela 1.

O coeficiente de partigao foi calculado usando K =
(V.- V)I(V__, - V). O volume da coluna (V) foi 5,92 mL.
A equacio obtida na calibragio da coluna cromatografica
(log MM versus K ) foi log MM= -4,3161 K  + 4,7223
(r= 0,9884), onde MM e r sio a massa molecular e o

coeficiente de correlago, respectivamente.

Tabela 1 - CondigOes operacionais para cromatografia de exclusao por
tamanho

Coluna Biosep - SEC - S 3000 (300 mm x 7.8 mm)
Alga de amostra (mL) 20
Vazéo do eluente (mL min-) 0,6

2,5 mmol L' Tris-HCI (pH= 7,4) em SDS
Eluente (0,5% m/v)
Detecgao das proteinas UV a 295 nm

A fragio obtida a partir da extragio com solugio de NaOH
da polpa de agaf foi solubilizada com 500 mL de 2,5 mmol
L! Tris-HCI (pH= 7,4) em SDS (0,5% m/v) e em seguida
injetada no sistema SEC-UV. O cromatograma dos compostos
presentes na polpa de acaf foi registrado. Novamente, a amostra
foi injetada no sistema cromatografico e desta vez, as fragdes
obtidas durante a separagio cromatografica foram coletadas
de um em um minutos e em seguida foram liofilizadas. Apds
aliofilizagdo, as frag6es foram solubilizadas em HNO, (0,028
mol L'!) e a concentragio de cobre nas fracoes foi determinada
usando um espectrometro de absor¢io atdmica em forno de
grafite (SPECTRAA 220, Varian, Austrdlia). As condicoes
instrumentais para determinacio de cobre por GF AAS sio
apresentadas na Tabela 2.

A exatiddo do procedimento proposto em GF AAS foi
avaliada usando o método de adigao e recuperacio de 5,0 pg
L' Cu nas fracoes coletadas do sistema cromatogréfico.

Tabela 2 - Programa de aquecimento do forno de grafite

Etapa Temperatura (°C) (raggg],p;at(:%ar) V;ﬁgad&?;?n?e Leitura
1 95 5,40 3,0 Nao
2 120 10, 30 3,0 Nao
3 1000 (T)) 5,20 3,0 Nao
4 2300 (T) 2,0 0 Sim
5 2400 1,3 3,0 Nao

T, Temperatura de pirdlise; T,: Temperatura de atomizagao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliacao da concentracao total de cobre

A concentragio de cobre obtida na polpa de acai estudada
f0i 10,5+ 0,2 pugg'ou 1,05 mg 100 g'. Este valor encontrado
para cobre foi maior que o teor (0,14 mg 100 g') reportado
na tabela brasileira de composicao de alimentos (TACO) para
amostra de agai. O nivel de cobre (21,3 pg g') encontrado
por Dolan e Capar (2002) foi maior quando comparado ao
valor obtido neste estudo. Esta variacao na concentra¢io do
mineral pode estar relacionada com a origem geogrifica, o
uso de fertilizantes, as condigoes climdticas e do solo e as
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caracteristicas das plantas que podem alterar a concentracio
dos elementos nos alimentos (Dolan e Capar 2002; Ibafiez e
Cifuentes 2001).

O consumo didrio recomendado de cobre pela Organizagio
Mundial de Satide (OMS) é de 5,0 mg para uma pessoa de 60
kg. Sendo assim, podemos dizer que o teor de cobre encontrado
na polpa de acai estudada pode contribuir com 21,0% dos
valores didrios recomendados para a dieta alimentar de um
homem adulto. Logo, a polpa de agai pode ser considerada
como uma potencial fonte de cobre para humanos.

A exatiddo do procedimento proposto foi avaliada usando
o método de adicio e recuperacio de 0,5 mg L' Cu nos
digeridos de polpa de agai. Os resultados de recuperagio
obtidos no digerido da polpa de agai por FAAS para cobre
foram 98% a 102%, respectivamente. Os desvios padrao
obtidos foram < 2,0%. Os limites de deteccao (3 x s/b) e
quantificagio (10 x s/b; s= desvio padrao do branco analitico;
b= coeficiente linear do gréfico de calibragio) obtidos para
cobre por FAAS foram 0,63 e 2,5 pg g!, respectivamente.

Determinacao do teor de proteina total

A concentragio de protefnas totais obtida na fragao
protéica extraida com NaOH foi 6,88 + 0,09 mg g
Segundo (Cantarow e Schepartz 1969), as proteinas glutelinas
(proteinas simples) podem ser extraidas com solugao de dcido
ou base diluida, pois s3o insoltiveis em dgua pura e em solugoes
diluidas de sais. A solubilidade de uma proteina depende da
composi¢io de aminodcidos bdsicos e 4cidos e de suas partes
nao protéicas (Sgarbieri 1996). De acordo com Wauilloud
et al. (2004), a solu¢io de NaOH pode extrair espécies de
alta (HMW) e baixa massa molecular (LMW). Entretanto,
a solugio de NaOH nio é um agente extrator seletivo de
proteinas (Chunhieng ez /. 2004; Kwon et al. 1996). Por isso,
a etapa de purificacio das proteinas é de suma importancia
para sua identificagdo e caracterizagio, pois pode evitar
que outros compostos estejam presentes na fragio protéica
além de proteinas. Sendo assim, podemos supor que outras
proteinas simples, tais como albuminas, prolaminas e entre
outras podem estar presentes nesta fracdo, e entao nao sendo
constituida apenas por proteinas do grupo das glutelinas.

Separacao cromatografica das proteinas por SEC-UV

A fim de otimizar a separacio das proteinas foram
estudados o melhor tempo de elui¢io, comprimento de
onda, concentragio da fase mével e a vazao da fase mével. As
melhores condigoes cromatogréficas foram obtidas para uma
elui¢ao isocrdticade 2,5 mmol L' Tris-HCl (pH=7,4) em SDS
(0,5% m/v) durante 30 min (Tabela 2) usando o comprimento
de onda de 295 nm. A relagao entre o volume de eluigao (V)
e o logaritmo da massa molecular foi linear na razao entre
0,196 a 67 kDa. Os coeficientes de parti¢io (K ) obtidos

durante a calibracio da coluna foram 0,008 (albumina),
0,079 (mioglobina) ¢ 0,568 (seleno-metionina) usando uma
solugao de 2,5 mmol L' Tris-HCI (pH= 7,4) em SDS (0,5%
m/v) durante 30 min. Antes da separacio cromatogrifica de
cada padrio ou amostra, um branco analitico foi injetado a
fim de controlar a limpeza do sistema cromatografico. O perfil
cromatografico para a extragio bédsica (NaOH) com deteccao
UV 2295 nm ¢é mostrado na Figura 1.

Como pode ser visto, o perfil cromatogrifico obtido
no extrato bdsico da polpa de acai mostrou a presenca
de compostos de HMW (28,7 kDa) e LMW (2,6 ¢ 0,43
kDa). Os coeficientes de parti¢io obtidos para as massas
moleculares de 28,7, 2,6 e 0,43 kDa foram 0,061, 0,300 e
0,484, respectivamente. Como era esperado, a solugio de
NaOH 0,05 mol L' extraiu compostos de HMW ¢ LMW
(Wuilloud ez 2. 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 que
foram extraidos com a solugao de NaOH.
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Figura 1 - Perfil cromatografico obtido apos extracao da polpa de agai com
solugao de NaOH 0,05 mol L por SEC com detecgao UV a 295 nm.

Determinacdo de cobre nas fragdes por GF AAS

Cobre foi determinado nas fragdes (7= 30) obtidas por
SEC-UV. O nivel de cobre no solvente da fase mével estava
abaixo do limite de detecgao (< 0,7 ng g") . Os teores de cobre
obtidos em cada fragio sio mostrados na Figura 2.

Cobre foi encontrado associado as espécies de 28,7 kDa,
2,6 kDae 0,43 kDa no extrato de NaOH da polpa de agai. Os
niveis mais elevados de cobre foram encontrados associados
as massas moleculares de 28,7 kDa (43,8% da soma total de
cobre nas fragées) e 2,6 kDa (41,5%).
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Figura 2 - Niveis de cobre (ug L") associados a compostos de HMW e LMW
presentes na extracao basica da polpa de acai.

Uma recente publicacio demonstrou a presenca de cobre
associado & compostos de HMW (13,0 a 3,3 kDa) e LMW
(1,3 kDa) em alimentos (Wuilloud ez 2. 2004).

Os limites de detec¢io e quantificagio obtidos para cobre
por GF AAS foram 0,7 e 2,2 ng g™, respectivamente.

CONCLUSAO

Com bases nos resultados obtidos podemos dizer que a
polpa de agai possui uma grande potencialidade como fonte de
cobre para seres humanos. O teor de cobre encontrado pode
contribuir para a dieta alimentar. A extragdo sélido-liquido
combinada com FAAS foi eficiente para a determinagio de
cobre na fracio bésica da polpa de acai obtida com o agente
extrator NaOH. Além da quantificacio de cobre na polpa de
acaf por FAAS foi possivel a deteccio de compostos de alta e
baixa massa molecular associados ao cobre por SEC-GF AAS.
Os resultados obtidos mostraram que cobre estd associado a

compostos de HMW e LMW na polpa de agal.
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