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JUSTIFICATIVA

O consumo de frutas é parte fundamental de uma dieta saudavel e equilibrada,
sendo recomendada em virtude de seus nutrientes e beneficios terapéuticos,
destacando-se como um de seus constituintes as proteinas. Além disso, 0s
beneficios da ingestédo de frutas estdo associados a reducdo de patologias, 0
camapu, fruto investigado nesta pesquisa, possui importantes beneficios para a
saude humana, como por exemplo, no tratamento de doencas reumaticas,
hepatites, inflamagdes vesicais, entre outras.

Em virtude de sua importancia, o estudo dos constituintes inorganicos cobre,
ferro e zinco é fundamental, pois exercem fun¢des especificas no organismo.
Essa investigacao € necessaria ja que se deve levar em conta a recomendacéo

de ingestéo diaria de minerais essenciais.



RESUMO

A Amazobnia apresenta uma variedade de frutos que séao fonte nutricional de
grande importancia para o organismo humano, capazes de diminuir a
incidéncia de diversas doencas. Sendo assim, 0 presente estudo teve como
objetivo a determinacdo de teores totais de cobre, ferro e zinco na polpa da
Physalis angulata (camapu). Primeiramente, a extracédo de lipideos foi realizada
no camapu usando 30 ml da mistura de cloroférmio e metanol (2:1). As fracdes
proteicas foram obtidas apds extracdo sequencial usando 20 ml de quatro
diferentes solucdes extratoras (agua, cloreto de sédio 0,5 mol L, acido acético
50% v v e hidroxido de sédio 0,05 mol L1). A amostra de camapu e as frages
proteicas foram digeridas em forno de micro-ondas com cavidade usando &cido
nitrico 50%, peroxido de hidrogénio e agua. A exatiddo do procedimento
proposto foi avaliada usando o método de adicao e recuperacao nos digeridos
e nos extratos proteicos. Os teores totais de Cu, Fe e Zn no digerido de
camapu foram de 10,8 mg kg*; 32,7 mg kg? e 22,0 mg kg?, respectivamente.
Nas fracbes proteicas foram encontrados teores de todos os analitos
estudados. Na fracao lipidica foram obtidos niveis de Cu (0,2 mg kg); Fe (0,5
mg kg?)e Zn (0,07 mg kg?). Elevados teores de Cu (3,4 mg kg?) e Zn(14,9 mg
kg?) foram encontrados associados a albumina (extragdo com agua) quando
comparado aos outros extratores. Por outro lado, niveis elevados de ferro (8,8
mg kg?) foram obtidos na fracdo referente as globulinas (extragdo com NacCl).
O residuo apresentou teor mais elevado de ferro (10,7 mg kg?). Os dados
foram submetidos a analise de variancia e teste de comparacao de médias pelo
teste de Tukey (p < 0,05). A concentracao total de proteinas foi determinada
utilizando o método de Bradford. Verificou-se que a quantidade de albuminas
(5,74 mg kg?) extraidas foi superior quando comparada a globulina (0,28 mg
kg?), glutelina 1 (4,46 mg kg™) e glutelina 2 (0,46 mg kg?). O procedimento
proposto de extracdo sequencial foi adequado para a determinacéo de Cu, Fe
e Zn associados as metaloproteinas estudadas. Estudos complementares
sobre a biodisponibilidade sdo necessarios para verificar a quantidade desses

nutrientes que pode ser absorvida pelo organismo.

Palavras- Chave: Extracdo Sequencial; Metais; Metaloproteinas; ICP OES.



ABSTRACT

The Amazon has a variety of fruits that are a nutricional source of great
importante for the human body capable of reducing the incidence of various
diseases. Therefore, the presente study aimed to determine the total levels of
copper, iron and zinc in the pulp of physalis angulata (camapu). First, lipid
extraction was carried out in camapu using 30 ml of a mixture of chloroform and
metanol (2:1). The protein fractions were obtained after sequential removal
using 20 ml of four diferente extracting solution (water, sodium chloride 0,5 mol/
L, acetic acid 50% v/v and sodium hydroxide 0,05 mol/L). A sample of camapu
and the protein fractions were digested in a microwave heat oven using 50%
nitric acid, hydrogen peroxide and water. The solution of the propodes
procedure was evaluated using the addition nd recovery method in digests and
protein extracts. The total contentes of Cu, Fe and Zn in the camapu digestion
were 10,8; 32,7 and 22,0, mg kg, respectively. In the protein fractions, levels
of all trained analytes were found. In the lipid fraction. Cu levels were obtained
(0,2 mg kg?); Fe (0,5 mg kg?) and Zn (0,07 mg kg?). High levels of Cu (3,4 mg
kg?) e Zn(14,9 mg kg?) were found associated with albumin ( water extration)
when compared to other extractants. On the other hand, high iron levels ( 8,8
mg kg?') were obtained in the fraction refering to globulins ( extraction wuth
NacCl). The one presented had a higher iron contente (10,7 mg kg?). The data
were subjected to analysis of variance and mean comparison test using the
Tukey test (p < 0,05 ). Totl protein concentration was determined by the
Bradford method. It was found that the amount of albumins ( 5,74 mg kg
Dextrated was greater when compared to globulin ( 0,28 mg kg?), glutelin 1
(4,46 mg kg) and glutelin 2 (0,46 mg kg™). The proposed sequential extration
procedure was suitable for determining Cu, Fe and Zn associated with scientific
metalloproteins. Additional studies on bioavailability are necessary to verify the

amount of these nutrientes that can be absorbed by the bory.

Keywords: Sequential extraction; Metals: metalloproteins: ICP OES.
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DETERMINATION AND DISTRIBUTION OF CU, FE, AND ZN IN CAMAPU BY
ICP-OES

This study aimed to determine the total contents of copper, iron, and zinc in camapu and
protein fractions by inductively coupled plasma emission spectrometry. Firstly, lipid

removal was performed using chloroform and methanol (2:1). Protein fractions were

obtained after sequential extraction using four extractors (water, 0.5 mol L1 sodium
chloride, 50% acetic acid v v-1 and 0.05 mol L-1) sodium hydroxide. The camapu sample
and protein fractions were digested in a cavity microwave oven with diluted nitric acid
and hydrogen peroxide. The accuracy of the procedure was evaluated using the addition
and recovery method in the digests and protein extracts. All analyzed analytes were found

in the protein fractions. Levels of Cu, Fe, and,Zn ranged from 0.07 to 0.5 mg kg* were

found in the lipid fraction. The residue presented higher iron content. Higher Cu and Zn
contents were found associated with albumin. The total protein concentration determined
in each protein fraction was 5.74 mg kg (albumins), 0.28 mg kg (globulins), 4.46 mg
kgt (glutelins 1), and 0.46 mg kg1 (glutelins 2). This study showed that the elements
studied in camapu were found associated to proteins albumin, globulins, glutelinsl, and

glutelins 2.

Keywords: Sequential Extraction; metals; fruit; Metalloproteins; ICP-OES.
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INTRODUCAO

A regido Amazoénica é uma das regides mais importantes quando se trata de
espécies frutiferas no Brasil. Os frutos da floresta proporcionam nutrientes, minerais e

antioxidantes que mantém o corpo saudavel e resistente as doencas (SHANLEY; SERRA,

2011).
As frutas sdo alimentos indispensaveis para a composi¢do de um padrao saudavel
de alimentacdo, visto que esses alimentos contém baixa densidade energética e diversos

elementos essenciais para a salde, como vitaminas, minerais, fibras e outros compostos

bioativos, favorecendo a manutencéo da saide e do peso corporal (SILVA; CLARO,
2019).
Segundo Bittencourt et al. (2019), o consumo regular de frutas é apontado pela

Organizacdo Mundial da Saude (OMS) como um importante fator de protecdo e de
prevencdo das doencgas cronicas ndo transmissiveis (DCNT). Estudos recentes na

literatura tém evidenciado a importante associa¢do entre o consumo adequado desses
alimentos e menor risco de mortalidade por doenga cardiovascular e neoplasias.

Dentre a diversidade de frutas presentes na Amazo6nia tem-se a Physalis angulata,
conhecida como camapu. Nessa regido, a fruta € consumida in natura e seu suco é

utilizado como sedativo, diurético, depurativo e antirreumatico. Além disso, as folhas séo
utilizadas no tratamento de inflamacdes vesicais, malaria, hepatites e dermatites (DIAS
et al., 2020).

Os minerais sdo essenciais na dieta humana, visto que exercem fungdes
nutricionais e fisiologicas para o bom funcionamento do organismo (HAMBIDGE, 2003).

Cobre, ferro e zinco sdo elementos-traco considerados essenciais para 0 organismo
(DOLAN; CAPAR, 2002).

A importancia dos microminerais para 0 organismo humano pode ser estudada a
partir das chamadas proteinas conjugadas, onde encontram-se ligados a elas os lipideos

(lipoproteinas), acucares (glicoproteinas) e metais (metaloproteinas) (TOGNON, 2012).
Sendo assim, algumas proteinas tendem ser sollveis em agua pura, enquanto que outras

precisam de sais, acidos ou bases para se dissolverem. Além disso, as proteinas sdo

sensiveis as mudangas de pH e temperatura, tendo como consequéncia a sua desnaturag&o.

Também possuem grupos idnicos livres ou carregados que migram em um campo
elétrico, devido a esse campo, as proteinas se combinam com reagentes idnicos,

https://mc04.manuscriptcentral.com/qn-scielo
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Quimica Nova

resultando algumas vezes em compostos insoliveis (CANTAROW; SCHEPARTZ,
1969).

De acordo com Gao et. al. (2007), os ions metalicos desempenham um papel
importante na atividade bioldgica do corpo humano. Esses ions estdo ligados a proteinas

ou enzimas especificas as quais exercem seus efeitos como parte inerente do centro ativo

ou estrutural das proteinas.
Alguns estudos tem sido encontrados na literatura envolvendo procedimentos de

extracdo sequencial de proteinas em diferentes matrizes. Kwon et. al. (1996), realizaram
o fracionamento e a caracterizacdo de proteinas de coco e observaram que albuminas e

globulinas eram predominantes nas fracbes de proteinas. Naozuka et. al. (2007),
determinaram Cu, Fe, Mn e Zn em extratos de castanha do Brasil, semente de cupuacu e

polpa de coco usando extracao sélido-liquido e espectrometria de absorcéo atbmica com

atomizacao eletrotérmica. Bittencourt et al. (2012), determinaram Fe, Mn, Zn nas fraces
proteicas e contetdo total de proteinas nas amostras de sementes de trigo e soja apds

procedimento de extracdo sequencial e concluiram que a extracdo sequencial utilizada foi
um metodo eficaz na obtencdo de fragbes contendo diferentes classes de proteinas e

diferentes metais (Cu, Fe, Mn e Zn) associados as proteinas. Xavier et. al. (2019),
encontraram Fe e Zn associados as proteinas da castanha de caju e concluiram que o

procedimento de extracdo seguido por uma etapa de precipitagdo de proteinas a base de
acetona permitiu a obtencdo de informacGes sobre a bioacessibilidade do Fe e Zn ligado

a alguns grupos de proteinas (albumina, globulina e glutelina). Trindade (2010), estudou
a distribuicdo de constituintes inorganicos em acai, bacuri e cupuacu, onde foi encontrado

Cu, Fe e Zn associados as proteinas. Sendo assim, este estudo teve como objetivo a

caracterizacdo elementar e proteica em camapu (Physalis angulata) a partir da
determinacédo de Cu, Fe e Zn nos digeridos , fracdo lipidica, fracdo proteica, residuo da

extracdo sequencial e do teor de proteinas presentes no camapu.

PARTE EXPERIMENTAL

Instrumentacéo

Um liofilizador (L100 Liotop, S&o Carlos, SP, Brasil) foi utilizado no processo de
secagem das amostras até massa constante.

https://mc04.manuscriptcentral.com/qn-scielo
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As amostras foram pesadas em uma balanca analitica com precisdo de até quatro casas

decimais (0,0001 g).
Um moinho criogénico (Spex, 6770 Freezer/Mill, EUA) foi usado para pulverizar as

amostras a fim de obter melhor representatividade.
Para a separacdo das fracdes proteicas foi usada uma centrifuga (Quimis, Sao Paulo,

Brasil).
Um agitador do tipo Vortex (Quimis, S&o Paulo, Brasil) e um banho termostatico com

agitacdo foram usados para a extragdo das proteinas presentes na amostra.
Para a digestdo das amostras foi utilizado um forno de micro-ondas com cavidade

(START E, Milestone, Sorisole, Italia).
Para a determinacdo do teor de proteinas totais foi utilizado um espectrofotémetro UV-

Vis (Thermo Scientific, USA) de feixe simples com caminho 6tico de 1 cm.

A determinacdo de Cu, Fe e Zn nos digeridos de camapu foi realizada usando um
espectrOmetro de emissdo Optica com plasma acoplado indutivamente (iCAP 6500,

Thermo Scientific, USA). O gas utilizado para a manutencédo do plasma foi argénio de
pureza 99,999% (Velox gas, Ananindeua, Pard). As condicdes operacionais do ICP-OES

estdo apresentadas na Tabela 1.
Tabela 1. Condicdes operacionais para a determinacéo de Cu, Fe e Zn por ICP-OES.

Parametros Condi¢6es Operacionais
Poténcia de radio 1,15 KW
frequéncia
Vazdo do Plasma 12 L mint
Vazdo do gas auxiliar 0,5 L min1
Vazao do nebulizador 0,5 L min
Fluxo de amostra 1,0 mL min-t
Nebulizador Concéntrico
Céamara de nebulizacédo Cicldnica
Viséo Axial (a);Radial (b)
Elementos (A/nm) Cu(324,71)b, Fe (238,211) b, Zn (202,511 2

I: Linha atdmica; Il; Linha idnica; a: axial; b: radial.

https://mc04.manuscriptcentral.com/qn-scielo
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Reagentes, solucdes e amostras

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico. Todas as dilui¢des foram
realizadas utilizando &gua ultrapura (resistividade 18,2 MQ.cm) obtida a partir de um

sistema de purificacdo Synergy-UV (Millipore, Bedford, EUA). As solucdes analiticas de

referéncia de Cu, Fe e Zn para o ICP-OES foram preparadas a partir da diluicdo adequada
da solucdo padrdo monoelementar contendo 1000 mg L (Sigma, EUA) de cada

elemento.
A extracdo da fase lipidica das amostras de camapu foi realizada utilizando-se

uma mistura de cloroférmio (Quimex, SP, Brasil) e metanol (Exodo Cientifica, SP,
Brasil).

Para 0 procedimento de extracdo sequencial das proteinas foram usadas as

seguintes solucOes extratoras: agua ultrapura, NaCl (Neon Comercial, SP, Brasil), acido
acético (Exodo Cientifica, SP, Brasil) e NaOH (Exodo Cientifica, SP, Brasil).

A digestdo acida foi realizada utilizando acido nitrico (Neon Comercial, SP,
Brasil) previamente purificado utilizando um sistema de subdestilacio (Berghof, modelo

BSP 929-1V, Alemanha) e peroxido de hidrogénio 30% m/m (Neon Comercial, SP,
Brasil).

Acetona 80% (v v1) foi utilizada para a precipitacdo das proteinas totais.
Para a determinacdo das proteinas totais foi utilizada uma mistura do corante de

Comassie Brilliant Blue com &lcool etilico concentrado e acido fosférico 85% (v v1).
Neste estudo foram utilizadas amostras de camapu que foram adquiridas no

municipio de Ananindeua-PA.

https://mc04.manuscriptcentral.com/qn-scielo
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Procedimento Analitico

Preparo da amostra

Os frutos de camapu foram submetidos ao procedimento de lavagem com agua
desionizada para a retirada de impurezas, e em seguida a polpa foi transferida para frascos

previamente descontaminados. A amostra foi congelada, liofilizada e pulverizada em
moinho criogénico usando um programa com duas etapas de 2 min e uma etapa entre 0s

ciclos de 5 min e em seguida as amostras foram transferidas para frascos de polietileno e
armazenadas em um dessecador.

Digestdo das amostras

O processo de digestdo acida das amostras foi realizado pesando- se uma massa

de aproximadamente 0,25 g de amostra em triplicata (n = 3) e em seguida 4 mL de acido
nitrico (7 mol L 1), 2 mL de H20. (30%, m m?) e 2 mL de agua ultrapura foram

adicionados. Apos a digestdo, a solucdo obtida foi diluida com &gua ultrapura até

completar um volume de 15 mL. O programa de aquecimento do micro-ondas usado na
digestdo das amostras de camapu esta apresentado na Tabela 2.

Tabela 2. Programa de aquecimento do forno de micro-ondas.

Etapa Tempo (min)  Temperatura (°C)  Poténcia (W)

1 15 180 800
2 15 180 800
3* 50 Ambiente* 0

*Etapa de ventilagdo.

A acidez final dos digeridos foi determinada por titulagdo e ajustada para 5% para

a posterior determinacdo de Cu, Fe e Zn por ICP-OES. Os pardmetros instrumentais
apresentados na Tabela 1.
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Procedimento de extracao sequencial

Remocdao de lipideos

No processo inicial de extracdo sequencial foi realizada a remocéo dos lipideos

presentes no camapu. Cerca de 3,0 g da polpa seca de camapu previamente moida foi
pesada em frascos volumétricos em triplicata (n = 3). Inicialmente, um volume de 30 mL

de solucdo extratora de cloroférmio e metanol (2:1 v v1) foi adicionada. O frasco
volumeétrico contendo a mistura foi submetido a agitagdo por vortex durante 15 min e

centrifugado por 10 min a 3800 rpm. A separacdo do sobrenadante (fracdo lipidica) foi
feita por filtracdo simples. O sélido (fracdo sem lipideos) foi seco em estufa a uma

temperatura de 30 °C por 20 min. Em seguida, a polpa de camapu sem lipideos foi

submetida ao procedimento de extracdo sequencial de proteinas. A fracdo lipidica foi
armazenada em freezer para posterior digestdo e analise de acordo com o procedimento

de digestdo realizado para a polpa de camapu.

Extracdo sequencial das proteinas

O procedimento de extracdo sequencial foi adaptado de Kwon et. al. (1996) e
Naozuka et. al. (2007). Aproximadamente 1,0 g da fragdo da amostra sem lipideos foi

pesada em triplicata (n = 3) em frascos volumétricos. Em seguida, a amostra foi
submetida ao processo de extracdo sequencial empregando as seguintes solucdes: agua

ultrapura (albuminas), solucdo aquosa de NaCl 0,5 mol L1 (globulinas), solucéo de &cido

acético 50% (glutelinas-1) e NaOH 0,05 mol L* (glutelinas-2). A cada etapa foram
adicionados 20 mL de cada solucéo extratora e a mistura foi mantida sob agitagéo por

vortex durante 30 min. Apos esse periodo, as misturas foram centrifugadas por 10 min a
3800 rpm e separado o sobrenadante por filtragdo simples. As fracdes proteicas obtidas

foram armazenadas em freezer para posterior analise. Entre cada etapa de extracdo, o
residuo resultante foi lavado com agua ultrapura e a solucéo de lavagem foi descartada.

Apos a extracdo sequencial, as fracdes proteicas obtidas foram precipitadas com 20 mL
de solugdo de acetona 80% (v v-1) a-14 °C durante 30 min. Apdés a precipitacao, os frascos

foram deixados a temperatura ambiente para evaporacdo do solvente. As proteinas
precipitadas foram submetidas a digestdo acida conforme procedimento realizado para

amostra e posterior analise.

https://mc04.manuscriptcentral.com/qn-scielo
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Digestdo acida das fragdes proteicas e dos residuos obtidos no procedimento de

extracdo sequencial

As fragdes proteicas e o residuo obtidos proveniente do procedimento de extracdo
sequencial foram digeridos pelo procedimento de digestdo acida apresentado na Tabela

2. Ao final da digestéo, as solugdes obtidas foram filtradas por filtracdo simples e aferidas
para 15 mL com agua ultrapura. O programa de aquecimento do forno de micro-ondas

esta descrito na Tabela 2.

A eficiéncia do procedimento de preparo de amostras foi avaliada pelo método de
adicédo e recuperacdo de analito, onde diferentes concentragcbes dos analitos foram

adicionados previamente a digestao.

Determinacédo da concentracdo de Cu, Fe e Zn nos digeridos de camapu, fracédo

lipidica, fracdes proteicas e no residuo final

Os digeridos de camapu, da fragdo lipidica, das fracGes proteicas e do residuo

foram submetidos a determinacdo de Cu, Fe e Zn por ICP OES usando curvas analiticas
contendo as concentracdes de 2 a 10 mg L1

O método de adicéo e recuperacdo foi realizado nos digeridos de camapu e nas
fracdes digeridas obtidas na extracdo sequencial para avaliar a exatiddo do procedimento

de anélise por ICP-OES. Nos digeridos e nas fragdes foram adicionados concentracfes de
30mgL1Cu,50mgL1Fee7,0mgL1Zn.

Determinacdo de proteina total

Para determinacdo de proteina total nas fragdes proteicas foi usado o método de
Bradford (1976). A calibracdo do espectrofotdmetro foi realizada utilizando uma solugéo

estoque de albumina de soro bovino. As curvas analiticas foram construidas na faixa de

2,0 — 20 pg mL ! ap6s diluicdo adequada da solucdo estoque padrdo de albumina
contendo 200 pug mL 1. Antes da analise, a amostra foi inicialmente submetida a leitura

de pH e posteriormente foi adicionado 0,5 mL da solugdo de NaOH 0,1 mol L1 em 0,5

mL de cada fracdo proteica para obter um pH na faixa de 10,0 a 11,0. Apos adicdo da

https://mc04.manuscriptcentral.com/qn-scielo
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solucdo de NaOH 0,1 mol L foi retirada uma aliquota de 100 pL de cada fracdo e

acrescentado 1 mL do reagente de Bradford. As amostras foram deixadas para reagir por
um periodo de 5 min. Ap0s este tempo a proteina foi quantificada por espectrofotometria

UV-VIS.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Concentracdo total dos elementos no camapu

A concentracdo total (mg kg?) de Cu, Fe e Zn obtida no camapu por ICP-OES

esta apresentada na Tabela 3 com seus respectivos desvios-padrao.

Tabela 3. Teores médios + desvio padrdo de Cu, Fe e Zn em camapu e seus respectivos
desvio-padréo (n=3).

Elementos Camapu (mg kg?t)
Cu ( 10,8+0,9
Fe 32,7+x14
Zn 22,0+0,9

Pode ser observado na Tabela 3 que o Fe apresentou a maior concentragéo entre

os elementos estudados, seguido de zinco e depois o cobre.

Trindade (2010) encontrou maiores teores de Fe, altos niveis de cobre e baixas
concentragdes de zinco em acai (Fe: 39,4 ugg?; Cu: 10,5 ugg?; Zn: 20,3 ug g1), bacuri

(Fe: 46,2 ug gt; Cu: 14,6 ug g*; Zn: 6,3 ug g?) e cupuacu (Fe: 37,4 ug gt; Cu: 2,9 pug

g?l;Zn: 17,2 pg g*) quando comparado aos valores obtidos neste estudo.
Bittencourt e colaboradores (2012) encontraram teores de ferro (33 pg g1) em

sementes de trigo proximos ao valor encontrado neste estudo. Por outro lado, maiores
teores de cobre e de zinco foram encontrados por esses autores quando comparado aos

teores desses elementos no camapu.
Naozuka et al. (2007) determinaram Cu, Fe e Zn em castanha do Brasil (4,4,

8,7 € 6,9 ug g1), semente de cupuacgu (0,84, 3,0 e 14 pg g1) e polpa de coco (1,1, 6,4 e

https://mc04.manuscriptcentral.com/qn-scielo
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3,4 pg g1) e encontraram menores niveis de Cu, Fe e Zn quando comparado com 0s

valores obtidos para o camapu.
Xavier et al. (2019) obtiveram elevados teores de Fe (55,0 mg kg?1) e Zn (41,0

mg kg1) em castanha de caju quando comparado aos valores encontrados neste estudo.

O OO0y UT A WN =

Os limites de deteccdo (LD), quantificacdo (LQ) e o coeficiente de

correlagéo para a determinacédo de Cu, Fe e Zn por ICP-OES séo apresentados na Tabela
4. Para o célculo do LD e LQ foi utilizado a relacdo sinal/ ruido (SBR) e a concentracao

equivalente ao sinal de fundo (BEC) para se obter a concentracdo do elemento com a

— e —
w N = O

—_
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intensidade correspondente ao fundo na linha espectral que se deseja usar, como mostram

—_
oo

as equacoes 2 e 3.

N —
[N}

N
—_

LD = (3 x RSDg x BEC) / 100 (equagdo 2)
LQ = (10 x RSDg x BEC) / 100 (equacdo 3)
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Em que RSDg = Sg/ Is, onde Sg e g sd0 0 desvio padréo e a intensidade média

w
o

do branco (n = 10); e BEC ¢ a concentracdo equivalente de fundo, que é calculado pela
razao entre a concentracdo e o SBR. (HOU; JONES, 2000).
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Tabela 4. Limite de deteccdo e quantificacdo.
Elementos LD (mg kg?) LQ (mg kg?) R2

w
~N

w W
O 0o

N
o

Cu 0,1 0,3 0,9999

NN N
WN =

Fe 0,2 0,6 0,9999

AN DN
o Ul M

Zn 0,001 0,004 0,9997
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[o BN

N
O

[S,NS,]
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Andlise estatistica

1o U1 Ul
A WN

Todas as analises foram realizadas em triplicata. A Anélise de Variancia

Ul Ul
N o

(ANOVA), teste t Student e o teste de Tukey a 5% de probabilidade foram usados para
comparar as médias dos resultados.
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o
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Determinacéo de Cu, Fe e Zn nas fracdes lipidica, proteicas e no residuo

Os teores de Cu, Fe e Zn nas fragdes lipidicas, fracdes proteicas e no residuo
estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Concentrac6es de Cu, Fe e Zn nas fracdes e no residuo, somatoria das fracdes
e seus respectivos desvios padrao (n = 3)

FracOes Cu (mg kg?) Fe (mg kg?) Zn (mg kg?)
Lipideo 0,2¢+0,1 0,5¢+0,1 0,07° + 0,004
Agua 3,42+0,1 8,7¢b+ 14 14,99+ 1,8
NaCl 1,6+ 0,01 8,82+0,1 3,63 + 0,03
Acido acético 2,3+ 0,2 1,8¢+ 0,01 1,1°+0,3
NaOH 0,3+ 0,1 1,06+0,1 0,86+0,2
Residuo 2,943 + 0,6 10,72+ 1,0 1,00+ 0,01
> FracOes 10,74 31,50 21,47
Digerido 10,80 32,70 22,00

Y= Somatorio. Os resultados representam médias em triplicatas. Médias indicadas por letras iguais na
mesma coluna, ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

O somatdrio dos teores de Cu, Fe e Zn em todas as fragdes (lipideos, proteinas
e residuo) foi comparado ao valor da concentracdo total dos elementos estudados

presentes no camapu. O teste t Student mostrou que os resultados ndo apresentam
diferencas significativas entre si.

Pode ser observado que na maioria das frac@es, o Fe estd em maior quantidade
quando comparado ao Cu e Zn.

Na fracdo lipidica, todos os elementos estudados foram encontrados em baixas

concentragdes. Essa associacdo de ions metalicos com os lipideos pode ser explicada pela
presenca de compostos de sulfolipideos e fosfolipideos. O primeiro composto €

https://mc04.manuscriptcentral.com/qn-scielo
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constituido de dois &cidos graxos, galactose e um grupo sulfonato. Por outro lado, os

fosfolipideos contém uma molécula de glicerol, duas cadeias de acido graxo, aléem de um
grupo fosfato (SZPUNAR, 2000; MORENO et al., 2004). Os grupos sulfonato e fosfato

sdo polares, logo possuem cargas negativas que sdo capazes de interagir com cétions
(TRINDADE, 2010), como Cu, Fe e Zn, elementos de interesse nesse estudo.

Cobre, ferro e zinco foram encontrados nas fragcdes proteicas extraidas com
NaCl e &cido acético. Nessas fragcdes, o Cu apresentou teores de 1,6 mg kg™ e 2,3 mg

kg1, respectivamente. Niveis altos de Fe (8,8 mg kg1) foram encontrados associados a
proteina globulina, enquanto baixos niveis desse elemento (1,8 mg kgt foram estavam

associados a proteina glutelina-1. Por outro lado, o maior teor de zinco (3,6 mg kg) foi
encontrado na fracdo das globulinas.

Segundo Anderson e Porath (1986), ions metalicos como Fe3*, Co?*, Ni?*,

Cu?*, Zn 2+, Al 3*e Ca?* geralmente tém capacidade de interagir com proteinas, por
apresentarem carater acido intermediario.

Os resultados mostraram que a maior quantidade de Cu e Zn foi proveniente da
extracdo com a agua, indicando que esses elementos podem estar associados a proteina

albumina, visto que esse extrator é responsavel por extrair preferencialmente a albumina.
Na extracdo utilizando solucdo de NaOH foi observado um elevado teor de Fe (1,0 mg

kg1) associado as glutelinas-2 quando comparado ao cobre (0,3 mg kgt) e zinco 0,8 mg
kgl

O residuo final resultante da extracdo sequencial apresentou um elevado teor de
Fe (10,7 mg kg1) quando comparado as fracdes proteicas estudadas e aos lipideos. Isso

pode ser devido ao ferro estar ligado a uma proteina diferente das proteinasestudadas e, ainda,

em outra substancia que nao seja proteina. Diante disso, a utilizacdo de outros extratores
que possam extrair uma proteina diferente das estudadas se faz necessaria para identificar

a presenca desse elemento.
Comparando-se a distribuicdo do zinco com os demais elementos estudados,

pode ser observado que esse elemento foi obtido em maior concentragcdo na fragédo
extraida com a agua, ou seja, associado as albuminas. Bittencourt et al. (2012) encontrou

Cu associado as albuminas, enquanto Fe e Zn estavam associados as glutelinas-2 em
sementes de trigo.Xavier et al. (2019) determinaram a bioacessibilidade de Fe e Zn

associadas as proteinas de castanha de caju e encontraram Fe e Zn ligado a alguns grupos
de proteina comoalbumina, globulina e glutelina.
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Exatidao do procedimento analitico

A exatiddo do procedimento foi avaliada pelo método de adicdo e recuperacao
e as recuperacdes obtidas variaram de 99,8 a 104, 6% (Cu), 100,8 a 102,9 % (Fe) e de

98,3 a 101,4% (Zn) Esses valores obtidos mostram que 0s teores recuperados séo

aceitaveis e permitem concluir que a analise realizada por ICP-OES esta adequada.

Eficiéncia do procedimento de preparo de amostras

As recuperac@es encontradas na avaliacdo da eficiéncia do procedimento de
preparo das amostras variaram de 91,9 a 107,9 % (Cu), 88,3 a109,6 % (Fe) e 94,2 a 101,2

% (Zn). Diante desses resultados pode-se inferir que ndo houve perdas dos analitos

durante o procedimento de preparo de amostras.

Teor de proteina total

As concentracOes das proteinas foram calculadas a partir da equacédo da reta e

o coeficiente de correlacdo (R) foram iguaisay =0,0011x + 0,0919. A curva de calibracdo
obtida apresentou o coeficiente de correlacdo (R) igual a 0,9973. Os teores de proteinas
obtidos estdo apresentadas na Tabela 6.

Tabela 6. Concentracdo total de proteinas (mg kg1) nas fracdes proteicas de camapu e
seus respectivos desvios-padrdo (n = 3)

Fracoes Concentracdo (mg kg1)
Agua (Albumina) 5,74 +0,10
NaCl (Globulina) 0,28 + 0,01
Acido acético (Glutelina 1) 4,46 0,20
NaOH (Glutelina 2) 0,46 + 0,02

Fonte: o autor.

A utilizacdo da &4gua a 60 °C e dos reagentes extratores NaCl, &cido acético e
NaOH promove a extragdo de proteinas dos grupos da albumina, globulina, glutelina-1 e

glutelina-2, respectivamente.
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Pode ser observado que a maior concentracdo das proteinas foi encontrada no

extrator de dgua a 60 °C (5,74 mg kg1), seguida do acido acético (4,46 mg kg?). Os
menores teores foram encontrados nos extratores NaOH (0,46 mg kg1) e NaCl (0,28 mg

kg1).
Bittencourt et. al. (2012) afirmaram que a quantificacdo de proteinas totais

depende da metodologia adotada e da composi¢do quimica da amostra. Desse modo, a
escolha do método a ser utilizado é de suma importancia, levando em consideragdo a

sensibilidade, natureza dos constituintes da amostra e o grau de confiabilidade nos

resultados obtidos devido aos interferentes da amostra e do método escolhido.

CONCLUSAO

Este estudo mostrou que o camapu € rico em elementos essenciais, apresentando
grande importancia para 0 consumo humano ja que 0 nosso organismo necessita de

nutrientes essenciais para um bom funcionamento. Além disso, desperta o interesse em
estudar as metaloproteinas. Cobre, ferro e zinco foram encontrados associados as

albuminas, globulinas, glutelinas-1 e glutelinas-2. Os elementos estudados também foram
encontrados na fracdo lipidica. A identificacdo e a quantificacdo de Cu, Fe e Zn nas

diferentes fracGes de proteinas é apenas uma etapainicial para a caracterizacdo das
metaloproteinas em camapu. Estudos sobre a biodisponibilidade sdo necessarios para

verificar a quantidade desses nutrientes que pode ser absorvida pelo organismo.Futuros
estudos devem ser realizados usando outras técnicas de separagdoa fim de identificar as

possiveis espécies desconhecidas e comparar qual o método é mais eficiente para o

fracionamento e quantificacdo das proteinas. Esse estudo contribuiu para um melhor
entendimento sobre as metaloproteinas e quimica elementar presente em camapu.
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Resposta aos revisores

Revisor 1:

-Na forma como esta, o manuscrito tem um apelo mais forte e informacdes
relevantes na area de alimentos. Com respeito ao aspecto da Quimica
Analitica, ndo ha nenhuma novidade em relacéo aos trabalhos ja publicados na
literatura, uma vez que o fracionamento de metais ligados a proteinas & bem
conhecido, assim como os métodos de preparo de amostras e determinacéo
dos elementos em questdo. O aspecto novo esta relacionado a aplicagdo em
camapu, o0 que seria do interesse da area de alimentos, como mencionado
acima. Mesmo assim, o forte aspecto regional deste fruto pode ndo despertar
tanto interesse da comunidade cientifica, a ndo ser que ela seja encontrada
também em outros locais no Brasil ou no mundo. Neste caso, esta informacao
deveria estar contemplada na Introducao.

R: Os autores alteram o texto (pagina 3, linhas 21 — 24).

- Pagina 4 (ultimo paragrafo da introducdo): Este paragrafo tem muitas
informacdes e poderia ser resumido na forma de uma tabela, o que facilitaria a
leitura e comparacéao entre os trabalhos.

R: Os autores alteram o texto (Pagina 4, linha 7-24).

- Tabela 1: substituir “fluxo de amostra” por “vazdo de amostra”.
R: A informacéo foi inserida (Tabela 1).

- Tabela 1: os comprimentos de onda dos elementos devem ser informados
com a resolucao fornecida pelo instrumento.

R: A informacéo foi inserida (Tabela 1).

- Tabela 1: Qual a razéo para usar vista radial para Cu e Fe? Existem
instrumentos que néo dispde desta opgao. Se for pela alta concentracao, basta
diluir a amostra.

R: A vista radial foi utilizada pois as linhas espectrais correspondentes se
mostraram mais adequadas, com melhores recuperacbes para os analitos
estudados. Como o instrumento dispde dessa opcéo, a otimizacéo foi feita e
indicada pelo préprio equipamento.

- P&gina 6, linha 40: precisa ser feita uma descricdo mais detalhada das
amostras, procedimento de amostragem e numero de amostras usadas no
trabalho.

R: Os autores alteram o texto (Pagina 6, linha 19-21).



- Pagina 7, Digestdo das amostras: citar uma referéncia em relacdo as
condi¢cBes experimentais. As amostras usadas na decomposicao foram as que
passaram pelo processo de extragéo lipidica?

R: Sim. As amostras digeridas foram as mesmas que passaram pelo processo
de extracao de lipideos. Os autores alteraram o texto (pagina 7, linha 11).

- Pagina 8, linhas 26: a fracao lipidica foi digerida nas mesmas condicdes da
Tabela 2? A decomposicdo foi eficiente usando HNO3 diluido a 180 °C? E
muito importante verificar essa informacéao.

R: Sim. Os lipideos foram digeridos conforme o programa de aquecimento
descrito na tabela 2. A auséncia de residuos ao final da digestao permitiu inferir
gue nao houve perdas de eficiéncia nesse processo. Além disso, outros
estudos na literatura utilizaram metodologia semelhante a usada neste estudo,
utilizando &cido nitrico diluido para frutas da regido Amazoénica (Alves et. al.
Mineral Composition of Amazonian Fruits by Flame Atomic Absorption
Spectrometry Using Multivariate Analysis, Biological Trace Element Research,
v. 189, p. 259-266, 2019).

- Pagina 8, Extracdo sequencial das proteinas: foi feito algum balanco de
massa somando as fracdes proteicas e comparando com o total de proteinas?

R: Nao. O balanco de massa foi realizado entre as quantidades dos elementos
presentes nas fracdes proteicas e a quantidade total desses elementos no
digerido.

- Pagina 9, linhas 36-42: ensaio de recuperacdo da forma que foi feito nédo
garante uma avaliagdo confiavel da exatiddo. Recomenda-se a comparagéo
com outro método ou anélise de material de referéncia certificado.

R: De acordo com referéncias na area, o uso de adicao/recuperagdo é
permitido na auséncia de materiais de referéncia especificos (IUPAC).

- Pagina 9, determinacdo de proteina total: usar unidade de concentragdo em
mg L2

R: Os autores alteraram o texto (pagina 9, linha 30-31).


https://link.springer.com/journal/12011

- Paginas 10 e 11: a discussdo com a simples comparacdo com a literatura é
pouco consistente, uma vez que na literatura foram analisadas amostras
diferentes.

R: Nao ha trabalhos na literatura que usam o camapu como amostra, entao foi
feita a comparacdo com frutos da mesma familia que o camapu, como o tomate
e a beringela.

Os autores modificaram o texto, pagina 12 (17-27)

- Pagina 11, Avaliacdo estatistica: esse item precisa ser descrito na parte
experimental.

R: Os autores alteraram o texto (pagina 10, 21-26).

- Pagina 14, Exatidao do procedimento analitico: da forma como esse ensaio
foi feito, esperava-se que a recuperacdo fosse da ordem de 100%. Ver
comentario anterior a respeito desse assunto.

R: Todos os analitos estiveram de acordo com a faixa de recuperacao aceitavel
conforme legislacdo, ou seja, entre 80 e 120% (ANVISA, 2017). O texto foi
alterado (pagina 15, 5-11).

- Concluséo: esta superficial (e similar a um resumo) e precisa ser revisada.

R: Os autores alteraram o texto (pagina 15, 17-24).

Revisor 2

Abstract

1. Mude 0.05 mol L-1) sodium hydroxide by 0.05 mol L-1 sodium hydroxide).

R: Os autores alteraram o texto, pagina 2, linha 7.

2. Mude cavity microwave oven by cavity-microwave oven

R: Os autores alteraram o texto, pagina 2, linha 8.

3. Mude All analyzed analytes were found in the protein fractions. Por: All the
elements were determined in the protein fractions.

R: Os autores alteraram o texto, pagina 2, linhas 10-11.

4. The residue presented higher iron content. Higher Cu and Zn contents were

found associated with albumin. This sentence is weird and should be revised
as it was found higher content for all the elements.



R: Os autores alteraram o texto, pagina 2, linhas 12-13.

5. The total protein concentration determined in each protein fraction was 5.74
mg kg-1 (albumins), 0.28 mg kg-1 (globulins), 4.46 mg kg-1 (glutelins 1), and
0.46 mg kg-1 (glutelins 2). This study showed that the elements studied in
camapu were found associated to proteins albumin, globulins, glutelinsl, and
glutelins 2. As informacdes estao repetidas nas duas sentencas e a frase deve
ser reescrita em uma unica.

R: Os autores alteraram o texto, pagina 2, 13-16.

Introducéo

1. A referéncia citada estd incorreta e deve ser revista.
Segundo Bittencourt et al. (2019), o consumo regular de frutas € apontado pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) como um importante fator de protecéo e
de prevencao das doencas crbénicas ndo transmissiveis (DCNT).

R: Os autores alteraram o texto, pagina 3, linha 16.

2. A frase: Estudos recentes na literatura tém evidenciado a importante
associagao entre o] consumo adequado.....
Este tipo de frase deve ser seguido de referencial bibliografica e no texto nao
aparece nenhuma. Entdo, sugiro a incorporacdo de referéncias.

R: Os autores alteraram o texto, pagina 3, linha 12-16.

3. Linha 33: in natura deve ser em italico.

R: Os autores alteraram o texto, pagina 3, linha 18.

4. O texto da pagina 1, da linha 40 até o paragrafo que termina na pagina 2,
linha 5, deve ser revisto e reescrito.

R: Os autores alteraram o texto, pagina 3, linha 25-33; pagina 4, linha 1-2.

Parte experimental

1. Pagina 5, linha 3: As amostras foram pesadas em uma balanca analitica com
precisdo de até quatro casas decimais (0,0001 g). Trocar por: As amostras
foram pesadas em uma balanca analitica.

R: Os autores alteraram o texto, pagina 5, linha 3.



2. P&gina 6, linha 22: Para o procedimento de extracdo sequencial das
proteinas foram usadas as seguintes solugcfes extratoras: agua ultrapura, NaCl
(Neon Comercial, SP, Brasil), acido acético (Exodo Cientifica, SP, Brasil) e
NaOH (Exodo Cientifica, SP, Brasil). O termo solucdo extratora nio esta
correto nessa sentenca, pois se sao solucbes deveriam aparecer as
concentragfes. Acredito que aqui 0os autores deviam usar o termo reagentes.
Acetona 80% (v v-1) deveria ser colocada junto ao paragrafo anterior se for
mantido o termo solucao.

R: Os autores alteraram o texto, pagina 6, linha 12-15.

3. Na Tabela 2, os autores deveriam substituir o termo Ambiente* pela
temperatura registrada no equipamento, pois a temperatura ambiente varia
grandemente nas diferentes regides do Brasil.

R: Os autores alteraram o texto, Tabela 2.

4. Pagina 8, linha 19: centrifugado por 10 min & 3800 rpm. Neste caso ndo se
usa crase

R: Os autores alteraram o texto, pagina 8, linha 7.

5. Pagina 8, linha 34: ao descrever o procedimento de extracdo, 0os autores ndo
deixaram claro qual procedimento foi adotado entre as solucbes extratoras. As

solugdes foram adicionadas diretamente sobre a amostra ou foi realizada uma
etapa de limpeza entre as extracfes?

R: Os autores alteraram o texto, pagina 8, linha 25-26.

Resultados e discussao

1. ICP OES nao € uma técnica hifenada, portanto ndo deve ser escrito como
ICP-OES.

2. A Tabela 4 e sua discusséao deveria vir antes da Tabela 3, apresentacdo dos
resultados.

R: Os autores alteraram o texto (Tabela 3 e 4).

- A concluséo deve ser reescrita procurando nao repetir o que foi dito no item



resultados e discussao, mas destacando os principais avangos alcan¢cados no
trabalho.

R: Os autores alteraram o texto (pagina 15, 17-24).

Revisor 3

- Abstract, linha 17: observar espacamento no trecho “in the protein fractions.
Levels of Cu, Fe, and,Zn ranged from 0.07 to 0.5 mg kg-1 were”.

R: Os autores alteraram o texto (pagina 2, linha 11-12).

- Introducdo, pg 3, linha 52: “Sendo assim, algumas proteinas tendem ser
soluveis”, alterar para “tendem a ser”.

R: Os autores alteraram o texto (pagina 3, linha 32).

- Introducéo, pg 4, linha 9: “importante na atividade bioldgica do corpo humano.
Esses ions estdo ligados a proteinas” alterar para “ligados a proteinas”.

R: Os autores alteraram o texto (pagina 4, linha 4).

- Introducéo, pg 4, linha 31: “diferentes metais (Cu, Fe, Mn e Zn) associados as
proteinas. Xavier et. al. (2019),” alterar para “associados as proteinas”.

R: Os autores alteraram o texto (Tabela 1).

- Introducgao, pg 4, linha 39: “a distribuicdo de constituintes inorganicos em acai,
bacuri e cupuacu, onde foi encontrado” alterar para “onde foram encontrados”.
R: Os autores alteraram o texto (Tabela 1).

- Parte experimental, pg 5, linha 27: “Thermo Scientific, USA” alterar para
“EUA”.

R: Os autores alteraram o texto (Pagina 5, linha 17).

- Parte experimental, pg 5, linha 29: “As condi¢des operacionais do ICP-OES
alterar para “operacionais do equipamento de ICP-OES” ou “operacionais da
ICP-OES”.

R: Os autores alteraram o texto (pagina 5, linha 18 -19).



- Tabela 1: 1,15 kW? Alterar para k (letra mindscula).

R: Os autores alteraram o texto (Tabela 2).

- Tabela 2: Qual é a diferenca entre as etapas 1 e 2? Qual o tempo de aumento
da temperatura (rampa)? Qual o tempo de permanéncia na temperatura
ajustada?

R: A etapa 1 corresponde a rampa e a etapa 2, corresponde ao patamar. As
etapas foram rampa de 15 minutos para chegar & 180°C, permanecendo nesta
temperatura por 15 minutos em uma poténcia de 800W.

- Parte experimental, pg 7, linha 55: Foi feita avaliacdo do teor de carbono?

R: Neste estudo, o teor de carbono nao foi avaliado.

- Parte experimental, pg 9, linhas 19-23: A eficiéncia do preparo pode ser
expressa avaliando-se parametros como acidez residual, teor de carbono de
digeridos e etc. O procedimento aqui descrito parece limitar-se a avaliacdo da
exatiddo por meio de ensaio de adicdo, que permite a verificacdo de perdas e
ou contaminagdes. Sugiro rever.

R: Os autores alteraram o texto (pagina 9, linhas 9-11).

- Parte experimental, pg 9, linha 35: Solucdes da curva de calibragdo foram
preparadas em que meio? HNO3? Agua?

R: A solugdes da curva de calibracdo foram feitas em meio a HNO3 5%.

- Parte experimental, pg 9, linha 35: Por que faixas tdo altas para calibracdo se
as cncentragdes determinadas, com base na Tabela 3, foram na faixa de ug/L?
R: As concentracdes obtidas nas amostras digeridas foram na faixa de mg/L,
convertida para mg/kg baseado na massa de amostra utilizada (resultado

apresentado na Tabela 3). A faixa analitica utilizada se mostrou adequada para
o estudo, onde as concentracdes dos analitos estiveram entre 3 e 7 mg/L.

- Resultados, pg 13, linha 15: “Niveis altos de Fe (8,8 mg kg-1) foram
encontrados associados a” alterar para “foram encontrados associados a”.

R: Os autores alteraram o texto (pagina 13, linha 17).



- Resultados, pg 13, linha 39: “Fe (10,7 mg kg-1) “quando comparado as
fracdes proteicas” alterar para “quando comparado as fragdes proteicas”.

R: Os autores alteraram o texto (pagina 13, linha 31).

- Resultados, pg 14, linhas 15-24: “Eficiéncia do procedimento de preparo de
amostras “; aqui repete-se o0 entendimento sobre eficiéncia x exatiddo. Sugiro
avaliar.

R: Os autores alteraram o texto (pagina 14, linha 13-19).

- Resultados, pg 14, linhas 54-58: Essa afirmacado tem por base protocolos de
extracdo sequenciais prévios, correto? Ao que consta neste documento, este
estudo nado fez a identificacdo seletiva de cada proteina. Sendo assim, este
paragrafo deve refletir que esta hipdtese estd sendo assumida com base na
literatura prévia.

R: Os autores alteraram o texto (Pagina 15, linha 1-4).
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Determinacéo e distribuicdo de Cu, Fe e Zn em camapu por ICP-OES
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DETERMINATION AND DISTRIBUTION OF CU, FE, AND ZN IN CAMAPU BY
ICP OES

This study aimed to determine the total contents of copper, iron, and zinc in camapu and
protein fractions by inductively coupled plasma emission spectrometry. Firstly, lipid
removal was performed using chloroform and methanol (2:1). Protein fractions were
obtained after sequential extraction using four extractors (water, 0.5 mol L™ sodium
chloride, 50% acetic acid v v and 0.05 mol L sodium hydroxide). The camapu sample
and protein fractions were digested in a cavity-microwave oven with diluted nitric acid
and hydrogen peroxide. The accuracy of the procedure was evaluated using the addition
and recovery method in the digests and protein extracts. All the elements were
determined in the protein fractions. Levels of Cu, Fe, and Zn ranged from 0.07 to 0.5
mg kg™ were found in the lipid fraction. The residue presented higher iron contente
compared to other elements. Higher Cu and Zn contents were found associated with
albumin. All elements studied were found in the protein fractions, and the total protein
concentration determined in each protein fraction was 5.74 mg kg (albumins), 0.28 mg
kg (globulins), 4.46 mg kg (glutelins 1) and 0.46 mg kg™ (glutelins 2).

Keywords: Sequential Extraction; metals; fruit; Metalloproteins; ICP OES.
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INTRODUCAO

A regido Amazonica é uma das regifes mais importantes quando se trata de
especies frutiferas no Brasil. Os frutos da floresta proporcionam nutrientes, minerais e
antioxidantes que mantém o corpo saudavel e resistente as doencas (SHANLEY;
SERRA, 2011).

As frutas sdo alimentos indispensaveis para a composi¢cdo de um padrdo
saudavel de alimentacdo, visto que esses alimentos contém baixa densidade energética e
diversos elementos essenciais para a saude, como vitaminas, minerais, fibras e outros
compostos bioativos, favorecendo a manutengdo da saude e do peso corporal (SILVA;
CLARO, 2019).

O consumo regular de frutas é apontado pela Organizacdo Mundial da Salde
(OMS) como um importante fator de protecdo e de prevencdo das doencas cronicas ndo
transmissiveis (DCNT). Estudos recentes na literatura tém evidenciado a importante
associacdo entre o consumo adequado desses alimentos e menor risco de mortalidade
por doenca cardiovascular e neoplasias (BITTENCOURT et al. 2012).

Dentre a diversidade de frutas presentes na Amazbnia tem-se a Physalis
angulata, conhecida como camapu. Nessa regido, a fruta é consumida in natura e seu
suco é utilizado como sedativo, diurético, depurativo e antirreumatico. Além disso, as
folhas sdo utilizadas no tratamento de inflamacGes vesicais, malaria, hepatites e
dermatites (DIAS et al., 2020). Embora seja encontrado com frequéncia na regiao
amazonica, o camapu também é consumido mundialmente, em diversos paises tais
como, a Colémbia, Equador, Africa do Sul, Quénia, Zimbabue, Australia, Nova
Zelandia, Havai, india, Malésia e China (RODRIGUES, 2009; NOVOA et al., 2006).

Os minerais, tais como o cobre, ferro e zinco sdo essenciais na dieta humana,
visto que exercem funcbes nutricionais e fisiologicas indispensaveis para o bom
funcionamento do organismo (HAMBIDGE, 2003; DOLAN; CAPAR, 2002). Os
microminerais presentes no organismo humano podem ser estudados a partir das
chamadas proteinas conjugadas, onde encontram-se ligados a elas os lipideos
(lipoproteinas), agucares (glicoproteinas) e metais (metaloproteinas) (TOGNON, 2012).

Algumas proteinas tendem a ser sollveis em agua pura, enquanto que outras
precisam de sais, acidos ou bases para se dissolverem. Também possuem grupos iénicos

livres ou carregados que migram em um campo elétrico. Devido a esse campo, as
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proteinas se combinam com reagentes i0nicos, resultando algumas vezes em compostos
insoliveis (CANTAROW,; SCHEPARTZ, 1969).

De acordo com Gao et. al. (2007), os ions metéalicos desempenham um papel
importante na atividade biologica do corpo humano. Esses ions estéo ligados a proteinas
ou enzimas especificas as quais exercem seus efeitos como parte inerente do centro
ativo ou estrutural das proteinas.

Alguns estudos tem sido encontrados na literatura envolvendo procedimentos de
extracao sequencial de proteinas em diferentes matrizes. Kwon et. al. (1996), realizaram
o fracionamento e a caracterizacdo de proteinas de coco e observaram que albuminas e
globulinas eram predominantes nas fracdes de proteinas. Por outro lado, Naozuka et. al.
(2007), determinaram Cu, Fe, Mn e Zn em extratos de castanha do Brasil, semente de
cupuacu e polpa de coco usando extracao sélido-liquido e espectrometria de absorcao
atdbmica com atomizacao eletrotérmica.

A determinacédo dos teores de Fe, Mn e Zn nas fracdes proteicas e conteudo total
de proteinas em amostras de sementes de trigo e soja foi proposto por Bittencourt et al.
(2012). Os autores destacaram a extracdo sequencial como método na eficaz na
obtencdo de fracGes contendo diferentes classes de proteinas e metais associados as
proteinas.

Teores de Fe e Zn obtidos em amostras de castanha de caju apds extracdo e
posterior precipitacdo de proteinas a base de acetona forneceu informacdes a respeito da
bioacessibilidade desses elementos ligados a alguns grupos de proteinas, como
albumina, globulina e glutelina (XAVIER et. al., 2019).

Em um estudo envolvendo a distribuicdo de constituintes inorganicos em frutas
regionais da Amazoénia (acai, bacuri e cupuacu) foram encontrados teores de Cu, Fe e
Zn associados as proteinas (TRINDADE, 2010).

Sendo assim, este estudo teve como objetivo a caracterizagcdo elementar e
proteica em camapu (Physalis angulata) a partir da determinacdo de Cu, Fe e Zn nos
digeridos, fragdo lipidica, fracdo proteica, residuo da extracdo sequencial e do teor de

proteinas presentes no camapu.

PARTE EXPERIMENTAL

Instrumentacéo
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Um liofilizador (L100 Liotop, Sdo Carlos, SP, Brasil) foi utilizado no processo
de secagem das amostras até massa constante.

As amostras foram pesadas utilizando uma balanca analitica.

Um moinho criogénico (Spex, 6770 Freezer/Mill, EUA) foi usado para
pulverizar as amostras a fim de obter melhor representatividade.

Para a separacdo das fragdes proteicas foi usada uma centrifuga (Quimis, Sdo
Paulo, Brasil).

Um agitador do tipo Vortex (Quimis, S&o Paulo, Brasil) e um banho
termostatico com agitacdo (Q226M2, Quimis, Sado Paulo, Brasil) foram usados para a
extracdo das proteinas presentes na amostra.

Um forno de micro-ondas com cavidade foi utilizado para a digestdo das
amostras (START E, Milestone, Sorisole, Italia).

Para a determinacdo do teor de proteinas totais foi utilizado um
espectrofotometro UV-Vis (Thermo Scientific, EUA) de feixe simples com caminho
Gtico de 1 cm.

A determinacdo de Cu, Fe e Zn nos digeridos de camapu foi realizada usando
um espectrébmetro de emissdo 6ptica com plasma acoplado indutivamente ICP OES
(iCAP 6500, Thermo Scientific, EUA). O géas utilizado para a manutencdo do plasma
foi argbnio de pureza 99,999% (Velox gas, Ananindeua, Pard). As condicdes

operacionais do equipamento de ICP OES estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Condi¢6es operacionais para a determinacdo de Cu, Fe e Zn por ICP OES.

Parametros Condicbes Operacionais
Poténcia de radio frequéncia 1,15 kw
Vazio do Plasma 12 L mint
Vazdo do gas auxiliar 0,5 L min?
Vazio do nebulizador 0,5 L mint
Vazdo de amostra 1,0 mL min?
Nebulizador Concéntrico
Cémara de nebulizacéo Ciclénica
Visao Axial (a); Radial (b)
Elementos (A/nm) Cu (324,754 1) ®, Fe (238,204 11) ®, Zn (202,548 11) 2

I: Linha atbmica; Il: Linha ibnica; a: axial; b: radial.
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Reagentes, solucdes e amostras

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico. Todas as dilui¢cbes foram
realizadas utilizando agua ultrapura (resistividade 18,2 MQ.cm) obtida a partir de um
sistema de purificacdo Synergy-UV (Millipore, Bedford, EUA). As solucdes analiticas
de referéncia de Cu, Fe e Zn para o ICP-OES foram preparadas a partir da diluicdo
adequada da solucdo padrdo monoelementar contendo 1000 mg L (Sigma, EUA) de
cada elemento.

A extracdo da fase lipidica das amostras de camapu foi realizada utilizando-se
uma mistura de cloroférmio (Quimex, SP, Brasil) e metanol (Exodo Cientifica, SP,
Brasil).

Acido acético 50% v v (Exodo Cientifica, SP, Brasil), NaCl (Neon Comercial,
SP, Brasil) e NaOH 0,05 mol L (Exodo Cientifica, SP, Brasil) foram utilizados no
preparo de solucbes para o procedimento de extracdo sequencial das proteinas. Acetona
80% (v v1) foi utilizada para a precipitacdo das proteinas totais.

A digestdo 4cida foi realizada utilizando &cido nitrico (Neon Comercial, SP,
Brasil) previamente purificado utilizando um sistema de subdestilacdo (Berghof,
modelo BSP 929-1V, Alemanha) e peroxido de hidrogénio 30% m/m (Neon Comercial,
SP, Brasil).

Para a determinacdo das proteinas totais foi utilizada uma mistura do corante de
Comassie Brilliant Blue com alcool etilico concentrado e acido fosforico 85% (v v?).

Neste estudo foram utilizadas amostras de camapu adquiridas no municipio de
Ananindeua-PA. As amostras foram coletadas diretamente da planta e armazenadas em
sacos plasticos com vedacdo para evitar contaminacdo. Posteriormente, foram levadas

ao laboratorio para iniciar o procedimento de preparo de amostras.

Procedimento Analitico

Preparo da amostra
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Os frutos de camapu foram submetidos ao procedimento de lavagem com agua
desionizada para a retirada de impurezas, e em seguida a polpa foi transferida para
frascos previamente descontaminados. A amostra foi congelada, liofilizada e pulverizada
em moinho criogénico usando um programa com duas etapas de 2 min e uma etapa
entre os ciclos de 5 min e em seguida as amostras foram transferidas para frascos de

polietileno e armazenadas em um dessecador.

Digestdo das amostras

O processo de digestdo acida das amostras foi realizado de acordo com o
procedimento proposto por Alves et. al. (2019) com modificagdes. Uma massa de
aproximadamente 0,25 g de amostra foi pesada em triplicata (n = 3) e em seguida 4 mL
de acido nitrico (7 mol L %), 2 mL de H202 (30%, m m™) e 2 mL de agua ultrapura
foram adicionados. Apds a digestdo, a solucdo obtida foi diluida com agua ultrapura até
completar um volume de 15 mL. O programa de aquecimento do micro-ondas usado na

digestdo das amostras de camapu esté apresentado na Tabela 2.

Tabela 2. Programa de aquecimento do forno de micro-ondas.

Tempo Temperatura Poténcia
Etapa )
(min) (°C) (W)
1 15 180 800
2 15 180 800
3* 50 Ambiente* 0

*Etapa de ventilacdo (Aproximadamente 25°C).

A acidez final dos digeridos foi determinada por titulacdo e ajustada para 5%
para a posterior determinacdo de Cu, Fe e Zn por ICP-OES. Os parametros

instrumentais apresentados na Tabela 2.

Procedimento de extracéo sequencial

Remocéo de lipideos
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No processo inicial de extracdo sequencial foi realizada a remocao dos lipideos
presentes no camapu. Cerca de 3,0 g da polpa seca de camapu previamente moida foi
pesada em frascos volumétricos em triplicata (n = 3). Inicialmente, um volume de 30
mL de solugdo extratora de cloroférmio e metanol (2:1 v v!) foi adicionada. O frasco
volumétrico contendo a mistura foi submetido a agitacdo por vortex durante 15 min e
centrifugado por 10 min a 3800 rpm. A separacdo do sobrenadante (fracdo lipidica) foi
feita por filtracdo simples. O solido (fracdo sem lipideos) foi seco em estufa a uma
temperatura de 30 °C por 20 min. Em seguida, a polpa de camapu sem lipideos foi
submetida ao procedimento de extracdo sequencial de proteinas. A fracdo lipidica foi
armazenada em freezer para posterior digestdo e analise conforme o procedimento de

digestdo da Tabela 2.

Extracdo sequencial das proteinas

O procedimento de extracdo sequencial foi adaptado de Kwon et. al. (1996) e
Naozuka et. al. (2007). Aproximadamente 1,0 g da fracdo da amostra sem lipideos foi
pesada em triplicata (n = 3) em frascos volumétricos. Em seguida, a amostra foi
submetida ao processo de extracdo sequencial empregando as seguintes solucdes: agua
ultrapura (albuminas), solugdo aquosa de NaCl 0,5 mol L (globulinas), solugio de
acido acético 50% (glutelinas-1) e NaOH 0,05 mol L (glutelinas-2). A cada etapa
foram adicionados 20 mL de cada solucdo extratora e a mistura foi mantida sob agitacao
por vortex durante 30 min. Apos esse periodo, as misturas foram centrifugadas por 10
min a 3800 rpm e separado o sobrenadante por filtracdo simples. As fracdes proteicas
obtidas foram armazenadas em freezer para posterior analise. Entre cada etapa de
extracao, o residuo resultante foi lavado com agua ultrapura e a solucéo de lavagem foi
descartada. Apos a extragdo sequencial, as fragdes proteicas obtidas foram precipitadas
com 20 mL de solugdo de acetona 80% (v v') a -14 °C durante 30 min. Apos a
precipitacdo, os frascos foram deixados a temperatura ambiente para evaporacdo do
solvente. As proteinas precipitadas foram submetidas a digestdo acida conforme

procedimento realizado para amostra e posterior analise.
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Digestdo &cida das fragdes proteicas e dos residuos obtidos no procedimento de

extracgdo sequencial

As fracOes proteicas e o residuo obtidos proveniente do procedimento de
extracdo sequencial foram digeridos pelo procedimento de digestdo acida apresentado
na Tabela 2. Ao final da digestdo, as solugdes obtidas foram filtradas por filtracdo
simples e aferidas para 15 mL com &gua ultrapura. O programa de aquecimento do
forno de micro-ondas esta descrito na Tabela 2.

A exatidao do procedimento de preparo de amostras foi avaliada pelo método de
adicédo e recuperagdo de analito, onde diferentes concentracfes dos analitos foram
adicionados previamente a digestao.

Determinacédo da concentracdo de Cu, Fe e Zn nos digeridos de camapu, fracao
lipidica, fragdes proteicas e no residuo final

Os digeridos de camapu, da fracdo lipidica, das fracdes proteicas e do residuo
foram submetidos a determinacdo de Cu, Fe e Zn por ICP OES usando curvas analiticas
preparadas em meio acido ( HNOs) 5% contendo as concentragdes de 2 a 10 mg L.

O método de adicdo e recuperacao foi realizado nos digeridos de camapu e nas
fracdes digeridas obtidas na extracdo sequencial para avaliar a exatiddo do
procedimento de anélise por ICP OES.

Nos digeridos e nas fragdes foram adicionadas concentracdes de 3,0 mg L * Cu,
50mgLtFee7,0mgL?2Zn.

Determinacéo de proteina total

Para determinacédo de proteina total nas fracGes proteicas foi usado o método de
Bradford (1976). A calibracdo do espectrofotometro foi realizada utilizando uma
solucéo estoque de albumina de soro bovino. As curvas analiticas foram construidas na
faixa de 2,0 — 20 mg L~* ap6s diluicdo adequada da solugdo estoque padrdo de albumina
contendo 200 mg L% Antes da analise, a amostra foi inicialmente submetida a leitura
de pH e posteriormente foi adicionado 0,5 mL da solucdo de NaOH 0,1 mol L em 0,5

mL de cada fragdo proteica para obter um pH na faixa de 10,0 a 11,0. Apo6s adicdo da
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solugdo de NaOH 0,1 mol L foi retirada uma aliquota de 100 pL de cada fragdo e
acrescentado 1 mL do reagente de Bradford. As amostras foram deixadas para reagir por
um periodo de 5 min. Ap6s este tempo a proteina foi quantificada por

espectrofotometria UV-VIS .

Anélise estatistica

A avaliacdo estatistica foi realizada através do software IBM SPSS, versao 28
(SPSS inc; Chicago, IL, USA) para Windows. As concentracdes dos elementos
estudados foram submetidas ao teste de Tukey (ANOVA) com nivel de confianca de
95% (p <0,05) e ao test t de student para confirmar se apresenta ou ndo significancia

estatistica que mostre a diferenca nos teores médios dos elementos entre si.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os limites de deteccdo (LD), quantificacdo (LQ) e o coeficiente de correlacdo
para a determinacdo de Cu, Fe e Zn por ICP-OES séo apresentados na Tabela 3. Para o
calculo do LD e LQ foi utilizado a relacdo sinal/ ruido (SBR) e a concentracéo
equivalente ao sinal de fundo (BEC) para se obter a concentracdo do elemento com a
intensidade correspondente ao fundo na linha espectral que se deseja usar, como

mostram  as equacodes 2 e 3.
LD = (3 x RSDg x BEC) / 100 (equacéo 2)

LQ = (10 x RSDg x BEC) / 100 (equagdo 3)

Em que RSDg = Sg / Ig, onde Sg e Iz s&o 0 desvio padrdo e a intensidade média
do branco (n = 10); e BEC é a concentra¢do equivalente de fundo, que é calculado pela
razao entre a concentracdo e o SBR. (HOU; JONES, 2000).

Tabela 3. Limite de deteccéo e quantificacéo.
Elementos LD (mg kg™ LQ (mg kg™ R?

Cu 0,1 0,3 0,9999

Fe 0,2 0,6 0,9999
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Zn 0,001 0,004 0,9997

Concentracao total dos elementos no camapu

A concentragdo total (mg kg™?) de Cu, Fe e Zn obtida no camapu por ICP-OES

esta apresentada na Tabela 4 com seus respectivos desvios-padrao.

Tabela 4. Teores médios + desvio padrdo de Cu, Fe e Zn em camapu e seus respectivos

desvio-padréo (n=3).

Elementos Camapu (mg kg™)
Cu 10,8 £0,9
Fe 32,7+14
Zn 22,0£0,9

Pode ser observado na Tabela 4 que o Fe apresentou a maior concentragéo
entre os elementos estudados, seguido de zinco e depois o cobre.

Trindade (2010) encontrou maiores teores de Fe, altos niveis de cobre e
baixas concentragdes de zinco em agai (Fe: 39,4 ug gt ; Cu: 10,5 ugg?; Zn: 20,3 ng g
1), bacuri (Fe: 46,2 ug g%; Cu: 14,6 pg g*; Zn: 6,3 pg gt) e cupuagu (Fe: 37,4 ug g
Cu:29ugg?;zn: 17,2 ng g*) quando comparado aos valores obtidos neste estudo.

Bittencourt e colaboradores (2012) encontraram teores de ferro (33 ug g*) em
sementes de trigo proximos ao valor encontrado neste estudo. Por outro lado, maiores
teores de cobre e de zinco foram encontrados por esses autores quando comparado aos
teores desses elementos no camapu.

Naozuka et al. (2007) determinaram Cu, Fe e Zn em castanha do Brasil (4,4,
8,7 e 6,9 ug g1), semente de cupuacu (0,84, 3,0 e 14 pg g1) e polpa de coco (1,1, 6,4 e
3,4 pug g1) e encontraram menores niveis de Cu, Fe e Zn quando comparado com 0s
valores obtidos para o camapu.

Xavier et al. (2019) obtiveram elevados teores de Fe (55,0 mg kg?l) e Zn
(41,0 mg kg?!) em castanha de caju quando comparado aos valores encontrados neste

estudo.

Os estudos a respeito da composicdo do camapu ainda sdo insipientes.

Entretanto, outros estudos na literatura foram realizados em frutas e hortalicas
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pertencentes a mesma familia (Solanaceae), como por exemplo, a berinjela, pimentéo,
batata e pimenta, além do tomate.

Bressy (2011) em seu trabalho quantificou, em tomate, teores menores e maiores
para Cu (4,15 pug g%) e Fe (43,3 pug g1), respectivamente e em relagdo ao Zn (20,1 pg g*
) obteve teores proximos quando comparados aos teores de Zn (22,0 mg kg™) neste
estudo. Scorsatto et al. (2017) estudaram a composic¢ao de alguns minerais presentes na
berinjela e encontraram teores de Cu (10,0 mg kg™?) e Zn (21,0 mg kgt) proximos aos
determinados neste trabalho (Cu: 10,8 mg kg* e Zn: 22,0 mg kg?). Enquanto que a
concentragio de Fe (29,0 mg. kg?) foi menor quando comparado a quantidade
encontrada neste estudo (Fe: 32,7 mg. kg™).

Determinacéo de Cu, Fe e Zn nas fracgdes lipidica, proteicas e no residuo

Os teores de Cu, Fe e Zn nas fracGes lipidicas, fracbes proteicas e no residuo

estéo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Concentracdes de Cu, Fe e Zn nas fracdes e no residuo, somatoria das fraces

e seus respectivos desvios padrao (n = 3)

Fracdes Cu (mg kg?) Fe (mg kg?) Zn (mg kg™)
Lipideo 0,2°+0,1 0,5¢+0,1 0,07° + 0,004
Agua 3,42+0,1 8,7 + 1,4 14,98+ 1.8
NaCl 1,6 + 0,01 8,82+0,1 3,6+ 0,03
Acido acético 2,38 +0,2 1,8+ 0,01 1,1°+0,3
NaOH 0,3°+0,1 1,0°+0,1 0,8°+0,2
Residuo 2,94 + 0,6 10,78+ 1,0 1,0°+0,01
S Fracdes 10,74 31,50 21,47
Digerido 10,80 32,70 22,00

>'= Somatdrio. Os resultados representam médias em triplicatas. Médias indicadas por letras iguais na
mesma coluna, ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
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O somatorio dos teores de Cu, Fe e Zn em todas as fracbes (lipideos,
proteinas e residuo) foi comparado ao valor da concentracdo total dos elementos
estudados presentes no camapu. O teste t Student mostrou que os resultados nao
apresentam diferencas significativas entre si.

Pode ser observado que na maioria das fragdes, o Fe estd em maior
quantidade quando comparado ao Cu e Zn.

Na fracdo lipidica, todos os elementos estudados foram encontrados em
baixas concentracdes. Essa associacdo de ions metalicos com os lipideos pode ser
explicada pela presenca de compostos de sulfolipideos e fosfolipideos. O primeiro
composto é constituido de dois acidos graxos, galactose e um grupo sulfonato. Por outro
lado, os fosfolipideos contém uma molécula de glicerol, duas cadeias de acido graxo,
além de um grupo fosfato (SZPUNAR, 2000; MORENO et al., 2004). Os grupos
sulfonato e fosfato séo polares, logo possuem cargas negativas que sdo capazes de
interagir com céations (TRINDADE, 2010), como Cu, Fe e Zn, elementos de interesse
nesse estudo.

Cobre, ferro e zinco foram encontrados nas fragfes proteicas extraidas com
NaCl e acido acético. Nessas fracdes, o Cu apresentou teores de 1,6 mg kg? e 2,3 mg
kg™, respectivamente. Niveis altos de Fe (8,8 mg kg™*) foram encontrados associados a
proteina globulina, enquanto baixos niveis desse elemento (1,8 mg kg™ foram estavam
associados a proteina glutelina-1. Por outro lado, 0 maior teor de zinco (3,6 mg kg™?) foi
encontrado na fracéo das globulinas.

Segundo Anderson e Porath (1986), ions metalicos como Fe3*, Co?*, Ni?",
Cu?*, Zn 2*, Al 3* e Ca?* geralmente tém capacidade de interagir com proteinas, por
apresentarem carater acido intermediario.

Os resultados mostraram que a maior quantidade de Cu e Zn foi proveniente
da extracdo com a agua, indicando que esses elementos podem estar associados a
proteina albumina, visto que esse extrator é responsavel por extrair preferencialmente a
albumina.

Na extragéo utilizando solugdo de NaOH foi observado um elevado teor de Fe (1,0 mg

kg?) associado as glutelinas-2 quando comparado ao cobre (0,3 mg kg?) e zinco 0,8 mg
1

kg™.
O residuo final resultante da extracdo sequencial apresentou um elevado teor de

Fe (10,7 mg kg™?) quando comparado as fracdes proteicas estudadas e aos lipideos. Isso
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pode ser devido ao ferro estar ligado a uma proteina diferente das proteinas estudadas e,
ainda, em outra substancia que ndo seja proteina. Diante disso, a utilizacdo de outros
extratores que possam extrair uma proteina diferente das estudadas se faz necessaria para
identificar a presenca desse elemento.

Comparando-se a distribuicdo do zinco com os demais elementos estudados,
pode ser observado que esse elemento foi obtido em maior concentragdo na fragdo
extraida com a agua, ou seja, associado as albuminas. Bittencourt et al. (2012)
encontrou Cu associado as albuminas, enquanto Fe e Zn estavam associados as
glutelinas-2 em sementes de trigo. Xavier et al. (2019) determinaram a bioacessibilidade
de Fe e Zn associadas as proteinas de castanha de caju e encontraram Fe e Zn ligado a
alguns grupos de proteina comoalbumina, globulina e glutelina.

Exatid&do

A exatidao do procedimento foi avaliada pelo método de adicdo e recuperacao
e as recuperacdes obtidas variaram de 99,8 a 104, 6% (Cu), 100,8 a 102,9 % (Fe) e de
98,3 a 101,4% (Zn). Para todos analitos, as recuperacdes estiveram de acordo com a
faixa de recuperagdo aceitavel de 80% - 120%, indicando uma boa exatiddo do
procedimento analitico (ANVISA, 2017).

As recuperacdes encontradas para a exatiddo do procedimento de preparo das
amostras variaram de 91,9 a 107,9 % (Cu), 88,3 a 109,6 % (Fe) e 94,2 a 101,2 % (Zn).
Diante desses resultados pode-se inferir que ndo houve perdas dos analitos durante o
procedimento de preparo de amostras.

Teor de proteina total

As concentracOes das proteinas foram calculadas a partir da equacéo da reta e
0 coeficiente de correlagédo (R) foram iguais a y = 0,0011x + 0,0919. A curva de
calibracdo obtida apresentou o coeficiente de correlacdo (R) igual a 0,9973. Os teores de
proteinas obtidos estdo apresentadas na Tabela 6.

Tabela 6. Concentracdo total de proteinas (mg kg™?) nas fragGes proteicas de camapu e
seus respectivos desvios-padrdo (n = 3)

FracOes Concentragio (mg kg?)

Agua (Albumina) 574 +0,10
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NaCl (Globulina) 0,28 £0,01
Acido acético (Glutelina 1) 4,46 + 0,20
NaOH (Glutelina 2) 0,46 £ 0,02

Fonte: o autor.

Baseado em estudos prévios da literatura, a utilizacdo da agua a 60 °C e dos
reagentes extratores NaCl, &cido acético e NaOH promove a extracdo de proteinas dos
grupos da albumina, globulina, glutelina-1 e glutelina-2, respectivamente (KWON et al.,
1996; NAOZUKA et al., 2007; TRINDADE, 2010).

Pode ser observado que a maior concentracdo das proteinas foi encontrada no
extrator de agua a 60 °C (5,74 mg kg?), seguida do &cido acético (4,46 mg kg™?). Os
menores teores foram encontrados nos extratores NaOH (0,46 mg kg™) e NaCl (0,28 mg
ko).

Bittencourt et. al. (2012) afirmaram que a quantificacdo de proteinas totais
depende da metodologia adotada e da composi¢do quimica da amostra. Desse modo, a
escolha do método a ser utilizado é de suma importancia, levando em consideracao a
sensibilidade, natureza dos constituintes da amostra e o grau de confiabilidade nos
resultados obtidos devido aos interferentes da amostra e do método escolhido.

CONCLUSAO

O procedimento proposto para extragdo sequencial foi adequado para a
determinacdo de Cu, Fe e Zn associados as metaloproteinas estudadas. A identificacéo e
a quantificacdo dos analitos nas diferentes fracfes de proteinas é apenas uma etapa
inicial para a caracterizacdo das metaloproteinas em camapu. Estudos complementares
sobrea biodisponibilidade sdo necessarios para verificar a quantidade desses nutrientes
que pode ser absorvida pelo organismo. Os teores de Cu, Fe e Zn associados as
proteinas encontrados no camapu confirmaram que este fruto apresenta-se com uma

fonte rica de minerais essenciais importantes para o organismo humano.
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