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RESUMO - Para a comercializacdo do pescado proveniente da piscicultura em boas condi¢cfes
de higiene é necessario um rigoroso controle de qualidade. O “pré-rigor” e “rigor mortis” sdo fases
importantes para o monitoramento da acdo das enzimas e dos microrganismos. Uma das
ferramentas para avaliar o estado de frescor do pescado, € o monitoramento dos produtos de
degradacdo do ATP. O obijetivo principal deste estudo foi a implementacdo da metodologia para
guantificacdo dos produtos de degradacdo do ATP por eletroforese capilar de alta eficiéncia
(HPCE) e comparar a técnica de cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC). As
concentracoes dos padrdes de nucleotideos (ATP, IMP, ADP, AMP, HX e HXR) necessarias para
compor a curva analitica para HPCE foram até 80 vezes maiores que as utilizadas para o HPLC.
No estudo foram utilizadas amostras de pirarucu Arapaima gigas Schinz (1822) e carne
mecanicamente separada (CMS) de tildpia hibrida que permaneceram armazenadas pelo
periodo de 2 (CMS-2) e 5 meses (CMS-5). Os nucleotideos quantificados por HPCE e HPLC
mantiveram-se no mesmo patamar para as amostras de pirarucu Arapaima gigas. Os resultados
das andlises efetuadas por HPCE apresentaram teores 6,42+0,24 umol.g® de HX e
8,6420,61umol.g de IMP para a CMS-2, e para a CMS-5 foi encontrado 8,05+0,21umol.g™ de
HX. Apesar da técnica de HPCE ser menos sensivel em relacdo a HPLC, apresentou vantagem
como baixo consumo de reagentes. O HPCE provou ser uma ferramenta importante para
monitorar a qualidade do pescado e CMS.

Palavras-chave: HPCE, nucleotideos, pescado, estado de frescor.

1 Autor, Bolsista CNPq (PIBIC): Graduacéo em Engenharia Alimentos, FAJ, Jaguaritina-SP; l.g.freitas@hotmail.com
2 Colaborador, doutorando:Universidade Nilton Lins, Instituto Nacional de Pesquisas da Amazdénia-INPA, Manaus-AM
3 Colaborador, Pesquisador, CCQA/ITAL, Campinas — SP

4 Colaborador, Pesquisador, CTC/ITAL, Campinas — SP

5 Orientador: Pesquisador, CCQA/ITAL, Campinas-SP, vera.silva@ital.sp.gov.br



9° Congresso Interinstitucional de Iniciagdo Cienti  fica — CIIC 2015
10 a 12 de agosto de 2015 — Campinas, Séo Paulo

- ®
e et »
R

Jeoysvidt

1?/

Oa, >
Vosevo\

ABSTRACT - For the marketing of fish a rigorous quality control is needed. The "pre-rigor" and
"rigor mortis" are important steps for monitoring the action of enzymes and microorganisms. One
of the tools to assess the state of freshness of the fish, is the monitoring of ATP degradation
products. The aim of this study was the implementation of the methodology for quantification of
ATP breakdown products via high performance capillary electrophoresis (HPCE) and comparing
the high performance liquid chromatography (HPLC). The concentrations of the nucleotides
standards (ATP, IMP, ADP, AMP, HX and HxR) required to compose the analytical curve for
HPCE were up to 80 times higher than those used for HPLC. In the study it was pirarucu
Arapaima gigas Schinz (1822) and mechanically separated meat (MSM) hybrid tilapia were used
which remained stored for periods of 2 (MSM-2) and 5 months (MSM-5), respectively. Nucleotides
guantified by HPLC and HPCE remained at the same level for samples of “pirarucu” Arapaima
gigas. The results of the analysis carried out by HPCE showed HX content of 6.42 + 0.24 ymol.g-*
and IMP of 8.64 + 0,61 pmol.g™ for MSM-2, for MSM-5 was found 8.05 + 0,21umol.g™ of HX.
Despite the HPCE is less sensitive than HPLC, showed advantage as a low consumption of
reagent. The HPCE proved to be an important tool to monitor the quality of fish and MSM.

Key-words: HPCE, nucleotides, fish.

1 INTRODUGCAO

A pesca por definicho € o ato de extracdo de organismos vivos tanto em aguas
continentais, como maritimas. O Brasil dispde de um potencial a pesca atrativo, pois apresenta
uma vasta bacia hidrografica e uma otima ictiofauna (BRASIL, 2010), o que reflete o forte
crescimento dessa atividade e evidencia que a pesca é um mercado em ascendéncia e
promissor, e em contrapartida estimula novos investimentos na aquicultura.

Por outro lado, a conscientizacdo da populacdo por alimentos mais completos e
saudaveis favoreceu o aumento do consumo e, desta forma, o pescado atende de forma positiva
a necessidade dos consumidores por apresentar uma carne altamente nutritiva e de variedade
sensorial bastante ampla considerando a diversidade das espécies (GEROMEL & FORSTER,
1989). Apesar das vantagens oferecidas, o pescado € um dos produtos de origem animal que
mais rapido se deteriora, reduzindo assim o tempo de seu consumo. Porém, algumas técnicas
podem estender o periodo de armazenamento tais como, o controle adequado do pré- e pos-
rigor, a diminuicdo das injurias sofridas pelos peixes, os métodos de abate adequados e

resfriamento pos-abate, favorecendo um maior periodo de shelf life (FERREIRA, 1987).
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A alta perecividade do pescado esta associada a rapida rigidez pés morte, elevadas
contagens microbianas, altas concentragcdes de agua e nutrientes nos tecidos que servem de
substrato a microrganismos. A fase de rigidez ocorre alguns minutos apés a morte do pescado, e
se caracteriza por causar uma ligeira reducéo no pH devido ao processo bioquimico de produgéo
de &cido latico e a utilizagdo do glicogénio como fonte de energia (BERAQUET & LINDO, 1985;
HUSS, 1999; BARROS, 2002).

O glicogénio é a fonte de reserva energética do musculo, sendo que a excessiva
movimentacdo do peixe diminuira consideravelmente essa reserva, deixando assim o pescado
vulneravel ao ataque bacteriano. Adicionalmente na fase rigor-mortis, as bactérias se instalam
devido a diminui¢cdo do acido latico e aumento do pH. A monitorizagédo e controle do rigor-mortis
proporcionardo produtos in natura de melhor qualidade (FERREIRA, 1987).

Vérias técnicas sdo empregadas para avaliar a qualidade do pescado, tais como: analises
sensoriais, microbiologicas e teores de lipidios, porém, sdo técnicas ineficientes e relativamente
demoradas. Para tanto, o0 avanco da ciéncia na area de instrumentacdo analitica tem
desenvolvido novas metodologias, por meio de técnicas de cromatografia liquida (HPLC),
cromatografia gasosa (GC) e, por fim, na década de 80 a técnica de HPCE comecou a ser
reconhecida apds a publicacdo de um artigo no Journal of Analytical Chemistry, pelos cientistas
Jorgenson e Lukacs (1981). Portanto, esta técnica foi alvo de estudo neste trabalho, que teve
como objetivo principal a implementacdo da metodologia para quantificacdo dos produtos de
degradacdo do ATP em pescado e em carne mecanicamente separada (CMS) de tilapia hibrida.
Nas amostras de pirarucu Arapaima gigas Schinz (1822), foi efetuada também a quantificacao
dos nucleotideos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) para efeito de comparacgéo a
técnica de HPCE. Para tanto, no estudo foram utilizadas amostras de pirarucu Arapaima gigas
Schinz (1822), endémica da Bacia Amazbnica (PEREIRA-FILHO; ROUBACH, 2005), cuja
espécie foi descoberta pelo médico suico e professor da historia natural, Heinrich Rudolf Schinz
(levando, portanto, a denominag&o do seu sobrenome), classificada na ordem Osteoglossiformes
e familia Arapaimidae, as amostras foram cedidas pelo colaborador deste estudo Batista?, assim
como a carne mecanicamente separada (CMS) de tilapia hibrida procedente do estudo do

colaborador Haguiwara®.

1.1 MATERIAIS E METODOS
1.1.1 Matérias Prima:
- O pirarucu Arapaima gigas Schinz (1822) procedente da Reserva de Desenvolvimento

Sustentavel de Mamirau-AM. As carnes mecanicamente separadas (CMS) de tildpia hibrida
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foram produzidas a partir de carcacas de tilapias fornecidas pelo frigorifico Royal Fish localizado
na cidade de Sumaré-SP e de tilapias provenientes do cultivo da cidade de Santa Fé do Sul-SP.
- Solucdes padrbes de Nucleotideos (IMP: Inosina monofosfato; ATP: Adenosina trifosfato; ADP:

Adenosina difosfato; AMP: Adenosina monofosfato; HX: Hipoxantina e HXR: Inosina), (marca:
Sigma-Aldrich).

1.2 Métodos

1.2.1 Extragdo dos nucleotideos nas amostras de pir  arucu e da CMS de tipalia.

A extracdo dos nucleotideos (Figura 1) foi efetuada de acordo com Ozogul et al., (2000). Deste
modo, para verificar a degradacdo do ATP a extracdo dos nucleotideos no pirarucu Arapaima
gigas Schinz (1822) foi efetuada no momento da captura e apds 3 dias de armazenamento em
gelo. As carnes mecanicamente separadas (CMS) de tilapia foram armazenadas por 2 meses
(CMS-2) e por 5 meses (CMS-5); a temperatura de - 30°C em congelador de placas por 5 horas e
posteriormente mantidas a -18°C, para a extracao dos nucleotideos.

Massa de amostra
5,0000 + 0,1000g

a

Adic&o de 25ml de Acido perclérico a 0,6M

e

Repouso em banho de gelo po 1 min.
centrifugacéo (3.000xg /10 min.)

e

Neutralizagdo de 10 mL do sobrenadante com KOH 1M (pH 6,5-6,8)
Repouso em banho de gelo por 30 min.

-

Filtragcdo em mebrana de 0,45um (remocéo do KCIO,)
Afericdo do volume em baldo volumétrico de 20mL

e

Estocagem a -30°C ,
até o momento da analise

Figura 1. Fluxograma simplificado da extracdo dos nucleotideos do pirarucu e da CMS de tilapia.
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1.2.2 Preparacéo da curva padrao para HPCE e HPLC.

Foi elaborada uma curva padrdo composta por 5 pontos, com concentracbes que
variaram num range de 0,010312 a 0,191316 umoles.g'l para HPCE e de 0,0001244 a 0,0066043
umoles.g® para HPLC. Estes foram filtrados em membrana de 0,45um e 600 uL foram
transferidos para os frascos especificos para eletroforese e capilar e de cromatografia. Assim

obteve-se uma curva de calibragédo para cada nucleotideo, baseada na equacgéo da reta (y = ax +
b).

1.2.3 Estabelecimentos das condi¢des analiticas par a HPCE e HPLC.

As condi¢cdes analiticas para o HPCE: Equipamento (marca: Agilent, EUA); eletrdlito:
tampdao borato 20mM, pH 9,3; capilar de silica fundida 40,0cm; 50um di; Injecdo: 10s; 25mBar;
Voltagem: 25 kV; detector de arranjo de diodos; A:200nm; 15 min de corrida. As condicdes
analiticas para o HPLC: Equipamento (marca: Shimatzu, Japao); fase movel A: tampéao fosfato
0,1M; pH 7,0; em gradiente (Tabela 1) com a acetonitrila (fase movel: B); volume injetado: 20uL;

Vazdo: 1mL.min; coluna KINETEX - C18 (250cmX4,6 mm); detector de arranjo de diodos;
A:254nm;15 min de corrida.

Tabela 1. Gradiente utilizado para a quantificacéo dos nucleotideos por HPLC.

GRADIENTE (%)

TEMPO (min.) - -
Fase movel A Fase movel B
0,00 100 0
5,00 95 5
10,00 70 30
12,00 100 0
15,00 100 stop

1.2.4 Andlise estatistica: Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e ao teste de Tukey (PIMENTEL GOMES, 2009), para determinacdo da diferenca
significativa entre as médias (nivel de significancia de p<0,05), utilizando o programa SAS —
Statistical Analysis System (SAS, Cary, USA, 1983).

1.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
1.3.1 Resultados comparativos entre a eletroforese capilar de alta eficiéncia (HPCE) e a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) par  a as amostras de pirarucu.
Os resultados apresentados nas Tabelas 2 e 3, sdo referentes a concentracdo dos

nucleotideos provenientes da degradacdo do ATP do pirarucu Arapaima gigas Schinz (1822), no
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momento da captura (T = zero) e armazenados a 20°C por 3 dias (T = 3). No tempo zero
somente o ADP e HX apresentaram diferenca significativa (p<0,05) entre as técnicas HPCE e
HPLC. ApoOs o periodo de 3 dias as técnicas analiticas apresentaram diferencas estatisticas
(p<0,05) para os nucleotideos ADP, HXR e HX.

Nas duas técnicas analiticas a concentracdo de IMP para o pirarucu Arapaima gigas
Schinz (1822) permaneceu elevada tanto no tempo ZERO como no terceiro dia de
armazenamento, uma vez que a passagem do ATP a IMP é muito rapida (HUSS, 1999 e
OGAWA & MAIA, 1999). Este teor sugere que o IMP provavelmente exerce impacto direto sobre
0 sabor caracteristico do pescado fresco, e confirma que a degradacdo do ATP foi muito lenta, e
que o valor de IMP pode estar associado também ao armazenamento adequado do pescado.

Tabela 2. Resultados dos produtos de degradacédo do ATP do pirarucu Arapaima gigas Schinz
(1822), no momento da captura (T = zero) e quantificados por HPCE e HPLC.

NUCLEOTIDEOS (pmol. g )**

PARAMETROS IMP ADP HxR AMP HX
Amostra (T = Zero) HPCE* 5,78(0,33°  0,21(0,02)° 0,42(0,050° 0,79(0,02)° 0,08(0,01)
Amostra (T = Zero) HPLC** 5,95(0,13  0,15(0,01)° 0,43(0,06)° 0,69(0,02)* 0,04(0,01)

Resultados dos nucleotideos (IMP: Inosina monofosfato; ATP: Adenosina trifosfato; ADP: Adenosina difosfato; AMP:
Adenosina monofosfato; HX: Hipoxantina e HxR: Inosina). *Condi¢des HPCE: Equipamento (marca: Agilent, EUA);
eletrélito: tampédo borato 20mM, pH 9,3; capilar de silica fundida 40,0cm; 50um di; Injecao: 10s; 25mBar; Voltagem: 25
kV; detector de arranjo de diodos; A:200nm; 15 min de corrida. **Condi¢des HPLC: Equipamento (marca: Shimatzu,
Japao); fase mével A: tampao fosfato 0,1M; pH 7,0; em gradiente com a acetonitrila (fase moével: B); volume injetado:
20uL; Vazao: 1mL.min'1; coluna KINETEX - C18 (250cmX4,6 mm); detector de arranjo de diodos; A:254nm; 15 min de
corrida. ***Resultados expressos como média + desvio padrdo das andlises em triplicata. Médias seguidas por uma
mesma letra na mesma coluna nao diferem significantemente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Tabela 3. Resultados dos produtos de degradacdo do ATP do pirarucu Arapaima gigas Schinz
(1822), armazenados a -20°C por 3 dias (T = 3) e quantificados por HPCE e HPLC.

NUCLEOTIDEQOS (umol. g™)***

PARAMETROS

IMP ADP HxR AMP HX
Amostra (T = 3 dias) HPCE* 8,64(0,61)* 0,22(0,00)* 1,57(0,16) 0,15(0,01)*°  0,03(0,01)*
Amostra (T = 3 dias) HPLC** 8,35(0,57)* 0,16(0,01)° 2,10(0,25)* 0,17(0,01)*>  0,01(0,00)"

Resultados dos nucleotideos (IMP: Inosina monofosfato; ATP: Adenosina trifosfato; ADP: Adenosina difosfato; AMP:
Adenosina monofosfato; HX: Hipoxantina e HxR: Inosina). *Condi¢des HPCE: Equipamento (marca: Agilent, EUA);
eletrélito: tampédo borato 20mM, pH 9,3; capilar de silica fundida 40,0cm; 50um di; Injecdo: 10s; 25mBar; Voltagem: 25
kV; detector de arranjo de diodos; A:200nm; 15 min de corrida. **Condi¢des HPLC: Equipamento (marca: Shimatzu,
Japao); fase maével A: tampao fosfato 0,1M; pH 7,0; em gradiente com a acetonitrila (fase moével: B); volume injetado:
20uL; Vazao: 1mL.min'1; coluna KINETEX - C18 (250cmX4,6 mm); detector de arranjo de diodos; A:254nm; 15 min de
corrida. ***Resultados expressos como média + desvio padrdo das andlises em triplicata. Médias seguidas por uma
mesma letra na mesma coluna nao diferem significantemente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Os niveis de hipoxantina foram estatisticamente diferentes (p<0,05), independente do

tempo e da técnica utilizada permaneceram baixos confirmando o frescor dos pescados. Os
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valores encontrados pelas técnicas de HPCE e HPLC no tempo zero foram satisfatorios para
todos 0s nucleotideos, demonstrando que as técnicas sdo adequadas. Além disso,
possivelmente o periodo de trés dias foi muito curto para apresentar uma degradagéo acentuada

dos nucleotideos.

1.3.2 Resultados dos nucleotideos nas amostras da ¢ arne mecanicamente separada (CMS)

de tilapia hibrida pela técnica de eletroforese cap ilar de alta eficiéncia (HPCE).

Na Tabela 4 a CMS-2 apresentou niveis de hipoxantina de 6,42+0,24 umol.g™, sendo este
composto considerado o responsavel pelo sabor amargo conferido ao pescado durante o
processo de degradacdo, em contrapartida o teor de IMP foi de 8,64+0,61umol.g™, sendo este
um indicativo de que o produto ainda apresentava caracteristicas adequadas para o consumo e a
garantia de que o sabor caracteristico do peixe ainda prevalecia.

Tabela 4. Resultados dos produtos de degradacdo da carne mecanicamente separada de tilapia
hibrida, armazenadas a -18°C por 2 meses (CMS-2) e 5 meses (CMS-5), quantificados

por HPCE.

A NUCLEOTIDEOS (umol.g %)*
PARAMETROS IMP ADP HxR AMP HX
CMS-2 8,64(0,61) ND** ND** ND** 6,42(0,24)°
CMS-5 ND** ND** ND** ND** 8,05(0,21)*

Resultados dos nucleotideos (IMP: Inosina monofosfato; ATP: Adenosina trifosfato; ADP: Adenosina difosfato; AMP:
Adenosina monofosfato; HX: Hipoxantina e HxR: Inosina). Condigbes HPCE: Equipamento (marca: Agilent, EUA);
eletrélito: tampédo borato 20mM, pH 9,3; capilar de silica fundida 40,0cm; 50um di; Injecdo: 10s; 25mBar; Voltagem: 25
kV; detector de arranjo de diodos; A:200nm; 15 min de corrida. *Resultados expressos como média + desvio padrdo das
analises em triplicata. Médias seguidas por uma mesma letra na mesma coluna néo diferem significantemente entre si
pelo teste de Tukey (p<0,05). **ND: Nao Detectado.

Ja na CMS-5 (Tabela 4) ndo foi encontrado o IMP, porém o teor de Hx foi de
8,05+0,21umol.g™, superior estatisticamente (p<0,05) a CMS-2. Este valor sugere que o produto
possa estar em fase de deterioracdo avancada, pois segundo Gram e Huss (1996) o aumento da
Hx pode estar associado ndo somente a decomposi¢cdo dos nucleotideos, mas também a
proliferacéo bacteriana. E importante enfatizar que ao abrir a embalagem no momento da analise
foi perceptivel o odor desagradavel proveniente da CMS-5. Além disso, a HX é a responséavel
pelo sabor amargo conferido ao peixe durante a estocagem e, esta diretamente relacionada a
baixa qualidade do pescado (HUSS, 1999; OGAWA & MAIA, 1999). O controle do “pré-rigor” e
“rigor mortis” sdo fases importantes para o0 monitoramento de acdo das enzimas e dos
microrganismos. Para garantir a qualidade e frescor do pescado devem ser tomados todos os
cuidados que envolvem toda a cadeia produtiva da pesca, considerando a temperatura durante o

armazenamento, processamento, transporte, estocagem e comercializa(;éo.
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1.4 CONCLUSAO

O HPCE demonstrou ser uma técnica facil para avaliar o estado do frescor de pescados e
de seus produtos industrializados, como a CMS, além da vantagem em consumir pequenos

volumes de reagentes. Por outro lado, a técnica de HPLC mostrou-se mais sensivel por permitir

trabalhar com concentracdes de padrbes inferiores as utilizadas em HPCE. Ambas as técnicas

podem ser utilizadas com segurancga para 0 monitoramento dos produtos de degradagéo do ATP.
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