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Introdução

A degradação da Adenosina Trifosfato (ATP) pode refletir as primeiras alterações no 
pescado antes do crescimento bacteriano. Este processo inicia-se logo após a morte por 
ação de enzimas presentes no músculo originando, em sequência, as substâncias ADP –
adenosina difosfato, AMP – adenosina monofosfato, IMP – inosina monofosfato, HxR –
inosina; Hx – hipoxantina; X – xantina e U – ácido úrico (SAITO et al., 1959; VECIANA-
NOGUÉS et al., 1997; HUSS, 1999; VENUGOPAL, 2002).

A passagem de ATP a IMP é rápida, contudo, a transformação de IMP em Hx é mais 
demorada. Sendo assim, o IMP é acumulado na etapa inicial, fato que contribui para a 
definição do paladar do peixe, uma vez que este nucleotídeo é um importante componente 
relacionado ao sabor. Com o tempo, quando a qualidade do peixe decresce, verifica-se 
aumento dos níveis de hipoxantina e inosina (GRAM; HUSS, 1996; HUSS, 1999). A
hipoxantina, formada pela decomposição autolítica de nucleotídeos ou por ação bacteriana, 
é um metabólito com efeito direto sobre o sabor amargo dos peixes em deterioração, 
portanto, seu conteúdo constitui um bom indicador do grau de frescor do peixe (GRAM; 
HUSS, 1996). Desta forma, o teor dos compostos formados a partir da degradação do ATP 
constitui um bom indicador da qualidade do pescado.

Diversos métodos têm sido descritos para análise dos produtos da degradação do 
ATP como colunas de troca cátion-iônica (SAITO et al. 1959), eletroforese capilar (LUONG 
et al., 1992) e biosensores (VENUGOPAL, 2002), porém a Cromatografia Líquida de Alta 
Eficiência (CLAE) é o método de eleição, pois além de separar todos os compostos, permite 
a quantificação dos mesmos, conforme descrito por diversos autores (RYDER et al., 1985;
VECIANA-NOGUÉS et al., 1997; VÁZQUEZ-ORTIZ et al., 1997; ÖZOGUL et al., 2000; 
VALLS-DELGADO, 2000; SIRIPATRAWAN et al., 2009; SONG et al., 2012).

O objetivo do presente estudo foi a otimização de uma metodologia para separação e
identificação dos produtos da degradação do ATP em amostras de peixe baseada na 
cromatografia líquida de alta eficiência em fase reversa.

Material e Métodos

A separação cromatográfica foi desenvolvida no cromatógrafo Waters® modelo 
Alliance® 2695 com detector de arranjo de fotodiodo Waters® 2996 utilizando-se uma coluna 
BDS Hypersil C18, 2,4 µm, 100 x 4,6 mm Thermo® em forno a 30ºC.

A fase móvel empregada foi constituída de fase A (0,04 M KH2PO4 e 0,06 M K2HPO4)
com pH 7,0 e fase B (acetonitrila) e o gradiente de eluição foi programado, conforme 
descrito na Tabela 1. A análise foi monitorada por absorção Ultra Violeta (UV) a 254 nm. O
volume de injeção foi de 5 µL.

Para a análise dos compostos, foram utilizadas amostras de peixe adquiridas 
diretamente de barcos pesqueiros e mantidas sob refrigeração em gelo (0+1ºC). A extração 
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dos nucleotídeos, conforme metodologia utilizada por Andrade et al. (2012), foi realizada
através da homogeneização de partes da porção muscular do peixe em gral com pistilo e
posterior pesagem em duplicata de uma alíquota de 50 mg em balança analítica Marte®

modelo AY220. A esta amostra foi adicionado 1 mL de ácido perclórico (HClO4) a 8%
seguida da homogeneização em agitador ultrassom Branson® modelo 2210 por um período 
de 10 minutos.  Posteriormente, adicionou-se 200 µL de hidróxido de potássio (KOH) 6M e 
homogeneizou-se em agitador mecânico Vortex-2 Genie durante 20 segundos.  Após, 
centrifugou-se a 9000 rpm por 3 minutos e o sobrenadante foi transferido para o vial com 
auxílio de um pipetador automático.

Os padrões adenosina monofosfato (pureza , inosina monofosfato (pureza 
98%), inosina (pureza e hipoxantina (pureza > 99%) da marca Sigma-Aldrich® foram
preparados através da diluição de 10 mg em 0,5 mL de acetonitrila 1% e 0,5 mL de ácido 
fórmico 1%. Essa solução foi transferida para um balão volumétrico de 50 mL ao qual foi 
adicionado água Milli-Q até completar o volume.

Tabela 1: Gradiente de eluição da fase móvel utilizado para separação cromatográfica dos 
produtos da degradação da adenosina trifosfato

Tempo
(min.)

Solução Tampão (A)
(%)

Acetonitrila (B)
(%)

Fluxo
(ml.min-1)

0 100 0 1,0
2 100 0 1,0

2,1 95 5 1,2
5 75 25 1,2

5,1 100 0 1,2
9,9 100 0 1,2
10 100 0 1,0

Resultados e Discussão

De acordo com o cromatograma apresentado na Figura 1, houve adequada
separação dos padrões AMP, IMP, HxR e Hx com tempos de retenção em minutos de 2,18, 
1,56, 5,85, 2,43, respectivamente. Nas amostras de peixe foi possível separar e identificar 
os quatro produtos da degradação da adenosina trisfosfato estudados, conforme o 
cromatograma apresentado na Figura 2. Sugere-se que os picos não identificados neste
cromatograma sejam a adenosina trifosfato e outro produto de sua degradação.

O tempo total de corrida cromatográfica foi de 12 minutos e os compostos analisados 
foram resolvidos em seis minutos. Esse tempo foi inferior ao obtido por Ryder et al. (1985) e
Vázquez-Ortiz et al. (1997) que ao trabalharem em condições isocráticas com uma fase 
móvel constituída apenas de solução tampão e uma coluna com partículas de 10µm,
obtiveram resolução dos compostos em 16 e 13 minutos de corrida cromatográfica,
respectivamente. Veciana-Nógues et al. (1996) utilizaram uma coluna com partículas de 
5µm e observaram que a adição de 30% de metanol à fase móvel após oito minutos de 
corrida, diminui o tempo de resolução dos compostos de 22 para 12 minutos, porém esse 
período ainda é superior ao obtido nesse estudo.

A adição de acetonitrila na fase móvel após dois minutos de corrida, conforme 
sugerido por Özogul et al. (2000), associado ao uso de coluna com tamanho de partículas 
de 2,4µm, auxiliou na diminuição do tempo de retenção dos compostos analisados. O tempo 
restante foi necessário para retomada das condições cromatográficas iniciais.
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Figura 1: Cromatograma da mistura dos quatro padrões com os respectivos tempos de 
retenção: 1, inosina monofosfato; 2, adenosina monofosfato; 3, hipoxantina; 4, inosina.

Figura 2: Cromatograma da amostra de peixe: 1, inosina monofosfato; 2, adenosina 
monofosfato; 3, hipoxantina; 4, inosina.

Conclusão

Através do método empregado foi possível separar e identificar os quatro produtos 
da degradação da adenosina trifosfato (AMP, IMP, HxR e Hx) analisados nesse estudo nas 
amostras de peixe. A utilização de coluna com partículas de 2,4 µm e a adição do solvente 
orgânico acetonitrila à fase móvel permitiram a diminuição no tempo de retenção das 
substâncias avaliadas, com consequente diminuição do tempo e custo de análise e menor 
quantidade de resíduo da fase móvel descartado.
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