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RESUMO

As concentragdes de inosina-5'-monofosfato e seus derivados (ade-
nosina monofosfato, hipoxantina e inosina) nos musculos Psoas
major, Latissimus dorsi, Tensor fascia e Extensor carpi radialis de
bovinos, suinos e ovinos foram determinadas através de Cromato-
grafia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). A Andlise de Varidncia
(ANOVA) dos dados mostraram gue as concentragdes de 5'-IMP e
seus derivados foram significativamente diferentes entre as trés
espécies (p < 0,001). A maior concentragéo de 5'-IMP foi detectada
nos musculos de ovinos (média de 108,2 mg/100g) seguida pelos
de suinos (média de 97 mg/100g) e pelos de bovinos (média de 69,3
mg/100g). Houve variagbes significativas nas concentragdes no
musculo, entre os animais nas espécies bovina (p < 0,01) e ovina
(p < 0,05), porém néo entre os da espécie suina (p > 0,05). Nao
houve diferengas significativas entre os tipos de musculo em bovi-
nos e ovinos (p > 0,05), mas em suinos (p < 0,01) observou-se
variacao significativa.

Palavras-chave: Ribonucleotideo, inosina-5"-monofosfato, hipo-
xantina, inosina, carme.

SUMMARY

ANALYSIS OF INOSINE-5'-MONOPHOSPHATE (5'-IMP) AND ITS
DERIVATIVES IN DIFFERENT MUSCLES OF BEEF, PORK AND
LAMB. Concentration of inosine-5'-monophosphate and its deriva-
tives (adenosine monophosphate, hypoxantine, and inosine) in four
different muscles (M. Psoas major; M. Latissimus dorsi: M. tensor
fascia; M. Extensor carpi radialis) from beef, pork and lamb were
determined by High Pressure Liquid Chromatography (HPLC). The
analysis of variance (ANOVA) of data showed that concentrations
of 5-IMP and its derivatives were significantly different in beef, pork
and lamb (p < 0,001). The highest concentration of 5-IMP was
detected in lamb (average 108,2 mg/100g), then in pork (average
97 mg/100g). Beef showed the lowest concentration (average 69,3
mg/100g). Significant variations of concentration in muscle among
beef (p <0,01) and lamb (p < 0,05) were identified. However in pork
the results were opposite (p > 0,05). There were no significant
differences among beef and lamb muscle types (p > 0,05), but
prominent variation was observed in pork (p < 0,01).

Key words: Ribonucleotides, inosine-5"-monophosphate, hypoxan-
tine, inosine, meat.

1— INTRODUGAO

O aroma de carne cozida & influenciado tanto por com-
postos aromaticos volateis quanto por precursores aromati-
cos ndo volateis. Inosina-5"-Monofosfato (5'-IMP) é um im-
portante precursor né@o volatil do aroma de carne. Este &
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também considerado um enriquecedor de sabor de produtos
de origem animal (“Flavour Enhancer”) e contribui significa-
tivamente ao aroma carneo.

Inosina-5'-Monofosfato é um nucleotideo, formado por
uma molécula de agucar (ribose), um grupo fosfato (PO4~3)
e uma base heterociclica purina, a hipoxantina. A origem de
5-IMP no tecido muscular resulta das transformagdes de
adenosina-trifosfato (ATP) que ocorrem no musculo apés o
abate do animal. Adenosina-monofosfato (AMP) é formada
a partir da hidrélise das reservas intramusculares de ATP,
cuja concentragdo em um musculo relaxado é de aproxima-
damente 5-7 Mmoles por gramas de musculo. Durante as
mudancas pds-mortem, dois grupos fosfatos do ATP sao
removidos e AMP ¢é formado. Deaminacdo oxidativa de
AMP, pela enzima AMP-deaminase, leva a rapida formacao
de 5-IMP com liberagéo de amadnia ou um ion de aménio.
Continuando o processo, 5'-IMP ¢ hidrolisado pela agéo das
enzimas 5-nucleosidases ou fosfomonoesterase, com for-
magé&o de inosina, a qual é convertida a hipoxantina e ribose
ou ribose-fosfato (8).

Formagao de 5'-IMP nos musculos de animais tem sua
importancia na produgéo do aroma cérneo tendo em vista a
producéo de ribose ou ribose-fosfato, as quais sdo reagen-
tes participantes da reagéo de Maillard, e consequentemen-
te importantes componentes das reagdes de formacdo do
aroma de carne cozida (11). Compostos reconhecidamente
importantes ao aroma carneo, como furanos sulfurosos, sdo
formados durante o processo de cozimento tendo como
provaveis precursores 0s agticares pentoses, o aminoacido
cisteina e a vitamina tiamina (5,6,12,13,15).

Terasaki et al. (19) durante pesquisas envolvendo for-
magao e degradagao de 5'-IMP em carnes, reportaram que
a concentracéo de 5'-IMP variou com a espécie animal e os
métodos de abate, tendo-se notado que o sabor e 0 aroma
da carne cozida estavam diretamente relacionados com a
concentragéo de 5-IMP. Mudangas nas concentragdes de
5-IMP e seus derivados durante o cozimento das carnes
foram estudadas por Arya & Parhar (1), Macy et al. (10).

No presente trabalho, as concentragdes de ribonucleo-
tideos foram determinadas através de Cromatografia Liqui-
da de Alta Eficiéncia, objetivando-se dosar a variagéo de um
dos precursores do aroma carneo em diferentes musculos
de trés espécies de animais.

2 — MATERIAL E METODOS

2.1 - Material

Inosina-5'-monofosfato e seus derivados (AMP, hipo-
xantina e inosina) foram dosados em amostras de bovinos,
suinos e ovinos, utilizando-se quatro diferentes musculos,
isto & M. Psoas major; M. Latissimus dorsi: M. Tensor fascia;
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M. Extensor carpi radialis. Os diferentes musculos foram
fornecidos pelo Departament of Meat Animal Science da
Universidade de Bristol, Inglaterra, provenientes de doze
animais (sendo quatro de cada espécie), submetidos aos
tratamentos normais de pré e pds-abate. Para o abate
utilizou-se a mesma técnica de insensibilizagdo em todos os
doze animais, com pistola de dardo cativo. As carcagas
foram mantidas a temperatura de 8-10°C por um periodo de
8 horas, antes de proceder-se a desossa e separagédo dos
musculos. Estes foram entéo colocados sob resfriamento a
5°C por seis horas, submetidos a limpeza para retirada de
tecido adiposo, em seguida cortados em pedacos de 100g,
empacotados a vacuo, e armazenados & —20°C até a reali-
zacgao das andlises.

2.2 - Extracao dos ribonucleotideos

Os procedimentos utilizados para a extragdo dos ribo-
nucleotideos foram baseados em estudos realizados por
Chen et al. (3), que relatou as vantagens e desvantagens de
4 métodos de extracao de nucleotideos aplicados a analises
de CLAE. Extracéo com &cido perclorico (APC), seguida de
neutralizacdo com hidroxido de potassio (KOH) apresentou-
se como o método de mais facil aplicagdo e de melhor
eficiéncia para a recuperagéo dos nucleotideos.

Aproximadamente 100g de carne crua foram moidas
em um multi-processador. Andlises de pH da carne moida
foram realizadas, objetivando-se um melhor acompanha-
mento do processo Post Mortem , utilizando-se pH-metro,
marca Corning, modelo 320. Sub-amostras da carne moida
(5g) foram entdo liquidificadas, em equipamento tipo do-
méstico, com 10ml de APC 0,6M por 1 min a total velocida-
de. As proteinas precipitadas foram removidas por centrifu-
gacao (5 min a 4200 rpm), e filtragdo em papel de filtro
Whatman n® 54. Ao precipitado obtido foram adicionados
5,0yl de purina 40mM (padréo interno). Em seguida ajustou-
se o pH do mesmo a 5,5 em pH-metro, através do goteja-
mento de solugdo de KOH 6M. Um novo precipitado de
percloreto de potassio formou-se sendo este retirado atra-
vés de uma nova centrifugacdo (10min a 4200 rpm) e
filtragdo em papel de filtro n2 54. Cinco microlitros de tampao
KH2PO4 (pH 5,5) foi entdo adicionado ao extrato final.
Solugdes padrao de 5’-IMP (25mM), adenosina monofosfato
(25mM), inosina (25mM) e hipoxantina (10mM) foram pre-
paradas utilizando-se 0 mesmo tampéo (KH2POa4, pH 5,5).

2.3 - Andlises Cromatograficas

Um sistema de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) equipado com uma bomba terndria (Spectra-
Physics SP8800), um detector ultra violeta/visivel (Spectro-
flow 757) e um integrador (HP 3396A) foi utilizado nas
analises cromatograficas. As solugdes padrdes e os extra-
tos foram injetados no sistema através de uma valvula
injetora, equipada com um “loop” de injecao de 20pl. Os
nucleotideos foram separados através de uma coluna ana-
litica fase reversa Bondpak C1s (25cm x 5 mm id — Hichrom
Ltd, Reading, Inglaterra) protegida por uma coluna de guar-
da Techsil 10 Cyg (Hichrom Ltd, Reading, Inglaterra). Um
comprimento de onda de 254nm foi selecionado.

Um programa gradiente com duas fases moveis foi
utilizado. O solvente A constava de uma mistura de meta-

nol/agua a 60/40, solugao tampéo fosfato KHzPO4 0,02M
(pH 5,5) foi utilizada como o solvente B. Todos os solventes
foram filtrados (HPLC filter, AllTech Associated/Applied Sci-
ence, Lancashire, England) e degaseificados com hélio
antes de serem utilizados. O tempo total de anélise foi de 36
min, consistindo inicialmente de um gradiente de 5% a 36%
A (95% a 64% B) durante 26 min; seguido de 36% A (64%
B) por 5 min, e finalmente um gradiente reverso de 36% a
5% A (64% a 95% B) durante 5 min. O fluxo foi de 1,5 mi/min,
estando o sistema de CLAE pronto para nova injegéo apos
5 min de equilibrio.

As solugdes padrdes foram analisadas separadamente
para a identificagcdo dos tempos de retengdo dos analitos.
Posteriormente uma mistura contendo todas as solugdes
padroes foi analisada visando-se observar a separagéo dos
picos em conjunto. A identificagao dos ribonucleotideos foi
realizada através da comparagao entre os tempos de reten-
¢éo das solugbes padrdes e das amostras. Suas concentra-
¢Oes nos extratos carneos foram expressas como mg/100g
de tecido muscular. Todas as andlises foram realizadas em
triplicatas.

2.4 - Analises Estatisticas

Variagdes individuais entre musculos e animais foram
examinadas através de ANOVA (dois critérios). Conjunta-
mente, variagbes entre espécies, musculos e animais utili-
zando-se todo o universo de dados, foram também realiza-
das, usando-se a mesma metodologia

3 — RESULTADOS

O método utilizado apresentou uma clara separacao
dos 5 compostos analisados (Figura 1). As concentragbes
dos ribonucleotideos em cada espécie nos diversos muscu-
los est@o apresentados na Tabela 1. Maior concentragéo de
ribonucleotideos foi detectada em ovinos (196,5 mg/100g
musculo), sendo a menor quantidade observada em bovinos
(110,0mg/100g), suinos apresentaram valores intermediari-
os (136,0 mg/100g musculo). Embora as concentragdes de
hipoxantian tenham sido as mais baixas nos musculos ovi-
nos que nas outras espécies, a soma dos nucleotideos foi
a mais alta, resultante das concentragdes mais elevadas de
5-IMP, AMP e inosina encontradas, exceto do 5’-IMP no P.
major.

Em geral, as concentragdes de 5'-IMP no presente
trabalho (69,3mg/100g, 97,0mg/100g e 108,2mg/100g, para
bovinos, suinos e ovinos, respectivamente) estdo de acordo
com os valores apresentados na literatura. Mabrouk (9)
reportou concentragdes de 107-150 mg/100g em musculos
bovinos. Calkins et al. (2) e Dannert & Pearson (4) relataram
respectivamente, concentragdes de 190 e 75,5 mg/100g em
musculos longissimus dorsi de bovinos em estudos de pos
rigor mortis. No entanto, Macy et al. (10), encontraram
concentragdes bem mais elevadas (278 - 371 mg/100g) em
diferentes musculos bovinos durante estudos envolvendo
precursores do aroma carneo. Dannert & Pearson (4) com-
parando as concentragdes de 5'-IMP em musculos proveni-
entes de bovinos, suinos e ovinos amostradas a zero hora
de post-mortem, observaram que bovinos apresentaram
maior concentragéo deste ribonucleotideo.
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(a) Cromatograma dos padrdes
IMP = Inosina-5'-monofosfato;
AMP = Adenosina monofosfato;
HYP = Hipoxantina;

INO = Inosina;

PUR = Purina (padréo interno)
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(b) Cromatograma do extrato obtido a partir do musculo
de porco (Tensor fascia lata)

FIGURA 1. Cromatogramas de CLAE de analises de
Ribonucleotideos.

TABELA 1. Quantidades médias (mg/100g de carne) de
ribonucleotideos e seus derivados em diferentes muscu-
los de bovinos, suinos e ovinos.

Ribo ) Psoas Lal'a'ssarr_rus Teqsar Ex!snst_a!_ Média
S iiieataas Espécie m:a,iar dorsi fascia lata  capri radialis geral
filet costela alcatra perna
pH bovina 56 5,6 54 55 -
suino 53 57 5.5 58 -
ovino 586 5,6 57 55 -
5-IMP bovino R ] 7 58,5 551 60,3
suing 110,6 853 108,6 733 87,0
ovino 90,6 1239 113,0 1054 108,2
AMP bovino 35 47 36 28 3.7
suino 23 28 2,2 25 25
ovino 48 49 49 4,6 48
Hipoxantina bovino 134 154 17,0 15,0 15,2
suino 6,1 56 9.1 104 6.8
ovino 6,2 46 41 6.6 54
Inosina bovino 21,7 24,0 23,3 184 219
suino 30,7 K] 236 324 29,8
ovino 96,9 I 704 63,6 815 781

LSD = Diferenca significativa minima para p=0,05 para comparacéo de duas
médias

LSDs.imp = 24,05

LSDame = 1,99

LSDuip = 2,55

Nakajima et al., (16) e Terasaki et al., (19) encontraram
respectivamente 122 e 104 mg de 5'-IMP por 100g em
suinos. Uma variacéo de 103-112 mg/100g foi reportada em
trés diferentes musculos desta espécie por Dannert & Pear-
son (4). Valores de 82 e 78 mg de 5-IMP por 100g de
musculos suinos foram relatados respectivamente por Dan-
nert & Pearson (4).

Terasaki et al. (19), em musculos longissimus dorsi de
ovinos refrigerados a 0-1,5°C ap6s 7 dias de abate. Macy et
al. (10) reportou 72,5 mg/100g em musculos de ovinos
recém-abatidos, enquanto Arya & Parhar (1) relataram
105mg/100g em ovinos apds 6-8 h de post mortem.

As concentragoes de adenosina monofosfato foram
bastante reduzidas em todos os musculos, aproximadamen-
te 2,5-6% da concentracao de 5-IMP, o que indicaria uma
hidrdlise significativa de ATP, ADP e AMP a IMP. Calkins et
al. (2) reportaram que os baixos niveis de AMP encontrados
em carne bovina crua resultariam da rapida deaminacéo de
AMP a IMP.

Concentragées de hipoxantina e inosina geralmente
refletem a degradacéo de IMP em musculos durante o rigor
mortis efou refrigeragéo. Maiores quantidades de hipoxanti-
na foram observadas em bovinos (15,2 mg/100g musculo),
o0 qual correspondeu a aproximadamente 22% da concen-
tracao de 5™-IMP nesta espécie, concentragdes bem meno-
res foram encontradas em suinos e ovinos. Rhodes (17)
reportou que IMP de diferentes musculos de bovinos, foi
completamente hidrolisado a hipoxantina num periodo de
30-40 dias, tendo observado ainda que a autélise em bovi-
nos foi muito mais intensa que em ovinos.
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Os niveis de inosina em ovinos (média de 78,1 mg/100g
musculo) e suinos (média de 29,6 mg/100g musculo) foram
maiores que em bovinos (média de 21,9 mg/100g musculo),
sugerindo que houve menos hidrélise de inosina a hipoxan-
tina nessas espécies quando comparada com a bovina.
Arya & Parhar (1) encontraram concentragdes de 5 mg/100g
e 90 mg/100g de hipoxantina e inosina respectivamente em
musculos de ovinos recém abatidos.

Entre os animais, bovinos e ovinos apresentaram mai-
ores variagbes nas concentragdes de 5'-IMP, enquanto as
diferencas entre os diversos musculos foram muito peque-
nas. Por outro lado, em suinos os resultados foram opostos
sendo os diferentes musculos a grande fonte de variagio
(Tabela 2).

TABELA 2. Andlise de varidncia para concentragdo de
ribonucleotideos e seus derivados em trés diferentes
espécies (bovinos, suinos, ovinos) comparando-se o
efeito do tipo de musculo e animais.

Ribonucleotideo  Fomte  pUs  LINE e
5-IMP animal 12,4* 09" 14,7*
musculo 47" 10,3* 1,8

AMP animal 0,5™ 2,6"™ 1.4
musculo 1,1m 0,3"™ 0,03"

Hipoxantina animal 29 3+ 28 0,04"
musculo 24" 10,8** 2,0

Inosina animal 6,5 2,3 S
musculo T 9,1* 2,5

** diferenga significativa a p < 0,001
** diferenca significativa a p < 0,01

; diferenga significativa a p < 0,05

" diferenca ndo significativa

Diferengas significativas nas concentracdes de 5'-IMP
e hipoxantina foram observadas no que se refere as varia-
¢bes entre as espécies, os animais e os musculos. Concen-
tracbes de AMP apresentaram diferencas significativas ape-
nas entre as especies (Tabela 3).

Alguns trabalhos tém sido realizados envolvendo estu-
dos relativos a degradacgéo de nucleotideos durante o peri-
odo de pos-abate em diferentes espécies e musculos, po-
rém de certa maneira esses trabalhos se contradizem. Por
exemplo, Millo (14) e Macy et al. (10) reportaram que con-
centragbes de 5'-IMP nao diferiram significativamente nos
diferentes musculos de bovinos e suinos estudados. Por
outro lado, diferencas significativas na concentragdo de
5’-IMP em musculos bovinos longissimus dorsiforam detec-
tadas por Dannert & Pearson (4) em pesquisa de pds-abate.
Ismail (7) também observou mudancgas significativas na
concentracdo de 5-IMP em musculos longissimus dorsi,
biceps femoris e semitendinosus de camelos submetidos a
refrigeracéo por 25 dias. Srerod (18) reportou que concen-
tracbes de AMP, IMP e inosina em musculos de bufalo
variou entre animais e entre os musculos do mesmo animal
durante estudos de pds-abate. Estes resultados provavel-
mente se explicam tendo-se em mente a grande variagao
que existe nas concentragbes de ATP entre as diversas

espécies, animais e musculos, resultando em variagdo da
quantidade de IMP e seus derivados produzidos durante o
processo de glicolise que geralmente ocorre no periodo do
rigor mortis.

TABELA 3. Anélises de Varidncia para concentragdo de
ribonucleotideos e seus derivados' comparando-se o
efeito de diferentes espécies (bovina, suina e ovina), em
diferentes musculos e animais.

Fonte SS df MS F-ratio
5'-IMP
Espécies 9635,4 2 48177 24 5%
Animal 14180,3 B 23634 12
Musculo 23239 = 7746 3,9"
oopmi ] 6 7629 39
Musculo
Residual 35385 18 196,6
Total 34255,7 35
AMP
Espécies 332 2 16,6 12,3*"
Animal 10,3 6 1,7 1,3"
Musculo 33 3 1A 08"
s 3,1 6 05 0.4™
Residual 24,2 18 13
Total 742 35
Hipoxantina
Espécies 679.9 2 340,0 154+
Animal 1728 6 288 13
Musculo 273 3 9.1 41*
e ek 58,4 6 9.7 44"
Residual 38,7 18 2,2
Total 978,3 35

! apenas concentrag@o de 5-IMP, AMP e hipoxantina foram comparadas

utilizando-se os dados das trés espécies analisadas, tendo em vista que a
concentracdo de inosina foi excessivamente alta em ovinos em relagéo as
demais espécies, fazendo-se desnecessario a andlise estatistica.

*** significativamente diferente a p < 0,001

** significativamente diferente a p < 0,01

* significativamente diferente a p < 0,05

" néo difere significativamente

S8 soma dos quadrados

df nimero de graus de liberdade

MS média dos quadrados

4 — CONCLUSAO

Em geral, os resultados mostraram que as concentra-
¢Oes de ribonucleotideos encontradas nos musculos de
bovinos, suinos e ovinos foram bastante varidveis e que as
diferencas mais significativas foram observadas entre as
espécies. Deve-se considerar que os niveis originais de ATP
no musculo bem como as condigcoes de pds-abate séo
fatores importantes para o nivel final de AMP/IMP e seus
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derivados, apresentando-se como os possiveis responsa-
veis por tais variages. Diferengas no contetido de 5™-IMP
podem estar provavelmente relacionadas com as variagdes
qualitativa e quantitativas observadas no aroma da carne
apos cozimento.
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