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RESUMO

A filetagem de tilapia do Nilo (Oreochomis niloticus) gera residuos organicos para
obtencdo de polimeros de valor biotecnoldgico, tais como glicosaminoglicanos
(GAGs), os quais aqueles de branquia apresentam natureza complexa e
heterogénea. O objetivo deste estudo foi extrair da branquia de tilapia GAGs e
analisar o emprego alternativo do alcool ou cetona, na separagao de fragdes, sobre
o rendimento e as caracteristicas fisico-quimicas e estruturais. A branquia
desidratada (10 g) foi digerida (24 h; 60 °C) com papaina a 15% em tampao acetato
de sédio 100 mM (pH 5,0) contendo cisteina e EDTA, ambos a 5 mM, e ao material
filtrado, adicionado cloreto cetilpiridinio (CCP) a 10% para precipitagdo dos GAGs.
Apdbs 24 h, o precipitado obtido foi lavado com CCP a 0,05%, dissolvido em solugéo
de NaCl:alcool (v:v) e adicionado alcool para precipitagao (4 °C;24 h). Em seguida,
os GAGs brutos foram lavados duas vezes com alcool a 80%, outra com grau
comercial e finalmente secos em estufa. Para fracionamento, amostra (5 mg/mL) foi
preparada em agua e volumes crescentes de alcool ou cetona (1-3:1) foram
aplicados para precipitagdo dos GAGs (4 °C;72 h). As fragdes alcoolicas (Fa1-3) ou
cetonicas (Fc1-3) foram analisadas quanto ao rendimento e metacromasia por
eletroforese em gel de agarose comparando-se ao condroitim sulfato (CS), dermatan
sulfato e heparina padrbées. Espectroscopia de infravermelho (extrato e fragdes),
para caracterizacdo estrutural, foi realizada em pastilhas de KBr. A branquia
desidratada rendeu 9,1 £ 0,03% em GAGs brutos (9,1 + 0,26 mg de GAGs/g de
residuo). Separacao por solvente resultou apenas em Fc1 e Fa1, cujos rendimentos
foram 16+0,00% e 10+0,66% (p < 0,05), respectivamente, porém nao revelando, por
eletroforese, metacromasia como GAG bruto tipo CS. Por outro lado, analises por
infravermelho revelaram espectros com estruturas diferentes entre os materiais,
especialmente pela auséncia de sulfatacdo na Fa1, enquanto Fc1 revelou C-6-S
comparada aos GAGs brutos (C-4/6-S). Assim, o uso de uma metodologia simples e
de menor custo, que utiliza a cetona como agente organico, sugere seletiva para

recuperar baixas quantidades do C-6-S da branquia de tilapia do Nilo.

Palavras-Chaves: peixe dulcicola; residuo; polissacarideos sulfatados.



ABSTRACT

Nile tilapia filleting (Oreochomis niloticus) generates organic residues to obtain
polymers of biotechnological value, such as glycosaminoglycans (GAGs), which
those of the gills have a complex and heterogeneous nature. The objective of this
study was to extract GAGs from tilapia gills and to analyze the alternative use of
alcohol or ketone, in the separation of fractions, on the yield and physical-chemical
and structural characteristics. The dehydrated gills (10 g) were digested (24 h; 60 °C)
with 15% papain in 100 mM sodium acetate buffer (pH 5.0) containing cysteine and
EDTA, both at 5 mM, and to the filtered material, cetylpyridinium chloride (CPC) at
10% for precipitation of GAGs. After 24 h, the obtained precipitate was washed with
0.05% CPC, dissolved in a NaCl:alcohol solution (v:v) and alcohol was added for
precipitation (4 °C; 24 h). Then, the crude GAGs were washed twice with 80%
alcohol, once with commercial grade and finally dried in an oven. For fractionation, a
sample (5 mg/mL) was prepared in water and increasing volumes of alcohol or
ketone (1-3:1) were applied to precipitate the GAGs (4 °C;72 h). The alcoholic (Fa1-
3) or ketone (Fc1-3) fractions were analyzed for yield and metachromasia by agarose
gel electrophoresis comparing to chondroitin sulfate (CS), dermatan sulfate and
heparin standards. Infrared spectroscopy (extract and fractions), for structural
characterization, was performed on KBr pellets. Dried gills yielded 9.1 + 0.03% crude
GAGs (9.1 £ 0.26 mg GAGs/g residue). Solvent separation resulted only in Fc1 and
Fa1, whose yields were 16+0.00% and 10+£0.66% (p < 0.05), respectively, but did not
reveal, by electrophoresis, metachromasia as crude CS-type GAG. On the other
hand, infrared analyzes revealed spectra with different structures between the
materials, especially due to the absence of sulfation in Fa1, while Fc1 revealed C-6-S
compared to crude GAGs (C-4/6-S). Thus, the use of a simple and less costly
methodology, which uses ketone as an organic agent, suggests selective to recovery

of low amounts of C-6-S from the gills of Nile tilapia.

Keywords: freshwater fish; residue; sulfated polysaccharide.
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1 INTRODUGAO

1.1 Produgao mundial de pescado

Dados divulgados em 2022 pela FAO (Food and Agriculture Organization
of United Nations) indicaram que a produgao global de pescado atingiu cerca de 178
milhdes de toneladas de pescados no ano de 2020, revelando, portanto, uma ligeira
queda segundo aqueles de 2018, os quais apontaram para uma producgdo historica
de 179 milhdes de toneladas de pescados. Este declinio pode esta ligado a diversos
fatores, entre eles os impactos causados pela COVID-19.

Do volume produzido em 2020, 112 milhdes de toneladas (63%) foram
derivados de aguas marinhas, das quais 78,8 milhdes de toneladas (70%) foram
obtidas da pesca enquanto 33,2 milhdes de toneladas (30%) da aquicultura. Ja os
pescados de aguas interiores somaram 66 milhdes de toneladas (37%), com 54,5
milhdes de toneladas (83%) oriundas da aquicultura ao passo que 11,5 milhdes de
toneladas (17%) da pesca. Assim, a captura pela atividade pesqueira foi a
responsavel por cerca de 51% do pescado produzido, enquanto a aquicultura
contribuiu com 88 milhdes de toneladas (49%) (FAO, 2022).

De acordo ainda com a referida entidade, em 2019, o continente asiatico
ja apresentava o maior consumo mundial de pescado, diferente do perfil encontrado
na Europa e Estados Unidos que tiveram suas propor¢cdes de consumo alimentar de
origens aquaticas diminuidas. O consumo global de alimentos aquaticos vem
aumentando significativamente, superior a cinco vezes a quantidade consumida ha
quase 60 anos, correspondendo assim um crescimento da taxa média anual de

3,0% em comparacao com a taxa de crescimento da populacao de 1,6%.

1.2 Producao brasileira de pescado

De acordo com Ximenes (2021), o Brasil tem condicbes de se tornar
grande produtor de pescado e assim substituir importagdes, ingressar no mercado
global e alavancar o panorama doméstico, além de uma vasta extensdo de Zona

Econdmica Exclusiva (ZEE) e de costa maritima, com 8.500 km de extenséo.
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O mesmo autor ainda cita que o Brasil possui 12% da agua doce
disponivel no planeta, alémm de grande volume de agua subterrdnea e de
reservatorios, associadas a condigdes climaticas favoraveis; alta disponibilidade de
mao de obra; caracteristicas ambientais propicias a producido intensiva em mar
aberto ou na regi&do costeira (maricultura); localizagdo estratégica para escoamento
da produgéo para o Cone Sul, Europa e EUA, e; dentre outros. Apesar disso, ha
muitos desafios para a ampliagdo da produgdo aquicola e de capturas que sao
relevantes, mas com planejamento e politicas publicas de apoio ao setor produtivo
sao possiveis de superagao.

Em 2022, o Brasil produziu um pouco mais de 860.355 toneladas de peixes
de cultivo (tilapia, peixes nativos e outras espécies) e, quando comparado ao ano
anterior (2021), alcangou um crescimento na produgdo de 2,3% com 841.005
toneladas (Peixe BR, 2023).

A piscicultura constitui a atividade de producédo animal que mais cresceu
nos ultimos anos no Pais, e, em 2022 n&o foi diferente, tendo a tilapia do Nilo como
principal espécie cultivada, cuja produgdo alcangou 550.060 toneladas, um
crescimento de 3,0% em relagcdo o ano anterior (534.005 toneladas). A espécie
atingiu 63,9% da producdao de peixes dulcicolas de cultivo em todo o territério
brasileiro (Peixe BR, 2023)

O estado do Parana liderou a producdo de peixes de cultivo na
piscicultura brasileira no ano de 2022, seguido pelo estado de Sdo Paulo, enquanto
o estado do Ceara ocupou a vigésima colocagdo no cenario nacional, onde suas
respectivas produgdes em toneladas foram de 194.100, 83.400 e 6.860 (Peixe BR,
2023). Esse diagnéstico na produgao, por estado da federagao, foi impactado pelo
avango da tecnologia de cultivo no Sul e Sudeste do Pais, enquanto os periodos
prolongados de estiagem para aporte e seguranga hidrica nos reservatorios
cearenses comprometeram a producao de tilapia na ultima década (XIMENES,
2021).

1.3 A tilapia do Nilo

Nativa do Rio Nilo e descoberta por volta de 4000 anos atras, a espécie

africana tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) foi classificada por Linnaeus (1758)
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(FIGURA 1) e considerada uma das espécies de agua doce mais conhecida e
disseminada no planeta (OLIVEIRA, 2020).

Figura 1. Tilapia do Nilo, Oreochomis niloticus (Linnaeus, 1758).

Filo:

Chordata

Classe:
Actnopterygii
Subfamilia:
Pseudocrenilabrinae
Familia:

Cichlidae

Ordem:
Perciformes
Género:
Oreochromis
Espécie:

O. niloticus L.1758

Fonte: Autor (2023)

A espécie O. niloticus é um peixe do grupo dos Teledesteos, pertence a
familia Cichlidae, que possui mais de 1900 espécies distribuidas no mundo, com ja
cerca de 290 ja descritas. E da subfamilia dos Pseudocrenilabrinae, pertente a
ordem dos Perciformes e ao género Oreochromis. Possui habito alimentar
herbivoro/onivoro com baixa seletividade alimentar e preferéncia por fitoplancton e
detritos de origem vegetal nos seu estagio de vida adulta (CARRETERO, 2012).

Diversos fatores contribuem para o cultivo e o mercado da espécie no
pais, como por exemplo, a rusticidade, o 6timo desenvolvimento em ambientes com
temperaturas que variam de 25 a 30 °C, boa relagao custo/beneficio para os
consumidores, a alta qualidade da sua carne, de sabor suave, cor branca e textura
firme, resisténcia a doencas, tolerdncia ao cultivo em altas densidades e em
ambientes adversos e estressantes, entre outros (SILVA et al., 2015).

No Brasil, a tilapia do Nilo foi introduzida no municipio cearense de
Pentecoste, pelo Departamento Nacional de Obras Contra as Secas (DNOCS), em
1971, com o objetivo inicial de repovoamento nos reservatorios publicos da regiao
Nordeste e atualmente vem sendo cultivada e comercializada em todo territério
nacional (CARRETERO, 2012), gerando divisas e proporcionando um maior

desenvolvimento do agronegdcio brasileiro (IGARASHI, 2003).

1.4 O processo de filetagem e geracao de residuos
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Para o maior interesse do consumidor e agregacao de valor no mercado,
0s peixes inteiros congelados e o filé sdo os principais produtos da tilapia
(BOSCOLO; FEIDEN, 2007). A preferéncia do filé de tilapia pelo mercado
consumidor € justificada pela sua carne branca de textura firme, de sabor suave e
auséncia de espinhas em forma de “y”. Essas caracteristicas levam a um maior
rendimento apos o beneficiamento, cujo processo de filetagem é ainda determinado
segundo diversos fatores, por exemplo, linhagem, sexo, tamanho da cabeca,
estrutura anatdbmica do corpo e porcentagem de residuos (SCHULTER; VIEIRA
FILHO, 2017).

Por outro lado, o processo de filetagem de tilapias gera um volume
substancial de residuos organicos, como por exemplo, visceras, espinhas, olhos,
branquias, intestino etc, geralmente descartados de maneira inadequada causando
impactos ambientais, sociais e econdmicos. Uma das formas de aproveitamento
desses residuos de peixes € seu uso para obtencdo de biomoléculas de potencial
biotecnoldgico (ALCANTARA et al., 2023; NOGUEIRA et al., 2019)

As carcacgas e cabecas podem ser ultilizadas para produgao de caldos e
sopas (GODOQY, 2010). As cabecgas também podem ser usadas para producéo de
gelatinas, assim como, a pele, mediante a extragdo do colageno (SILVA et al.,2011;
YAJIMA; FRANCO; BORDIGNON, 2011), enquanto as carcagas podem ser usadas
para isolar carne mecanicamente separada para elaboracao de coprodutos de valor
agregado (ROSA, 2009). Ha varios métodos para aproveitamento de subprodutos
que ja sédo conhecidos, porém, os mais representativos sdo a farinha de peixe e
obtencao de dleo, ambos destinados para produgdo de ragao animal (BOSCOLO et
al., 2010).

Os residuos gerados no processamento do pescado sao de alta qualidade
nutricional e podem ser consideradas fontes de proteinas, enzimas e lipideos nao
aproveitados, possibilitando o encaminhamento para outros fins como producéo de
suplementos proteicos (KADAM; PRABHASANKAR, 2010). Aproximadamente 50%
da massa de peixes é residuo (cabeca, nadadeiras, pele e visceras) e cerca de 15%
dos peixes sao visceras. Este material residual € geralmente descartado por falta de
destino adequado. Esta grande quantidade de residuo pode ser usada como
matéria-prima para extracdo de compostos de interesse farmacolégico, como os
glicosaminoglicanos (NOGUEIRA et al., 2019).
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1.5 Estrutura branquial de peixes teledsteos

A branquia € um 6rgéo onde ocorrem as trocas gasosas € 0S processos
osmorrregulatoérios, equilibrio acido basico, excregdo de compostos nitrogenados, o
que faz que ela tenha uma enorme importancia para a saude do peixe. Além disso,
sua complexidade e contato constantes com o ambiente externo fazem da branquia
alvo de poluentes de origem hidrica (FONTAINHAS-FERNANDES et al., 2008).

As tilapias, como a maiorias dos teledsteos, realizam respiragao branquial
e possuem branquias compostas por quatro arcos branquiais que possuem duas
fileiras de filamentos branquiais (FIGURA 2), os quais dispdem de inuUmeras lamelas
branquiais, onde ocorre a troca gasosa. O interior das lamelas € composto por
pequenos canais que liberam a passagem de uma célula sanguinea por vez, o que
ocasiona uma troca gasosa. A tilapia do Nilo possui quatro pares de branquias e
cada uma é formada por um arco branquial, onde os filamentos branquiais estao
inseridos. As fendas branquiais s&o por onde a agua passa e ficam localizadas entre
as branquias. Posterior as branquias esta o coragcdo que possui duas cavidades
denominadas atrio e ventriculo. Do coragdo o sangue € bombeado e segue para as
branquias, pelos vasos branquiais aferentes onde ocorre a troca gasosa e, por fim,
sai através das algas coletoras eferentes, num processo de contracorrente com a
agua vindo do meio externo e indo para a aorta dorsal (SILVA et al., 2015).

Na branquia da carpa comum Cyprinus carpio (Linnaeus 1758), por
exemplo, foi encontrado Glicosaminoglicanos (GAGs) com efeitos anticoagulantes,
como condroitim sulfato em diferentes niveis, contendo glucosaminas pertencentes
aos grupos sulfato de heparan ou heparina (WASSERMAN; BER; ALLALOUF,
1972). Fernandes (2022) identificou que o condroitim sulfato estd presente como
GAG unico na branquia, porém nao distribuido em quantidades homogéneas entre

as diferentes estruturas anatdémicas da branquia.



21

Figura 2. Filamentos branquiais, lamela branquial e
rastros branquiais (A e B); Coragéo, filamentos e
lamelas branquiais (C).

Arco branquial

Filamentos .
Rastros branquiais

N

Coragdo

Fonte: SILVA et al. (2015)

1.6 Glicosaminoglicanos

Glicosaminoglicanos (GAGs) compdem uma familia de polissacarideos
sulfatados linerares de natureza complexa e heterogénea, encontrados no reino
animal (MEDEIROS et al., 2000; VOLPI; MACCARI, 2002; OLIVEIRA et al., 2015).
Eles possuem aminoacgucares (glucosamina e galactosamina) e grupos carboxilados
(acido urénico) (BADRI et al., 2018; FERNANDES, 2022), variando quanto a
quantidade, tipo de ligacado glicosidica e ao grau e posi¢cdo de sulfatagdo. Sao
polimeros formados por residuos repetitivos de dissacarideos de acido urdnico
(geralmente o acido D-glicurbnico ou o acido L- idurbnico) e de N-
acetilglicosamina ou N-acetilgalactosamina. Em alguns GAGs uma ou mais das
hidroxilas do agucar aminado estao esterificadas com sulfatos (MOTTA, 2005).

Os GAGs sao encontrados nas matrizes extracelulares em diferentes
sistemas de filos do reino animal que apresentam organizagéo tissular (DIETRICH et
al., 1976; MEDEIROS et al., 2000). Os GAGs sao conhecidos por estarem
envolvidos em funcbes fundamentais para comunicacdo celular, diferenciagao e
crescimento (VALCARCEL et al., 2017). Entretanto, em varias enfermidades
genéticas, os mucopolissacaridoses estdo envolvidos nas causadas por defeitos no
metabolismo, podendo ser utilizados como biomarcadores (MOTTA, 2005).
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Os GAGs participam em numerosas fungdes celulares e exibem principios
ativos importantes para a elaboracdo de medicamentos (MEDEIROS, 2000;
NOGUEIRA et al., 2019). Estudos de distribuigao, disponibilidade e caracterizagao
quimica podem contribuir sobre o conhecimento do papel fisiolégico destes
compostos em diferentes 6rgaos, bem como para uso biotecnolégico (ALCANTARA
et al., 2023; JRIDI et al., 2019; NOGUEIRA et al., 2019; RODRIGUES et al., 2017;
SAMPAIO et al., 2006).

Além de suas fungdes celulares, os GAGs ganharam importancia
nutracéutica, farmacéutica, biomaterial e biomédica. Ja em escala industrial, o
isolamento de GAGs é a partir de residuos provenientes de abatedouros onde
ocorre o processamento de animais (boi e porco) pela industria de alimentos e ragao
que geram muitos descartes no processamento (GAVVA et al., 2019).

O uso de rejeitos da industria do pescado, gerando subprodutos de valor
biotecnolégico, vem crescendo como fontes naturais inovadoras para a obtencgao de
GAGs (MOURA et al., 2020). Dentre os GAGs de maior relevancia quimica e
medicinal estdo o condroitim sulfato (CS), o dermatan sulfato (DS), o heparan sulfato
(HS), a heparina (HEP), o acido hialurénico (AH) e o queratam sulfato(SQ)
(OLIVEIRA et al., 2015). Dos quais, o AH é destituido de sulfatacdo e pode ocorrer
livre no tecido, ndo formando agregados de proteoglicanos (GAVVA et. al., 2019;
OLIVEIRA et al., 2015), mas ocorrendo impurezas quando isolados (ALCANTARA

et al., 2023). Tais estruturas estao representadas na figura 3.
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Figura 3. Estrutura quimica dos
principais glicosaminoglicanos.

HEP

AH - acido hialurénico; C- 4-S —
condroitim-4-sulfato; HEP — heparina;
SQ - queratam sulfato; DS — dermatan
sulfato

Fonte: Adaptado de LAMOUREUX et
al. (2007)

A tilapia do Nilo, O. niloticus, tem demonstrado uma plataforma util para
exploracao bioquimica e fonte relevante em GAGs para aplicagdes biotecnoldgicas,
de varios residuos solidos descartados de filetagem. Rodrigues et al. (2011) e Salles
et al. (2017), isolaram da pele DS com inibicdo in vitro da formagao de coagulo
sanguineo, porém menos eficaz que HEP e DS de mamifero. J& Nogueira et al.
(2019), aplicando a enzima Alcalase na digestdo de visceras frescas, observaram
por eletroforese e infravermelho a presenca de CS/DS/HS expressando efeito
anticoagulante in vitro. Potenciais in vitro ainda revelaram GAGs antioxidantes
isolados da pele como agentes seguros para uso na suplementagdo de meio
criodiluidor dos sémens de tambaqui, Colossoma macropomum (Cuvier, 1818),
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(PEREIRA et al., 2020 e 2021) e de curimata, Prochilodus brevis (Steindachner,
1875) (NASCIMENTO et al., 2021).

Em estudo sobre os GAGs presentes em alguns residuos de tilapia,
Fernandes (2022) avaliou a disponibilidade, as caracteristicas fisico-quimicas e
estruturais de GAGs brutos extraidos dos residuos branquia — arco e base, pele,
olho, intestino e gbnada removidos de exemplares masculinizados de tilapia do Nilo
cultivados em um sistema de recirculacdo de agua em tanques de alvenaria. Esse
peixe apresentou distribuicdo e bioquimica complexa de GAGs, com perfil de
sulfatacdo preponderante na anatomia externa do que na cavidade abdominal do
animal e branquia constituida somente por CS em quantidade mais significativa que
nos demais residuos avaliados, além deste GAG, quando isolado da sua regido de
base, mostrando-se com potencial antioxidante in vitro equivalente a atividade de
sequestro do agente sintético butilhidroxitolueno. Recentemente, Alcantara et al.
(2023) descobriram que o AH, isolado do globo ocular de tilapia do Nilo, estimulou a
proliferacao de fibroblastos in vitro.

E de conhecimento que existe uma dificuldade na obtencdo de
polissacarideos seguros de fontes terrestres, como a HEP, um polissacarideo
sulfatado tradicionalemente usado em desordens do sistema circulatério, porém sua
producdo comercial do boi e porco acarreta riscos potenciais de contaminagao
bioldgica/quimicalviral, necessitando de um rigoroso controle de qualidade para uso
clinico (MELO et al., 2008).

A recuperacédo de moléculas inovadoras a partir de residuos gerados da
filetagem de peixes consiste de uma tecnologia ainda em desenvolvimento,
especialmente das partes ndo comestiveis, desde que ndo ha o aproveitamento
integral do pescado procedente das etapas da cadeia produtiva do pescado e da
industria para fins de exploragao biotecnolégica ou muito menos para o mercado
(PINTO et al., 2017) .

O objetivo geral desta pesquisa foi obter GAGs brutos da estrutura
branquial de tilapia do Nilo (O. niloticus) e avaliar o rendimento desta extracdo. Os
objetivos especificos foram: Comparar os rendimentos obtidos nesta pesquisa com
os rendimentos adquiridos em pesquisa envolvendo o mesmo protocolo e espécie
(O. niloticus) para o residuo branquial separado (arco e base); Comparar

rendimentos de GAGs brutos extraidos com outras metotologias aplicadas para
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branquias em diferentes espécies de organismos aquaticos; Realizar precipitacao
dos GAGs brutos com volumes crescentes de alcool e cetona para recuperar
glicosaminoglicanas sulfatadas. Avaliar rendimentos de recuperagdo com solventes
organicos; Realizar analises de metacromasia, eletroforese em gel de agarose e

infravermelho em amostras de GAGs brutos e fragcdes obtidas(Fa1 e Fc1).
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Obtencao e tratamento da matéria-prima

O cultivo de tilapia do Nilo, O. niloticus, foi realizado em sistema de
recirculagdo de agua, em tanques de alvenaria, com dimensdes 3,00 x 0,80 x 0,85
m, com volume util de aproximadamente 2 m3, acoplados a um decantador, reator
biolégico de 500 L e filtro mecanico pressurizado, no periodo de 01 de maio de 2019
a 27 de junho de 2019 (FERNANDES, 2022), onde dos 282 peixes cultivados, 17
exemplares foram cedidos para a execucao deste estudo.

Os peixes despescados foram submetidos a insensibilizagdo percussiva
(MAPA, 2022) e posteriormente em gelo, na proporgao 1:1,1 kg de biomassa:gelo,
utilizando caixas isotérmicas, e transportados imediatamente do abate até o Centro
de Biotecnologia Aplicada a Aquicultura - CEBIAQUA/UFC, do Departamento de
Engenharia de Pesca (UFC). Foram utilizadas branquias removidas de tilapias
adultas masculinizadas, obtidas do plantel mantido pela Estacdo de Aquicultura,
Prof°. Dr. Raimundo Saraiva da Costa, CCA/UFC.

A espécie O. niloticus foi catalogada no SisGen (Sistema Nacional de
Gestao do Patriménio e do Conhecimento Tradicional Associado) sob cadastro
AA4816B, com a proposta aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal do Ceara sob o CEUA n°® 6974061020, de responsabilidade do
Professor e Doutor Oscar Pacheco Passos Neto e membro de equipe Daniele
Ferreira Marques.

No laboratério de Bioquimica Marinha do CEBIAQUA, os animais foram
medidos (cm) com régua e pesados (kg) com balanga digital, cujos valores médios
foram 28,46 + 2,51 cm e 409,14 + 95,66 g, respectivamente, e, em seguida,
submetidos a evisceragcdo e procedimento de retirada da branquia da cavidade
opercular com auxilio de faca, alicate e tesoura (FERNANDES, 2022).

Apés a etapa de separacao do residuo, o material fresco foi inicialmente
lavado com agua corrente para remogao de sangue, posteriormente lavado com
agua destilada e submetido a desidratagcdo por estufa com circulagéo de ar (45°C;
24 h), como mostra a Figura 4. Em seguida, este foi triturado e armazenado em

recipiente fechado de polietileno até a realizagcao das analises experimentais.
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Figura 4. Branquias desidratadas de tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus).

Fonte: Autor (2023)

2.2 Extracao dos GAGs

A extragdo dos GAGs foi realizada a partir de 10 g de amostra de
branquia desidratada e triturada, aplicando digestdo com papaina bruta a 10%, em
100 mL de tampéao acetato de sédio 100 mM (pH5,0), contendo cisteina e EDTA
(ambos a 5 mM) segundo Fernandes (2022) baseado em Rodrigues et al. (2009 e
2011) adaptado de Souza et al. (2007) e Farias et al. (2000). Ap6s 24 horas de
incubagdo em banho-maria a 60°C, o material foi filtrado em tela de nailon (60 um),
centrifugado (20 min; 7280 x g) e, ao sobrenadante, foram adicionados 5 mL de
cloreto cetilpiridinio (CCP) a 10%, para precipitagdo dos GAGs presentes na mistura
por 7 dias em temperatura ambiente. Logo apds essa etapa, o precipitado foi
centrifugado (20 min; 7280 x g) e o pellet obtido foi lavado com 100 mL de cloreto
cetilpiridinio (CCP) a 0,05%, centrifugado (20 min; 7280 x @), posteriormente
dissolvido, sob agitagcdo mecanica (20 min; temperatura ambiente), em 50 mL de
uma solugédo de NaCl 2 M: etanol comercial (100:15; v:v ) e precipitado com adigao
de 100 mL de etanol comercial por 24 horas a 4°C. Apos centrifugagcéo (20 min;
7280 x @), o pellet obtido foi lavado duas vezes com 100 mL de etanol a 80% e outra
com mesmo volume de alcool comercial. Por fim, o material extraido foi levado a

estufa (60°C; 3 h) para secagem sob circulagdo de ar e obtencdo dos GAGs brutos
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(FIGURA 5). O rendimento (%) foi determinado com base na percentagem da

matéria-prima desidratada (n = 3).

Figura 5. Fluxograma de extracdo de GAGs brutos da
branquia de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus).

| Extracdo dos GAGs brutos

[ Hidratagéo ] Tampao acetato de s6dio 100 mM (pH
5,0) + cisteina e EDTA (ambos a 5 mM)

[ Digestao ] | Papaina bruta a 10% (60°; 24h) |

[ Filtragéo ] Centrifugagdo (20min; 25°C) |

= = CCP a 10% (t t biente; 7
[ PreC|p|tagao ] et a 10% (temperatura ambiente;

[ Lavagem ] CCP. a 0,05% (temperatura ambiente;
1 10min)
= = NaCl 2M : Etanol (100:15; v:v) sob
[ Dlssolugao ] agitacao (temperatura ambiente; 20
min)

[_Precipitacao | [ Etanol comercial (24n; 4°c) |

] Etanol a 80% (2x)

[ Lavagem Etanol comercial (1x)

~
[ Secagem | | Estufa (3h; 60°C) |

7

| Gags brutos

EDTA - Acido etilenodiamino tetra acético; CCP - cloreto
cetilpiridinio; NaCl - Cloreto de sddio.
Fonte: Autor (2023)

2.3 Fracionamento dos GAGs brutos por precipitacao alcéolica ou cetonica

Para o fracionamento, a amostra de GAGs brutos foi dissolvida em agua
destilada (5 mg/mL) sob agitagdo constante (1 h; temperatura ambiente) e volumes
crescentes de alcool ou acetona (1-3:1) foram adicionados a solugao do material
para precipitacdo dos GAGs por 72 horas a 4°C. Apés cada periodo de precipitagao,
0os GAGs foram centrifugados (20 min; 7280 x g) e, em seguida, lavados com 50 mL
do respectivo solvente e novamente centrifugados (20 min; 7280 x g). Ao final desta
etapa, o material foi levado a estufa para secagem sob circulacdo de ar durante 3

horas a 60°C e obtencao das fracdes.
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As fragdes alcodlicas ou cetbnicas, obtidas da precipitagdo com ambos os
solvestes organicos, foram denominadas de Fa1-3 ou Fc1-3 (FIGURA 6),
respectivamente, e o rendimento (%) destas calculado em percentagem com base

na amostra de GAGs brutos previamente preparada (n = 3).

Figura 6. Fluxograma de fracionamento dos
GAGs brutos por precipitagdo com solventes.

FRACIONAMENTO COM SOLVENTES
GAGs brutos
Dissolugiao 5 mg/mL (temperatura
ambiente; 1 h)
N Solvente dlcoolou
Precipitagdo acetona 1-3:1 (4°C; 72 h)
50mL de solvente (dlcool
Lavagem ou acetona: 20min; 25°C)
Secagem | Estufa (3h; 60°C)
Fragoes recuperadas (Fal ou Fc1)

Fonte: Autor (2023)

2.4 Ensaio de metacromasia

A avaliacao da metacromasia das amostras recuperadas (GAGs brutos e
fracdo Fa1 ou Fc1), quanto a presenca de sulfatagdo, dos GAGs obtidos da branquia
de tilapia do Nilo, foi desenvolvida a partir de concentragcbes crescentes de cada
material variando de 9 a 390 pg usando método preparativo em tubos, contendo 1
mL do corante catidnico azul 1,9-dimetilmetileno como indicador de reacédo pela
visualizagdo na cor violeta (FARNDALE; SAYERS; BARRETT, 1982; FARNDALE;
BUTTLE; BARRETT, 1986).

2.5 Analise fisico-quimica de GAGs por eletroforese em gel de agarose
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As caracteristicas fisico-quimicas das amostras (GAGs brutos e fragao
Fa1 ou Fc1) foram avaliadas por eletroforese em gel de agarose, quanto ao padréao
de densidade de carga. Os padrdes condroitim-6-sulfato (60 kDa), condroitim-4-
sulfato (40 kDa), DS e/ou HEP (14 kDa) foram usados para identificacédo dos GAGs
extraidos da branquia.

A técnica foi realizada com os padrbes aplicados em gel de agarose a
0,5%, preparado com o tampéao 1,3-acetato diaminopropano a 0,05 M (pH 9,0), e a
corrida realizada em voltagem constante (110 V; 1h). Em seguida, os GAGs
presentes no gel foram fixados em solugdo N-cetil-N,N,N-brometo de trimetilamonio
a 0,1% durante 24 horas (DIETRICH; DIETRICH, 1976) e, posteriormente, o gel foi
desidratado em estufa sob circulagao de ar (60°C; 4 h) (FERNANDES, 2022).

Os GAGs, presentes no gel, foram revelados com o uso de azul de
toluidina a 0,1% e, em seguida, o gel foi descorado com solugdo com etanol
absoluto, agua destilada e acido acético (DIETRICH; DIETRICH, 1976;
FERNANDES, 2022).

2.6 Analise estrutural dos GAGs por espectroscopia de infravermelho

A pureza quimica das amostras (GAGs brutos e fragdo Fa1 ou Fc1), que
foram obtidas da branquia de O. niloticus, também foi avaliada por espectroscopia
de infravermelho com Transformada de Fourier, comumente utilizada na
caracterizagao estrutural de carboidratos. Os espectros foram obtidos em
espectrofotdbmetro PERKIN ELMER SPECTRUM 100, utilizando pastilhas de KBr, na

regiao espectral de 4000 a 500 cm’ .
2.7 Analises estatisticas

Os dados obtidos foram expressos como média e desvio-padrao (n=3).
Com os valores de rendimento das fragdes obtidas, foram submetidos ao teste de f-
Student para dados ndo-pareados, considerando p < 0,05 como significante. Para
analise de dados e representacbes graficas foi usado o programa estatistico
Graphpad.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Rendimento de GAGs brutos da branquia de tilapia do Nilo

O protocolo que utiliza a enzima papaina, seguido de precipitagdes com
CCP e alcool, resultou na obtengcdo de GAGs brutos da branquia desidratada de
tilapia do Nilo, O. niloticus. O rendimento, apdés secagem do material em estufa, foi
de 0,91 + 0,03%, equivalente a 9,1 £ 0,26 mg de GAGs brutos por grama de residuo
(TABELA 1).

Tabela 1. Comparagao de rendimentos em GAGs brutos de branquias de diferentes organismos
aquaticos.

Espécie Protocolo Rendimento (% ou mg_g”) Referéncia
Tilapia do Nilo papaina 0,91 +0,03%" Esta pesquisa
(O. nilloticus) (pH 5,0, 24h, 60°C) (9,1£0,26 mg g™ pesq
Tilapia do Nilo papaina o/

(O. nilloticus) (pH 5.0, 24h, 60°C) 1,74 £ 0,05% Fernandes (2022)
Atum do Pacifico N-Aman o) % .

(Thunnus orientalis)  (pH 7.0, 7d, 55°C) 020 = D0 Al @t el (2015

Caranguejo papaina Regnaut e Durand

o
(Carcinus maena)  (pH 6,0, 18h, 62°C) 7,52£0,51mg g

* Rendimento, em porcentagem, sob a base do residuo desidratado.

** Rendimento expresso em mg de GAGs por grama de residuo desidratado.
Fonte: Autor (2023)

(1998)

Quando comparado a pesquisa de Fernandes (2022), que separou e
caracterizou previamente o residuo branquial, em arco e base, desta mesma
espécie de tilapia, constatou-se uma diferenca importante quanto ao rendimento em
GAGs brutos entre tais partes (arco — 1,128 £ 0,06%; base — 0,46 + 0,07%) que,
quando reunidos, totalizaram 1,74 £ 0,05% extraido da branquia de O. niloticus.
Essa quantidade foi, portanto, 1,91 vezes maior que na presente pesquisa, utilizando
branquia inteira, o que pode sinalizar o uso de suas partes como determinandes
para recuperar GAGs, de regides distintas da estrutura desse residuo, tendo em
vista que os peixes foram procedentes do mesmo sistema e periodo de cultivo
(FERNANDES, 2022).

Na Tabela 1, a branquia de tilapia do Nilo mostrou um rendimento
marginalmente superior em GAGs brutos que ao obtido daquela do caranguejo
Carcinus maena (7,52 + 0,51 mg em GAGs brutos por grama de residuo), quando
extraidos com papaina (REGNAUT; DURAND,1998). Ja a branquia do atum do
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Pacifico (Thunnus orientalis), empregando-se a enzima N-Amano, Arima et al.
(2013) obtiveram 0,20 + 0,00% em GAGs brutos, um rendimento 4,55 vezes inferior
ao obtido neste estudo. Tais estudos combinados demonstraram que o rendimento
em GAGs brutos, de branquia, varia segundo organismo e protocolo de extragéo
utilizado.

Vale salientar que o residuo branquia € uma fonte majoritaria em GAGs
frente a outras partes geradas da filetagem de tilapia e o aprimoramento na
obtengdo destes compostos pode viabilizar interesses biotecnolégicos
(FERNANDES, 2022).

3.2 Rendimento de GAGs brutos fracionados por precipitagao alcodlica ou

cetonica

Apos o processo de extragdo, amostras de GAGs brutos extraidos foram
preparadas em agua e, em seguida, avaliadas por solventes orgéanicos (alcool ou
cetona) quanto a uma possivel capacidade destes em fracionar o material por
adi¢cdes de volumes crescentes, sob refrigeracéo (4°C) por 24 h. A finalidade dessa
metodologia alternativa seria para obter GAGs de menor complexidade e a menor
custo, desde que a heterogeneidade e a complexidade quimica dos polissacarideos
sulfatados requerem, tradicionalmente, equipamentos laboratoriais, como colunas
cromatograficas de separagdo usando resinas comerciais acopladas a outros
sistemas operacionais, geralmente, de elevado custo de aquisigdo e necessitando
operador qualificado (POMIN; MOURAO, 2008; RODRIGUES et al., 2011; SALLES
et al., 2017).

O resultado desse processo pode ser observado na Tabela 2 e, em
comum, ambos os solventes utilizados mostraram habilidade de somente precipitar
GAGs na primeira adigdo dos respectivos agentes quimicos, fracbes Fal e Fc1,
cujas fragdes passaram a ser utilizadas nas analises subsequentes. Enquanto, nas
demais adigbes de ambos os solventes (fragdes Fa2-3; Fc2-3), ndo ocasionaram

precipitacdes durante o periodo avaliado.



33

Tabela 2. Comparagdo de rendimentos de GAGs brutos da branquia de tilapia do Nilo, apds
precipitacao fracionada com volumes crescentes de alcool ou cetona.

Rendimento Quantidade recuperada em GAGs (g) /50 mg de GAGs
(%)* brutos

Fa1 0,10 £ 0,47% 0,005+ 0,00 g

Fa2 -

Fa3 -

Fracoes

Fc1 0,16 £ 0,0% 0,008 £ 0,00 ¢
Fc2 -
Fc3 -

* Rendimento, em porcentagem, obtido a partir da solugdo aquosa previamente preparada de GAGs
brutos (5 mg mL™).; - Material ndo-recuperado.
Fonte: Autor (2023)

Conforme o Grafico 1, a obtencao por precipitagao alcodlica ou cetbnica,
do extrato bruto de GAGs extraido da branquia de tilapia do Nilo, revelou, a partir da
solugdo da amostra preparada em agua, uma diferenga significativa entre os
rendimentos recuperados, cujos percentuais foram 0,10 + 0,001% e 0,16 £ 0,000%

para Fa1l e Fc1, respectivamente, o que corresponderam a 0,005 + 0,00 e 0,008 +
0,00 g de GAGs (TABELA 2).

Grafico 1. Rendimentos de GAGs

obtidos por precipitagdo com alcool
(Fa1) ou cetona (Fc1).

20,

g b

g 15- .

g 10

2

Q

14

0- T

Fa1 Fc1

Letras diferentes sobre as barras
indicam diferenca estatistica ao nivel
5% (t de Student, p < 0,005)

Fonte: Autor (2023)

Esse decréscimo no rendimento em GAGs, apds o periodo de
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precipitacdo e quantificacado, ja era esperado, haja vista que durante o processo
ocorrem interagdes solvente+molécula, em razdo ainda da composigao quimica do
material extraido.

Em comportamento por colunas cromatograficas de separagédo, utilizando
resinas de troca-ibnica, verifica-se a interacdo com os grupos sulfatados dos
polimeros, os quais sao, posteriormente, eluidos por forga iénica utilizando o NaCl
como fase mdével, resultando na separagao de fragdes distintas em rendimento e
composicao (SALLES et al., 2017).

A substancia organica tem sua solubilidade diretamente relacionada com
a estrutura molecular (MARTINS; LOPES; ANDRADE, 2013). Neste trabalho,
acredita-se que o maior poder de recuperacao de GAGs, por cetona, pode ser o
resultado de uma diferenca de polaridade entre os solventes utilizados. Assim, é
sabido que tanto o alcool como a cetona € soluvel em agua, porém devido a sua
forma geométrica semelhante a da agua, o solvente cetona apresenta uma
solubilidade também importante, podendo ser capaz de interagir com mais
propriedade com compostos ibnicos (MARTINS; LOPES; ANDRADE, 2013).

Estudos apontam que o efeito na recuperacdo de polissacarideos
extraidos varia segundo o solvente utilizado. Por exemplo, Vidal et al. (2010)
mostraram que na extragdo de polissacarideos sulfatados da alga marinha parda
Spatoglossum schroederi (C. Agardh) Kitzing, do filo Ochrophyta, a cetona
apresentou maior eficacia do que o uso de metanol e etanol, pois concentrou por
precipitacdo uma maior quantidade de carboidratos presentes na referida espécie de
alga. Além de separar o material as trés fucanas, sintentizadas pela alga, foram
caracterizadas como ricas em varios acucares (xiloglucoranofucana e
galactofucanas), fato ndo observado pelos demais solventes citados.

Mais recentemente, Abbou et al. (2019) avaliaram o efeito do emprego de
trés solventes orgéanicos (alcool, acetona e propanol) sobre o rendimento de
polissacarideos extraidos de sementes obtidas do pinheiro de Alepo (Pinus
halepensis Mill.). Os autores observaram que o rendimento dependeu do solvente
utilizado e da composi¢céo quimica dos graos, os quais apresentaram baixos niveis
de acucares. O estudo revelou que tanto a precipitacdo alcodlica quanto a cetdnica
foram eficazes para obter quantidades equivalentes de polissacarideos de P.

halepensis.
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3.3 Analise metacromatica preliminar de sulfatagao

O ensaio metacromatico foi realizado com as amostras (GAGs brutos, Fa1
ou Fc1), para verificacdo inicial de sulfatagdo com uso do corante azul 1,9-
dimetilmetileno como indicador colorimétrico (FARNDALE; SAYERS; BARRETT,
1982; FARNDALE; BUTTLE; BARRET, 1986), conforme figura 7.

Das amostras avaliadas, a presenga de cor violeta (metacromasia) foi
observada somente para a de GAGs brutos, com adigao material dissolvido (9 ug). A
formacao de complexo ocorreu discretamente na fragcdo Fc1 com a adigdo material
dissolvido (390 ug), enquanto ausente na Fal com a mesma adicdo de material que
a fracao anterior.

Visualmente, revelou-se que a Fc1 possui distinta composigao quimica
frente os GAGs brutos que apresentaram intensa propriedade aniénica (sulfatagao)
no ensaio, ou seja, cerca de 43 vezes inferior a quantidade de amostra para revelar

metacromasia

Figura 7. Teste de metacromasia usando
os GAGs brutos e as fragdes (Fal e Fc1)
na presega do azul 1,9-dimetilmetileno. C:
controle; EB: extrato bruto; Fa1l: fragdo
alcodlica; Fc1: fragao cetdnica.

C EB Fal Fcl

f L1

Fonte: Atutor (2023)

Fernandes (2022) detectou GAGs sulfatados em extrato bruto de GAGs
extraido da branquia de tilapia do Nilo, separando-o em arco e base, que, na
ocasidao, o arco branquial apresentou reacdo metacromatica importante, sendo

necessario uma quantidade menor de amostra de GAGs que a base branquial para
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deteccao da coloracéao violeta, cuja quantidade de amostra foi duas vezes maior.

Os GAGs diferenciam entre si por varios aspectos quimicos como, por
exemplo, pelo grau de sulfatacédo (GESTEIRA, 2011). O resultado observado na
Figura 7, que mostrou auséncia de metacromasia nas amostras das fracdes
avaliadas, sugere que ambos os solventes utilizados (alcool ou acetona), para
recuperacao dos materiais dissolvidos em agua, ocasionaram, também, uma
reducao do poder aniénico da molécula comparado ao extrato nativo, haja vista que
o corante catiénico azul 1,9-dimetilmetileno forma complexo com GAGs sulfatados
FARNDALE; SAYERS; BARRETT, 1982; FARNDALE; BUTTLE; BARRET, 1986).

3.4 Caracterizagao por eletroforese em gel de agarose

O perfil eletroforético em gel de agarose (0,5%) apresentou uma diferenga
drastica na revelacao entre as amostras avaliadas (FIGURA 8) e reforgcou a analise
metacromatica mostrada anteriormente na Figura 7. Apos tratamento com o corante
catidnico azul de toluidina, o gel revelou banda metacromatica homogénea apenas
de GAGs brutos, comigrando como CS padrado e apresentando densidade de carga
importante (FIGURA 8), sugerindo a presenga de radicais sulfatados na estrutura
quimica das moléculas na amostra avaliada (ROTH et al., 2008; RODRIGUES et al.,
2011; FERNANDES, 2022).

Figura 8. Eletroferese em gel de agarose (0,5%) de
GAGs obtidos da branquia de O niloticus.

(+)

cs — ; :
-

HEP —

' PA EB Fa1 Fc1
Origem (-) = ®

Fonte: Autor (2023)
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De fato, utilizando-se da mesma técnica, Fernandes (2022) também
sugeriu, apés o gel revelado com azul de toluidina, o0 GAG CS como presente na
branquia (arco e base) de tilapia do Nilo. Mais relevante, a autora ainda descreveu
uma propriedade metacromatica mais importante dos GAGs localizados na regido da
base desse residuo, demonstrando uma composicado de sulfatagao distinta do GAG

CS na estrutura branquial deste teledsteo dulcicola.

Ja para as fragdes (Fa1 e Fc1), a técnica de revelagdo ndo indicou, por
meio da caracterizagéo violeta, formagao de complexo colorimérico (GAG+corante
azul de toluidina). Somado a isso, durante a corrida eletroforética, a essa auséncia
no gel de GAGs sulfatados nas fragdes Fa1 e Fc1, foi possivelmente decorrente da
caréncia de interagcdo com a diamina presente no tampao de corrida utilizado, cujo
componente forma naturalmente complexo com polimeros aniénicos (DIETRICH;
DIETRICH, 1976). Diferentemente do perfil metacromatico visualizado dos GAGs

brutos (FIGURA 8) e anteriormente caracterizado por Fernandes (2022).
3.5 Analise estrutural dos GAGs por espectroscopia de infravermelho

Os espectros de infravermelho (IV) caracterizaram as trés diferentes
amostras analisadas como compostos quimicamente diferentes entre si, como
observados claramente no Grafico 2. Essas diferengcas foram evidentes entre os
perfis apresentados para as fragcbes Fal e Fc1 comparando-as a amostra de GAGs
brutos, tanto pela intensidade dos sinais quimicos como pela auséncia de alguns
deles, especialmente entre as regides compreendidas de 800 a 1250 cm™, nas quais
também ocorrem residuos de acido urdnicos e picos de sulfatacdo (JRIDI et al.,
2019; DHAHRI et al., 2010; PEREIRA et al. 2021; FERNANDES, 2022).

Em geral, vibragbes quimicas das amostras revelaram grupos funcionais
caracteristicos a GAGs sulfatados, com estiramentos de sinais de intensidade
variavel. Os espectros de janela de 4000 a 500 cm™ revelaram regides de sinais de
3433 a 536 cm™, para extrato bruto (EB) de GAGs, de 3421 a 460 cm™, para Fa1, e
de 3286 a 700 cm™, para Fc1. Esses perfis de resolucdo de janelas de sinais
variaveis apontaram para a obtencdo de materiais com estruturas moleculares
diferentes (GRAFICO 2).
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De fato, analisando potualmente cada espectro obtido, foi possivel
confirmar a ocorréncia no extrato bruto (EB) de GAGs CS na branquia de O. niloticus
(FERNANDES, 2022), cujas bandas principais de absor¢ao foram 3433, 1639, 1558,
1377, 1128 cm™ e 1064 cm™, além de sinais de sulfatagdo em 1242, 854 e 819 cm™,
cujos os dois ultimos foram relativos ao C-4-S e C-6-S, respectivamente, como

listados na Tabela 3.

Grafico 2. Espectros de infravermelho de GAGs brutos (EB) e
fragbes (Fa1 e Fc1) usando partilhas de KBr.
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Fonte: Autor (2023)

Tabela 3. Sinais de IV de extrato bruto (EB) de GAGs, de fragcédo
alcoolica (Fa1) e de fragao cetbnica (Fc1) obtidos da branquia de

tildpia do Nilo.
x Sinal _ .
"1
Fragcao (cm”) Grupo quimico Referéncia
3433 —OH el
2922 C-H zel
Amida-I 1,3,4,e7.
1639 _OH ’
1558 Amida-Il,—OH tes
1413 0-C=0 o
1377 Acidos urdnicos 35,6
EB 1242 S=0 haes
C-0-C,C-OHe 1,2,3e7.
1128 C—C
C-0-C,C-OHe 1,2,3e7.
1064 C—C
1037 Cc-0-C ¢
925 (-SO5) °
854 C-0-S (C-4-S) oer
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819 C-0-S (C-6-S) !

3421 —OH heer

2927 C-H zel

1651 Amida-1,—OH heel

1555 Amida-Il,—OH tes

1541 C=O (CH3 CO-NH), 1e3.
Fa1 NH (CH 3 CO- NH -)

C-N, acidos
uronicos, C-0, N-H, 1,2,3e8.
1452 ""-050- do 4cido
glucurénico

1080 C-0O-C, C-OH, C-C hasel

3286 —OH haer

2927 C-H, CH2 cef

2873 CH2 zel

1649 Amida -I, —OH hoel

1539 C=O (CH3 CO-NH), 207
Fc1 NH (CH 3 CO- NH -)

14592 C=0 (CH3 CO- NH), 1,2,3e8.

NH (CH 3 CO- NH -)

1234 S=O 1,2,3eb6.

1070 C-0-C, C-OH, C-C nasel

833 C-0-S (C-6-S) °

' Dhahri et al. (2010); “ Dhahri et al. (2020); * Jridi et al. (2019); *
Mansour et al.(2010); > Melo et al. (2002); * Oliveira et al. (2017);
Pereira et al. (2021); & Wuetal. (2010).

Fonte: Autor (2023)

Quanto a andlise comparativa por IV das fragdes, regides espectrais
foram encontradas para amida (1651 e 1555 cm™, N-H), acidos urénicos, N-H
COO-, acido glucurénico e ligacdes glicosidicas, porém com auséncia de éster
sulfato (S=0), para Fa1. Ja para Fc1, observou-se pico caracteristico de sulfatagao
em 1234 cm™, além de CH na regido espectral de 2927 cm™, C-N, acidos urénicos
C-0, N-H COO- do &cido glucurdnico na banda 1452 cm™, C-O-C, C-OH e C-C
na banda 1070 cm”, e um ombro discreto sugestivo em 833 cm™ (C-O-S),
especulando uma concentragao baixa de C-6-S na amostra avaliada baseado em
Oliveira et al. (2017).

Portanto, em geral, os resultados encontrados neste estudo apoiaram as
analises bioquimicas anteriores (FIGURAS 7 e 8), demontrando, claramente, a
técnica de infravermelho como importante para caracterizagdo mais refinada das
amostras. Essa comparacao fisico-quimica residiu na observagao de que o uso de
cetona como um agente seletivo para obtencdo de GAGs sulfatados, interagindo
com os grupos funcionais do polimero extraido da branquia de O. niloticus.
Enquanto, com o uso de alcool, ndo se observou no material recuperado sinais

caracteristicos para GAGs sulfatados.
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Abbou et al. (2019), com pesquisas de sementes de pinheiro de alepo (P.
halepensis Mill.), informaram que os grupos OH, CH, COO, COO, OCHj3;, bem como
aqueles de sulfato, acido urdnico e ligagbes glicosidicas mostraram-se em em
propor¢coes diferentes em extratos polissacaridicos quando obtidos com alcool,
acetona ou propanol). Essa diferenca pode ser o resultado da quantidade e
localizac&o desses grupos no material estudado.

A Tabela 4 resume a identidade quimica de GAGs encontrada na
branquia de O. niloticus e quando comparando-se o emprego de solventes organicos
(alcool ou cetona) como metodologia alternativa para obter GAGs sulfatados quanto

a pureza.

Tabela 4. Sinais espectrais caracteristicos de GAGs CS.

Amostras Sinal espectral (cm™) GAGs
1242 (S=0)
Extrato bruto 854 (C-0O-S) C-4/6-S
819 (C-0-S)
Fa1 - -
1234 (S=0)
Fc1 C-6-S
833 (C-0-S)

- Material ndo identificado como GAG sulfatado.

Fonte: Autor (2023)

Em suma, os resultados combinados desta pesquisa sugerem que o0s
GAGs extraidos da branquia de O. niloticus, aplicando uma metodologia que
utilizada cetona como agente precipitante, possam vir a ser relevantes para um
melhor conhecimento da sua estrutura quimica. Essa perspectiva é muito
importante, haja vista que os estudos de biologia estrutural de polissacarideos
sulfatados envolvem métodos quimicos (acidos e bases), geralmente laboriosos e
que levam maiores riscos a saude humana e ao meio ambiente (POMIN; MOURAO,
2008).
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4 CONCLUSOES

A realizacao da presente pesquisa permitiu-nos as seguintes conclusoes:

e A branquia inteira desidratada de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus),
quando digerida com papaina, ocasionou uma quantidade em glicosaminoglicanos
inferior ao de suas partes (arco e base), baseado em estudo anterior utilizando o
residuo dessa espécie de peixe, quando cultivada no mesmo periodo, em tanques
de alvenaria com recirculacédo de agua.

e O protocolo realizado para extracdo de GAGs da branquia de tilapia do
Nilo (Oreochromis niloticus) com a, obteve rendimentos superior aos rendimentos de
extragdo de GAGs da brénquia da espécie Thuunus orientallis (atum do Pacifico) e
demonstrou rendimento 4,55 vezes inferior aos obtidos na extracdo de GAGs da
branquia do caranquejo Carcinus maena.

¢ A metodologia que utiliza a precipitacdo com volumes crescentes de
alcool ou cetona mostrou-se de baixa eficacia para recuperar fracbes ricas em
glicosaminoglicanos sulfatados segundo as técnicas bioquimicas empregadas.

e Por outro lado, por espectroscopia de infravermelho, observou-se que o
uso de cetona sugeriu o solvente organico com poder de concentrar por precipitagao
o glicosaminoglicano do tipo condroitim-6-sulfato, o qual participa da cadeia de
glicosaminoglicanos (condroitim-4/-6-sulfato) encontrada na estrutura branquial de
O. Niloticus.

¢ Os resultados apontaram que o emprego de uma metodologia simples
e de menor custo pode vir a ser uma alternativa para obter glicosaminoglicanos da
branquia de O. niloticus, com a finalidade de conhecer melhor a estrutura quimica do

condroritim sulfato.
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