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Obtencéo e caracterizacao de glicosaminoglicanos de escamas de
tilapia Oreochromis niloticus

Obtaining and characterizing glycosaminoglycans from tilapia scales
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RESUMO

As escamas sao um dos subprodutos da indistria da pesca que apresenta poucas opg¢des de destinacao,
causando problemas ambientais e econémicos. Considerando o grande volume e potencial de producao de
pescados do Parana e do Brasil, esta pesquisa teve como objetivo extrair glicosaminoglicanos (GAGSs) de
escamas de tildpia. As escamas, fornecidas por uma inddstria pesqueira no Sudoeste do Parana, foram
deslipidadas e a extracdo foi realizada com a enzima alcalase, seguida da precipitacdo com acido
tricloroacético 10 %. A amostra de GAGs bruto obtida foi fracionada por cromatografia de troca ibnica e as
amostras foram agrupadas de acordo com o perfil grafico obtido na determinacdo do acido hexurdnico e a
presenca de metacromasia pela determinacdo de DMB (1-9 azul dimetilmetileno). O rendimento da extracao
foi de 16 % e o tempo total de extracao foi de 4 dias. Foram agrupadas sete fracdes, sendo que as fragcbes V
e VI apontaram a presenga de GAGs sulfatados, com presenca de acido hexurdnico. Os resultados
apresentados evidenciam o potencial para a utilizacdo da escama de tilapia como matéria prima na extracéo
de glicosaminoglicanos, sendo uma alternativa para o uso deste subproduto.
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ABSTRACT

Scales are one of the by-products of the fishing industry that have few options for disposal, causing
environmental and economic problems. Considering the large volume and potential of fish production in
Parana and Brazil, this research aimed to extract glycosaminoglycans (GAGs) from tilapia scales. The scales,
supplied by a fishing industry in the southwest of Parand, were delipidized and extracted using the enzyme
alkalase, followed by precipitation with 10% trichloroacetic acid. The crude GAG sample obtained was
fractionated by ion exchange chromatography and the samples were grouped according to the graphic profile
obtained in the determination of hexuronic acid and the presence of metachromasia by the determination of
DMB (1-9 dimethylmethylene blue). The extraction yield was 16 % and the total extraction time was 4 days.
Seven fractions were grouped together, with fractions V and VI showing the presence of sulfated GAGs, with
the presence of hexuronic acid. The results presented show the potential for using tilapia scales as a raw
material for extracting glycosaminoglycans, providing an alternative way of using this by-product.
KEYWORDS: Scales; extraction; glycosaminicans; yield.
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INTRODUCAO

As escamas sdo um dos subprodutos da industria da pesca que apresenta poucas
opcbes de destinacdo, causando problemas ambientais e econbémicos. Segundo a
Associacdo Brasileira da Piscicultura (PARLAMENTAR, 2023), o Parana € o estado que
mais produz tildpias, com mais de 34 % do volume total do pais.

A industria de peixes e frutos do mar é frequentemente deixada de fora das
discussdes sobre o desperdicio de alimentos, mas esse setor ndo é excecdo, pois gera
grandes quantidades de subprodutos (PINELA et al., 2022). O processamento de residuos
dessas escamas representa uma opcao sustentavel para evitar a contaminagdo ambiental,
e seus subprodutos oferecem diferentes beneficios. Transformar residuos de peixes e
frutos do mar em compostos valiosos que apresentam propriedades nutricionais e
funcionais torna-se uma nova alternativa para industria de alimentos e farmacéutica
(ESPINALES et al., 2023).

Os glicosaminoglicanos (GAGS) séo polissacarideos nao ramificados compostos por
unidades repetidas de acidos urbnicos e aminoacidos alternados. A maioria dos
glicosaminoglicanos sado ligados covalentemente as proteinas centrais para formar
proteoglicanos (OETTERER, 2019). Os principais GAGs incluem heparina/sulfato de
heparano e sulfato de condroitina/sulfato de dermatano e o acido hialurénico, dentre eles o
Unico que ndo possui agrupamento sulfato em sua estrutura (YIP et al., 2006).

Os GAGs interagem com varios ligantes, soltveis e insolaveis, e modulam um papel
importante em varios processos fisiolégicos e patolégicos, incluindo cancer, infecctes
bacterianas e virais, inflamacédo, doenca de Alzheimer e muitos outros (YAMADA e
SUGAHARA, 2008). Embora a extragdo desses compostos seja um processo de alto custo
e baixo rendimento, o material obtido é valorizado comercialmente e amplamente explorado
no mercado biomédico (MORLA, 2020).

Considerando o grande volume e potencial de producéo de pescados do Parana e
no Brasil, esta pesquisa tem como objetivo extrair e caracterizar GAGs de escamas de
tilapia (Oreochrmis niloticus).

METODOLOGIA

EXTRACAO DOS GLICOSAMINOGLICANOS

As escamas de tildpia (Figura 1 - A), geradas como residuos sélidos por uma
industria pesqueira do Sudoeste do Parana, foi coletada apds a etapa de evisceracao. Elas
foram lavadas em agua corrente e, apés, foram submetidas a duas etapas de deslipidacao
conforme metodologia de Balbinot-Alfaro et al. (2022), com modificagdes.

A extracdo dos GAGs foi realizada seguindo a metodologia de Nogueira et al. (2019)
com modificagfes. Neste caso, as escamas secas foram trituradas em moinho, hidratadas
em tampéo fosfato pH 8,2 e, entdo, receberam solucdo da enzima alcalase (20 mg/mL),
numa proporcao de 5 mL para 100 mg de tecido seco. Os tecidos foram incubados por 48
h a 50 °C e centrifugados a 3200 rpm por 30 min e, apds, 0 sobrenadante foi retirado. Aos
sobrenadantes resultantes deste procedimento, foi adicionado acido tricloroacético (TCA)
10 %, por 20 min em banho de gelo e, em seguida, a amostra foi centrifugada 3200 rpm
por 20 min e, apds, o sobrenadante foi separado. Ao final desta etapa, o sobrenadante foi
lavado com etanol sob agitacdo (2,5 vezes o volume do sobrenadante) e mantido em
repouso por 24 h a uma temperatura de -20 °C. No dia seguinte a amostra foi centrifugada
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3200 rpm por 20 min, apdés o sobrenadante foi descartado e o precipitado resultante do
processo foi congelado a -18 °C e liofilizado, obtendo-se assim os GAGs bruto.

O extrato bruto contendo GAGs da escama de tilapia foi purificado e fracionado
utilizando cromatografia de troca iébnica em coluna classica (3,5 cm x 20 cm) empacotada
com resina DEAE Sepharose Fast Flow estabilizada previamente com tamp&ao acetato (50
mM) em pH 5,0 (Figura 1). Apos, o fracionamento foi realizado com gradientes de NaCl
como fases moveis (0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 2,0 e 4,0 mol).

O percentual de rendimento de extragéo foi calculado pela razdo do peso seco dos
GAGs totais pelo peso das escamas.

Figura 1 — cromatografia
de troca ibnica para
purificacdo e
fracionamento da
amostra.

Fonte:  Autoria  propria
(2023).

CARACTERIZACAO DOS GLICOSAMINOGLICANOS

A determinacdo dos GAGs sulfatados em presenca do reagente de DMB (1,9 azul
dimetilmetileno) foi realizada seguindo a metodologia de Farndale et al. (1986), com
modificacdes.

A concentracdo do acido hexurdnico das fraces foi determinada por método
guimico, utilizando-se o reagente colorimétrico carbazol, seguindo-se a metodologia de
Dische (1946), com modificagoes.

As fragBes amostrais foram agrupadas de acordo com o perfil grafico obtido na
determinacdo do acido hexurdnico e GAGs sulfatados. As fracdes agrupadas foram
dialisadas através de uma membrana de corte de 3.5 kDa usando agua destilada.

RESULTADOS E DISCUSSOES

O tempo total de extracdo dos GAGs usando a enzima alcalase foi de 4 dias. Moura
et al. (2020), que também extraiu GAGs da escama de tilapia, utilizou a enzima papaina e
obteve estes em 14 dias. No entanto, um tempo préximo ao relatado neste estudo foi
alcancado por Karimzadeh (2018) e Abdulameer et al. (2021), que obtiveram GAGs das
escamas de Binni e de Kutum em 3 dias, utilizando um processo quimico sem o uso de
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enzimas. De acordo com Rani et al. (2017) a extracdo de GAGs € um processo longo de
custo elevado, baixo rendimento, mas com alto valor agregado.

O rendimento da extracdo foi de 16 %, sendo superior ao relatado na literatura por
outros autores. Valor similar (0,8 %) foi alcangado por Moura et al. (2020), com escamas
de tilapia e a enzima papaina para a extracao.

Com relagédo a purificacdo da amostra de GAG obtida, por meio da coluna
cromatografica de troca idnica, obteve-se sete fracdes, conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 1 — Separacao das fracdes

Fracéo Aliquotas (5 mL) NaCl (Mol)
I lal2 0,25
Il 13a20 0,50

1 21 a?25 0,50 e 0,75

\Y 26 a 38 0,75 e 1,00

\% 39a49 1,00 e 2,00

VI 50 a 61 2,00 e 4,00
Vil 62 a 66 4,00

Fonte: Autoria propria (2023).

Os resultados de DMB das fraces apontam a presenca de GAGs sulfatados, porém
em baixa quantidade, tendo em vista que sua maior absorbancia foi de 0,04 e outros picos
foram negativos. Os picos majoritarios desses sulfatados foram observados nas fracées V
e VI, as quais representam concentracdes de 1,00 mol/L; 2,00 mol/L e 4,00 mol/L.

A quantificacdo da fracéo V de acordo com a curva padréo de carbazol foi de 17,29
pg de acido hexuroénico e, da fracdo VI 11,65 pg do mesmo composto. Os resultados para
DMB foram de -2,11ug para a fragéo V e -1,87 ug para a fragéo VI de GAG sulfatados. O
valor negativo demostra que ndo houve identificagdo ou que a quantidade presente na
amostra é insuficiente para ser detectada por este método. O reagente DMB (1-9
Dimetilmetileno) € um corante catibnico, com propriedade metacromaticas, que se liga
especificamente aos grupos sulfatados. Quando o grupo sulfato reage na presenca do
reagente de DMB, ocorre uma desprotonagcdo dos grupos carboxil, gerando a
metacromasia de azul para lilas (MORLA, 2019). Visualmente esta mudanca de cor foi
percebida nestas fracdes.

Pode-se sugerir que a amostra possui maior quantidade de acido hexurdnico, devido
a presenca de &cido hialurénico, que dentre os GAGs é 0 que ndo possui grupamento
sulfato, justificando o valor negativo em DMB e a elevada concentracdo de acido
hexurdnico.

O &cido hialurénico é um polissacarideo aniénico composto de &cido urdnico e
hexosamina, Entre os GAGs, o acido hialurbnico tem uma das estruturas menos
complexas, composto por unidades de dissacarideo repetidas contendo N-
acetilglucosamina, acido B-D-glucurénico, ligados por meio de ligacdes glicosidicas
alternadas B- (1 — 4) e B- (1 — 3) (KOONTZ, 2014).

Este trabalho ndo se finda nestes resultados apresentados. Sera dado continuidade
com analises de identificacdo dos glicosaminoglicanos que estéo presentes na escama e a
sua quantificacdo. Posteriormente serdo analisados com relagdo ao seu potencial bioativo
como antitumoral e anticoagulante.
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CONCLUSOES

Os resultados apresentados neste trabalho, evidenciam o potencial para a utilizacao
da escama de tilapia, como matéria prima na extracdo de glicosaminoglicanos, utilizando
um meétodo de obtencdo que extrai em um periodo menor que o convencional, com maior
rendimento e menor custo. Os dados obtidos até o momento, demonstram que
possivelmente o glicosaminoglicano presente na escama de tilapia é o &cido hialurénico.

A escama é um subproduto da industrializacdo de pescado de baixo valor
econdmico, que pode vir a ser uma nova fonte de acido hialurénico, polissacarideos de alto
valor agregado, e que pode ser amplamente aplicado nas areas médicas, farmacéuticas e
estética. Uma alternativa nobre para o uso deste subproduto, retirando do meio ambiente
sem prejudicar o ecossistema e agregando valor a escamas.
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