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RESUMO 
 

O pepino-do-mar é um invertebrado marinho que possui grande interesse na 
culinária oriental por causa de suas características nutritivas e na pesquisa científica 
devido suas propriedades medicinais, dentre elas a ação antioxidante, anti-
inflamatória, antiviral e outras. Essas propriedades são resultado da presença de 
diversos compostos orgânicos distribuídos por todo corpo do animal, que por sua 
vez, contribuem tanto para o entendimento da sua biologia quanto para a pesquisa 
em saúde humana. O conhecimento da composição bioquímica é um pilar essencial 
para explicar, confirmar e/ou instigar estudos ecológicos e reprodutivos, uma vez 
que fornece dados cruciais para o entendimento da fisiologia desses organismos. 
Esse trabalho teve por objetivo determinar a composição bioquímica em relação aos 
lipídeos, proteínas e carboidratos totais e ácidos graxos da gônada, trato digestório 
e/ou parede do corpo de Holothuria (Halodeima) grisea e relacionar as informações 
bioquímicas com aspectos ecológicos, reprodutivos e abióticos nas estações inverno 
e verão. O ambiente foi caracterizado a nível de temperatura e salinidade da água 
no verão e no inverno. Medidas biométricas foram obtidas por pesagem dos tecidos 
úmido e liofilizado. As quantificações e caracterizações das biomoléculas foram 
obtidas combinando técnicas de extração com solventes orgânicos, 
espectrofotometria, cromatografia gasosa e espectrometria de massas. A 
identificação dos sexos foi realizada por meio de técnicas clássicas de histologia. 
Foram utilizados índices aterogênicos (IA), trombogênico (IT) e a razão 
hipocolesterolêmica/hipercolesterolêmica para avaliar de qualidade dos ácidos 
graxos. Os dados foram analisados estatisticamente por programa específico e 
submetidos a testes de acordo com sua natureza. Foram coletados 32 organismos, 
12 no inverno e 20 no verão, e apresentaram diferenças significativas entre estações 
e/ou entre sexos para o peso total, peso úmido das gônadas, conteúdo do trato 
digestório, matéria orgânica, lipídeos e carboidratos totais. Em geral as fêmeas 
apresentam maiores quantidades de biomoléculas que os machos e essas 
flutuações estão relacionadas com a temperatura da água e o estágio reprodutivo. 
As cores das gônadas são influenciadas tanto por lipídeos, quanto pelo nível de 
maturação das gônadas e, dessa forma, não pode ser usada como único critério 
para determinação dos sexos. A dosagem das proteínas foi afetada pela 
concentração de sal e a análise desse efeito implicou em escolher o método de 
Biureto como o mais adequado em comparação com o Bradford. Os ácidos graxos 
coincidiram com o apresentado na literatura para pepinos-do-mar e os índices de 
qualidade nutricional revelaram-se melhores que outras espécies, além de indicar o 
verão como a estação ideal para consumo. Portanto, a Holothuria (Halodeima) 
grisea apresentou composição bioquímica variável entre as estações e sexos, sendo 
influenciada pela temperatura da água e dieta, e tem potenciais para ser utilizada em 
sistema de aquicultura.            

 
 
 

Palavras-chave: Bioquímica. Holothuria (Halodeima) grisea. Equinodermos. 
Reprodução. Nutricional. 

 
 



 
 

ABSTRACT 
 

The sea cucumber is a marine invertebrate that has great interest in oriental 
gastronomy because of its nutritional characteristics and in scientific research due to 
medicinal properties, among them antioxidant, anti-inflammatory, antiviral and other 
actions. These properties are the result of the presence of several organic 
compounds distributed throughout the animal's body, contributing to the 
understanding of it’s biology and human health research. Knowledge of biochemical 
composition is an essential pillar to explain, confirm and/or instigate ecological and 
reproductive studies, as it provides crucial data for understanding of physiology 
organisms. This work aimed to determine the biochemical composition in relation to 
lipids, proteins and total carbohydrates and fatty acids of the gonad, digestive tract 
and/or body wall of Holothuria (Halodeima) grisea and to relate the biochemical 
information with ecological, reproductive and abiotic aspects in winter and summer 
seasons. The environment was characterized in terms of water temperature and 
salinity in summer and winter. Biometric measurements were obtained by wet and 
freeze-dried tissue weight. Quantifications and characterizations of biomolecules 
were obtained by combining organic solvent extraction techniques, 
spectrophotometry, gas chromatography and mass spectrometry. Sex identification 
was performed using classical histology techniques. Atherogenic (AI), thrombogenic 
(IT) indices and the hypocholesterolemic/hypercholesterolemic ratio were used to 
assess fatty acid quality. Data were statistically analyzed by specific software and 
submitted to tests according to their nature. Thirty-two organisms were collected, 12 
in winter and 20 in summer, and showed significant differences between seasons 
and/or between sexes for total weight, gonad wet weight, digestive tract content, 
organic matter, lipids and total carbohydrates. In general females exhibit higher 
amounts of biomolecules than males and these fluctuations are related to water 
temperature and reproductive stage. Gonad colors are influenced by lipids and the 
level of gonad maturation and thus cannot be used as the only criterion for 
determining sexes. Protein determination was affected by salt concentration and 
analysis of this effect resulted in the choice of the Biuret method as the most 
appropriate compared to Bradford. The fatty acids coincided with those presented in 
the literature for sea cucumbers and the nutritional quality indices proved to be better 
than other species, in addition to indicating summer as the ideal season for 
consumption. Therefore, Holothuria (Halodeima) grisea showed variable biochemical 
composition between seasons and sexes, being influenced by water temperature and 
diet, and has potentials to be used in aquaculture system. 
 

 
Keywords: Biochemistry. Holothuria (Halodeima) grisea. Echinoderms. Reproduction. 

Nutritional. 
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CAPÍTULO 1 - A COMPOSIÇÃO BIOQUÍMICA DA HOLOTHURIA (HALODEIMA) 
GRISEA, SELENKA 1867 (ECHINODERMATA:HOLOTHUROIDEA) E A SUA 
RELAÇÃO COM ASPECTOS NUTRICIONAIS, ECOLÓGICOS E REPRODUTIVOS  
 
1 INTRODUÇÃO 

Os holoturóides, também conhecidos como pepinos-do-mar, são 

invertebrados marinhos que apresentam muitas espécies de grande interesse na 

culinária oriental em função de suas propriedades medicinais e nutritivas (CONAND, 

2007). Vários estudos versam no reconhecimento de aspectos tanto sobre a biologia 

básica do grupo quanto em possíveis aplicações comerciais. Na última década 

podem ser exemplificados trabalhos desenvolvidos com relação à ecologia 

(PURCELL et al., 2016; SUSETYA et al., 2020), a reprodução (GIANASI et al., 

2016), a anatomia, a fisiologia, a composição nutricional (LIU et al., 2017; KÜNILI; 

ÇOLAKOĞLU, 2019) aos potenciais efeitos farmacológicos e medicinais 

(PANGESTUTI; ARIFIN, 2017; KHOTIMCHENKO, 2015) e na identificação de 

compostos orgânicos (POMIN, 2014; WULANDARI; SYAHPUTRA; PUTRA, 2020).  

A combinação de informações bioquímicas e ecológicas é um caminho 

promissor para elucidar os comportamentos reprodutivos com vistas ao cultivo 

desses animais. Relações entre a composição bioquímica e o período reprodutivo 

foram apontados por Tanikawa, Arkiba e Yoshitani (1955) e Vergara e Rodríguez 

(2016) com a identificação de mudanças nos níveis lipídicos durante a fase de 

crescimento gonadal. Segundo Hudson et al. (2003), essas flutuações estão 

fortemente relacionadas a disponibilidade alimentar e padrões reprodutivos 

interespecíficas 

Dessa maneira, essa pesquisa se propõe a integrar os quatro aspectos: 

bioquímico, nutricional, ecológico e reprodutivo. O primeiro se refere aos dados 

bioquímicos resultantes das extrações de lipídeos e carboidratos; o segundo se 

refere a utilização desse organismo como recurso alimentar para os seres humanos, 

por ser um recurso marinho cultivável e com possibilidades de ser comercialmente 

explorado; o terceiro e o quarto ao conhecimento das interações entre o organismo e 

o ambiente externo e interno, bem como a sua fisiologia e reprodução. 

A espécie estudada foi a Holothuria (Halodeima) grisea que é considerada 

uma espécie tropical de águas rasas e distribuída geograficamente no Atlântico 
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Norte, Flórida e Caribe, no Atlântico Sul, Brasil e Oeste da África (PAWSON et al, 

2009) e no Mar da China Meridional (SUN et al, 2008). 

  

1.1 BIOQUÍMICA, VALOR NUTRICIONAL E ECONÔMICO 

As holotúrias apresentam vários metabólitos secundários com funções 

antifúngicas, citotóxicas, hemolíticas, antiviral dentre outras. (MONDOL et al., 2017). 

Esses compostos orgânicos podem ser glicanos neutros, peptídeos, 

glicoesfigolipideos, fenóis, ácidos graxos poliinsaturados, glicosídeos triterpênicos 

(saponinas), sulfato de condroitina fucosilado, dentre outros (KHOTIMCHENKO, 

2018). Pomin (2014) descreve os efeitos do glicosaminoglicano exclusivo de pepino-

do-mar, sulfato de condroitina fucosilada, que possui ação antitrombótica, anti-

inflamatória, antiviral e angiogênica. Bastos (2011) identificou que esse composto 

inibe a citoaderência parasitária em células pulmonares e a reinvasão de eritrócitos 

por merozoítos da P. falciparum e Huang et al. (2013) verificou a capacidade de 

inibir a reprodução de cepas do HIV-1 em condições laboratoriais. Ustyuzhanina et 

al. (2020) constatou que o sulfato de condroitina da Paracaudina chilensis e 

Holothuria hilla apresenta atividades anticoagulantes. 

Esses organismos frequentemente são submetidos a análises de composição 

bioquímica a fim de verificar quais condições ambientais, nutritivas e sazonais são 

mais favoráveis para serem cultivadas e consumidas. Algumas espécies já tiveram, 

do ponto de vista nutricional, sua composição bioquímica (lipídeos, carboidratos e/ou 

proteínas) quantificada, como a Holothuria forskali (DAVID, 2020), Australostichopus 

mollis (LIU et al, 2017), Holothuria tubulosa (KÜNILI; ÇOLAKOĞLU, 2019), 

Cucumaria frondosa (GIANASI et al, 2016), Holothuria pavra, Holothuria arenicola 

(SALARZADEH et al, 2012) dentre outras. 

A parte mais utilizada no consumo humano é a musculatura da parede do 

corpo, que pode ser degustada cru ou preparada e representa 80-90% do peso do 

animal (KINCH et al., 2008; HAMEL; MERCIER, 2008; AHMED et al., 2022). A 

gônada e o trato digestório podem ser descartados durante o processamento 

manual ou consumidos, apesar de ser menos frequente (KINCH et al., 2008; 

EECKHAUT et al., 2012). O conhecimento da composição bioquímica de seus 

órgãos como gônadas, trato digestório e músculos, torna-se, portanto, um fator de 

alta relevância pois influencia diretamente as práticas de manejo sustentável e 

conservação das espécies (GIANASI et al., 2016; SUN et al., 2020). 
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Do ponto de vista nutricional, as holotúrias são ricas em Vitamina A, B1 

(tiamina), B2 (riboflavina), B3 (niacina), minerais (Cálcio, Magnésio, Zinco e Ferro), 

ácidos graxos e proteínas. As proteínas da parede do corpo apresentam proporções 

variáveis na composição desses organismos (de 2.5 até 92.6%), sendo o colágeno 

responsável por 70% (BORDBAR; ANWAR; SAARI, 2011; IBRAHIM et al., 2015). Os 

principais tipos de proteínas da musculatura são as miofibrilares (actina e miosina), 

sarcoplasmáticas (mioglobina, calpaína, enzimas glicolíticas e oxidativas 

mitocondriais) e estromais (colágeno, fibronectina e elastina) (MAKOVICKÝ; JÍLEK, 

2008; BOLAND et al., 2018). Tais moléculas desenvolvem um papel singular tanto 

no metabolismo e organização estrutural dos pepinos, quanto na sua utilização 

como recurso alimentar, sendo constituintes essenciais para a manutenção da 

homeostase humana (Mæhre et al., 2018).     

As holotúrias armazenam em seus órgãos ácidos graxos saturados (SFA), 

monoinsaturados (MUFA) e poliinsaturados (PUFA). A variedade do perfil de ácidos 

graxos se expande aos de cadeia ímpar, geralmente encontrados nos óleos 

vegetais, como o C15:0, C17:0, C19:0, C21:0 e C23:0 (BORDBAR; ANWAR; SAARI, 

2011). Uma classe importante para a saúde humana são os ácidos graxos 

essenciais ômega-3 e ômega-6, encontrados na forma de ácido eicosapentanóico 

(EPA), ácido araquidônico (ARA), ácido linoleico (LA) e ácido docosahexaenóico 

(DHA) (DAS, 2006; YAHYAVI et al., 2012). Esses ácidos graxos ajudam a reduzir os 

níveis de colesterol e triglicerídeos (SROYRAYA et al, 2017) e auxiliam na 

prevenção de doenças coronarianas, diabetes, artrite e outros (GAO; XU; YANG, 

2011). Além disso, a composição lipídica influencia diretamente o sucesso 

reprodutivo desses organismos, já que são os ácidos graxos a principal reserva 

nutritiva utilizada na sobrevivência e no desenvolvimento da larva (HOEGH-

GULDBERG; EMLET, 1997; BYRNE; CERRA, 2000; VILLINSKI et al, 2002; 
PROWSE et al, 2009). 

Os ácidos graxos poliinsaturados não são sintetizados pelo corpo humano e 

precisam ser obtidos através da alimentação. As fontes dietéticas mais comuns 

dessa classe de ácido graxo são os cereais, leite humano, ovos, óleo de girassol, de 

milho, e de oliva, fungos e vísceras de animais, como fígado e rins (DAS, 2006). Os 

organismos marinhos como algas, peixes e invertebrados, como os equinodermos, 

são ricos em EPA e DHA (SWANSON; BLOCK; MOUSA, 2012; ZHUKOVA, 2022). 

Nos humanos, a deficiência desses ácidos graxos contribui para o desenvolvimento 
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de desordens no desenvolvimento do cérebro e em condições neurológicas como o 

Alzheimer, Parkinson, degeneração espinocerebelar e esquizofrenia (DAS, 2006).  

Os carboidratos presentes nas holotúrias podem ser glicoconjugados ou 

homo e heteropolissacarídeos, como cerebrosídeos, sulfato de condroitina 

fucosilado, glicogênio e saponinas (POMIN, 2014; MONDOL et al., 2017; 

USTYUZHANINA et al., 2020) que podem apresentar atividade antifúngica, anti-

inflamatória, anticoagulante, antiviral e outras (KANG; SEO; PARK, 2015). Além dos 

efeitos fisiológicos, o conhecimento do teor de carboidratos é relevante para a 

determinação do valor nutricional e comercial dos produtos alimentícios derivados do 

pepino-do-mar (AZAM; SINGH, 2013; OEDJOE, 2017). Em geral, os carboidratos 

representam entre 0,2 – 2,2% da parede do corpo (CHANG-LEE; PRICE; LAMPILA, 

1989). 

Dessa forma, organismos com melhor valor nutricional possuem maior valor 

agregado. Parâmetros como odor, cor, tamanho, aparência e espessura da parede 

do corpo também são utilizados para distinguir e selecionar os produtos disponíveis 

no mercado. Outro parâmetro de bastante relevância é a palatabilidade 

(DREWNOWSKI, 1992), determinada pela composição bioquímica tecidual, que por 

sua vez é afetada diretamente por fatores ambientais como o habitat, a dieta, a 

disponibilidade de alimento, a temperatura e a variação sazonal (ARDIANSYAH et 

al., 2022). 

O preço das holotúrias varia a depender do tamanho e da espécie, sendo 

vendidos desde US$ 3.583 a US$ 22 por kg, em que a espécie Apostichopus 

japonicus é a mais cara e a Thelenota anax a mais barata (figura 1) (PURCELL; 

WILLIAMSON; NGALUAFE, 2018). Os principais exportadores de pepinos são os 

países em região tropical, ultrapassando 83 países. Na América Latina e regiões 

Caribenha destacam-se o Equador, Cuba, Peru, Chile, Panama e Costa Rica 

(BORDBAR; ANWAR; SAARI, 2011; ERIKSSON et al., 2015). A exploração desse 

recurso marinho tornou-se uma alternativa a pescados tradicionais como peixes, 

crustáceos e moluscos e uma oportunidade para o desenvolvimento socioeconômico 

e de subsistência de comunidades locais (ANDERSON; LOTZE; SHACKELL, 2008; 

OCHIEWO et al., 2010).  
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Figura 1. (a) Pesca de mergulhador autônomo em Zanzibar, Tanzânia, consistindo de (do topo para 
baixo) Thelenota anax, Holothuria fuscopunctata, Actinopyga miliaris, Holothuria fuscogilva e 

Thelenota ananas (vertical). (b) Pepinos-do-mar secos à venda em Hong Kong. (c) Compradores em 
Hong Kong selecionando bêche-de-mer entre uma variedade de espécies                                       

(ERIKSSON et al., 2015, p.436, tradução livre). 

 

FONTE: ERIKSSON et al., (2015) 

 

As informações bioquímicas além de contribuir para a regulamentação no uso 

nutricional, fornecem valiosos dados para a compreensão da biologia desses 

organismos. Os trabalhos aplicados a ecologia das holotúrias abrangem a 

caracterização da dieta, da alocação de recursos e a eficiência digestiva com base 

na composição de pigmentos e ácidos graxos dos tecidos (DAVID et al, 2020); a 

relação entre a dieta com o tamanho, o peso e a composição dos músculos, 

gônadas e intestino, entre macho e fêmea (SUN et al, 2020) e a influência do habitat 

na composição bioquímica (GONZÁLEZ-WANGÜEMERT et al, 2018). 
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1.2 ECOLOGIA  

Os holoturóides se distribuem em diferentes ecossistemas como os recifes de 

corais, costões rochosos, pradarias marinhas, parcialmente sobre areia ou lama; 

desde a região do entremarés (em ambientes de águas rasas) até profundidades 

abissais (KINCH et al., 2008; SUSETYA et al., 2020). Essa ampla distribuição faz 

com que cada espécie utilize diferentes estratégias para a obtenção de alimento e 

possuam atributos anatômicos e fisiológicos específicos para cada tipo de habitat e 

sedimento associado (FLOREN et al., 2021). Possuem habito suspensívoro-

detritívoro – podendo coletar através dos seus tentáculos orais, partículas (detritos) 

orgânicos, microrganismos, fitoplâncton, zooplâncton do sedimento ou em 

suspensão (PURCELL et al., 2016).   

 Análises do conteúdo do trato digestório revelam que as holotúrias 

apresentam um amplo espectro alimentar, desde compostos inorgânicos, micro 

(diatomáceas) ou macroalgas, cifozoários, nematodas, copepodas, exoesqueletos 

quitinosos (crustáceos) e calcáreos (moluscos) até materiais de origem sintética 

(UTHICKE; KAREZ, 1999; GRAHAM; THOMPSON, 2009; PAWSON; PAWSON; 

KING, 2010; XIA et al., 2012). A seletividade na ingestão do sedimento, portanto, 

pode ocorrer a depender de fatores conjuntos como: tamanho e textura da superfície 

da partícula, dos processos mecânicos e morfologia dos tentáculos orais (TAGHON, 

1989) e principalmente pela quantidade de matéria orgânica distribuída na área 

superficial das partículas (MAYER, 1989; TAGHON, 1989). 

A dieta e a disponibilidade de alimento estão associadas com a preferência 

alimentar e o sedimento onde vivem, e sua compreensão é uma importante 

informação ecológica que possibilita delinear dietas artificiais e/ou naturais. Essas 

dietas podem ser usadas na aquicultura para potencializar o crescimento somático e 

gonadal, melhorar a palatabilidade (DWORJANYN; PIROZZI; LIU, 2007), entender 

as interações tróficas, teias alimentares, estratégias de alimentação (HO; 

PENNINGS, 2008) e compreender o requerimento, mobilização e estocagem de 

biomoléculas para a sobrevivência do animal e para reprodução (LOWE; 

LAWRENCE, 1976).  

A variação sazonal acompanhada das flutuações na temperatura da água, 

afetam significativamente a fisiologia dos organismos ectotérmicos, como o período 

reprodutivo, a liberação de gametas, a ingestão de nutrientes, a respiração, a 

biomassa, e por consequência, a composição de proteínas, carboidratos e lipídeos 
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dos tecidos (GAO; XU; YANG, 2011; KAUTSARI et al., 2020). Essas flutuações 

mobilizam distintas demandas metabólicas que intensificam ou atenuam as vias de 

síntese e/ou degradação das biomoléculas, a transcrição de genes, a estrutura das 

proteínas, a atividade enzimática, a permeabilidade da membrana plasmática dentre 

outros (PHAN et al., 1993; JÖNSSON, 1997; KÜHNHOLD et al., 2017; VENÂNCIO 

et al., 2022).  

 

1.3 REPRODUÇÃO 

As holotúrias são organismos dioicos e possuem sistema reprodutor 

composto por uma única gônada, ramificada em vários túbulos com espessura e 

comprimento variável que convergem para um único gonoduto A fertilização é 

externa com desenvolvimento indireto e pelo menos duas fases larvais (GAO; 

YANG, 2015). Geralmente, a cor das gônadas é utilizada como parâmetro 

macroscópico para determinar o sexo e o estágio reprodutivo, porém, ela varia entre 

espécies e entre os estágios, não podendo ser utilizada como único atributo para 

diagnose do sexo devido a elevada variabilidade (quadro 1) ((MARQUET et al., 

2017; SETIAWATI et al., 2021). 

Quadro 1. Síntese das informações sobre aspectos macroscópicos (cor) de gônadas de holoturóides 
descritos na literatura. 

Referência Espécie Coloração da gônada Desenvolvimento 
sexual 

Marquet et al.( 
2017) 

Holothuria 
arguinensis 

laranja claro, 
rosa claro, 

creme, 
castanho. 

♀ maturo, 
♀ crescimento, 

♂ maturo, 
♀♂ emissão 

Holothuria 
mammata 

laranja claro/intenso, 
branco, 

vermelho intenso, 
berge, 

castanho. 

♀ crescimento, 
♂ crescimento, 

♀ maturo, 
♂ maturo, 

♀♂ emissão 
Hamel; 

Himmelman; 
Dufresne, 1993. 

Psolus fabricii 
creme ♂ imaturo 
rosa ♂ maturo 

marrom avermelhado ♀ maturo 

Setiawati et al., 
2021 

Stichopus 
herrmanni e 
Stichopus 
variegatus 

laranja ♂ maturo 

Omar et al., 2013 Bohadschia 
vitiensis, 

vermelho ♀♂ maturo 
branco amarelado ♀♂ imaturo 

 

FONTE: O autor (2023) 
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A maturação das gônadas também é acompanhada por diferentes proporções 

de lipídeos, principalmente nos ovócitos, que armazenam lipídeos na vesícula 

vitelínica e/ou distribuído pelo citoplasma em forma de gotículas ao longo da 

vitelogênese (LEVITAN, 2000; PROWSE et al, 2009). Para as larvas, sejam 

lecitotróficas ou planctotrófica, eles desempenham função de reserva nutritiva e são 

de extrema importância para a sua sobrevivência e desenvolvimento, representando 

uma fonte de energia prontamente disponível (PROWSE et al., 2009; BYRNE; 

CERRA, 2000; VILLINSKI et al, 2002). 

Componentes lipídicos também podem ser mobilizados para a manutenção 

do metabolismo ou durante um momento de maior demanda, como períodos de 

estresse ou para a fase de crescimento e maturidade de gametas (DJAWDAN et al., 

1996; GURR et al, 2016). Nematódeos, insetos, crustáceos e equinodermos 

realizam um processo de translocação de lipídeos entre demais órgãos e/ou tecidos 

para as gônadas durante o período reprodutivo (MARTIN, 1969; JIANG et al, 2009; 

HANSEN; FLATT; AGUILANIU, 2013). 

A compensação ou preparação energética para esse investimento pode 

acontecer de dois modos: O animal pode adquirir os recursos e estocá-los 

previamente ou aumentar sua taxa de consumo durante o período reprodutivo 

(JÖNSSON, 1997). Devido a intensa atividade metabólica, a manutenção das 

funções somáticas para sobrevivência e a abundante proliferação de células 

germinativas, a reprodução torna-se um processo energeticamente custoso 

(HANSEN; FLATT; AGUILANIU, 2013).  

 

2 OBJETIVOS 
Esse trabalho teve por objetivos: a) determinar a composição bioquímica em 

relação aos lipídeos, proteínas e carboidratos totais e ácidos graxos da gônada, trato 

digestório e/ou parede do corpo em indivíduos de H (H) grisea em um trecho da 

costa Paranaense; b) relacionar as informações bioquímicas com aspectos 

ecológicos, reprodutivos e abióticos nas estações inverno e verão e entre sexos. 
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3 QUESTÃO NORTEADORA  
A composição bioquímica de H (H) grisea do litoral do Paraná ao nível de 

carboidratos, proteínas, lipídeos totais e ácidos graxos, dos tecidos gônada, parede 

do corpo e/ou trato digestório varia entre as estações do ano e entre os sexos? 

 Há variação entre as medidas biométricas de peso, teor hídrico da parede e 

da gônada, o conteúdo seco e matéria orgânica do trato digestório entre as estações 

do ano e entre os sexos? 

4 METODOLOGIA 
4.1 ÁREA DE COLETA E CARACTERIZAÇÃO AMBIENTAL 

A coleta dos exemplares de H (H) grisea foi realizada em 27 de Julho 

(inverno) de 2022 e 27 de Janeiro de 2023 (verão), na Praia de Guaratuba, Paraná, 

Brasil (25° 53’ 23” S e 48° 33’ 41” W), em um trecho do afloramento rochoso 

(entremarés) do Morro de Brejatuba (SCREMIN, FURQUIM E DUBIASKI-SILVA, 

2013). A busca ativa dos maiores indivíduos deu-se por observação in situ e foram 

coletados randomicamente. Cada animal foi pesado, acondicionado separadamente 

em sacos plásticos zip-lock contendo água do mar e anestesiados em gelo e mentol. 

Para a caracterização do ambiente, foi registrada a temperatura da água do mar com 

um termômetro de mercúrio. O pH e a salinidade foram analisados em um pHmetro 

de precisão (Fisher Scientific accumet AB15/15+ Basic) e em um refratômetro de 

mão (Shanghai Precision & Scientific Instrument CO. Ltd, Q767-3) respectivamente. 

 

4.2 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS 

No laboratório, cada indivíduo foi limpo e eviscerado com material cirúrgico 

para separação da parede do corpo (com musculatura, ≈ 15 g), gônadas, trato 

digestório e o conteúdo do trato digestório (CTG). A contribuição das gônadas no 

peso total do animal foi determinada pelo índice gonadal (IG): (peso úmido das 

gônadas)/(peso úmido total X 100) (TAVARES; BORZONE, 2006).  

A parede do corpo foi cortada em pequenos pedaços e triturada com o auxílio 

de um homogeneizador de tecido do tipo dispersor ultrarrápido acoplado a uma 

haste inoxidável com hélice dupla. Uma porção da gônada fresca foi retirada e fixada 

em formol 10%. Os tecidos foram pesados, congelados, liofilizado por 48 horas, 

novamente pesados e armazenados. O teor hídrico foi calculado de acordo com a 

seguinte fórmula: 
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4.3 HISTOLOGIA E ESTÁGIO DA GAMETOGÊNESE 

Para a sexagem e determinação dos estágios gametogênicos, a porção da 

gônada fixada foi processada por histotécnica padrão. O tecido foi desidratado em 

uma série crescente de etanol por 1 hora cada (70%, 80%, 90%, 95%, absoluto I e 

absoluto II - 100%). Em seguida, foram diafanizados em xilol (I e II) por 1 hora e 

impregnados em parafina líquida (Overnight, 12 horas/ 60-65 ºC), emblocados, 

seccionados (7 μm) em com micrótomo manual (tipo Minot) e fixados em lâminas 

com solução de albumina e glicerina (1:1, v/v) (SANTOS et al., 2021).  

Para a coloração das lâminas histológicas, o material foi desparafinizado com 

xilol (I e II), por 10 minutos cada, hidratados em uma série decrescente de etanol 

(absoluto I, absoluto II - 100%, 95%, 90%, 80% e 70%) e, por fim, com água 

destilada, por 1 minuto cada. Em sequência, foram corados com Hematoxilina e 

Eosina (SANTOS et al., 2021). As lâminas foram analisadas em microscópio óptico 

(Olympus, modelo CX43) com aumentos de 4X e 10X, as fotomicrografias foram 

obtidas com câmera EP50 integrada ao software EPview 1.3.  

Os estágios foram definidos seguindo a proposta de Bueno et al. (2015) e 

Tavares et al. (2022), com algumas modificações: I – Proliferação, II - Em 

maturação, III – Maturação máxima e IV – Emissão e apresentados graficamente em 

forma de frequência relativa. 

 

4.4 AVALIAÇÃO DA VARIABILIDADE DE CORES DAS GÔNADAS 

As cores das gônadas frescas foram determinadas por meio de comparação 

visual e relativa aos padrões de cores do sistema de Munsell (SOIL SURVEY 

DIVISION STAFF, 2017). Nesse sistema leva-se em consideração os parâmetros 

Matiz, Valor e Croma, em que Matiz (cor dominante), Valor 

(tonalidade/luminosidade) e Croma, pureza (fraca/forte). A notação para a 

identificação corresponde as cores principais R (red-vermelho), Y (yellow-amarelo), 

G (green-verde), B (blue-azul) e P (purple-roxo) e as cinco cores intermediárias YR 

(yellow-red – laranja ou amarelo-vermelho), GY (green-yellow – verde-amarelo), BG 

(blue-green – azul-verde), PB (purple-blue – roxo-azul) e RP (red-purple – vermelho-

roxo). A notação N 10 – 0 corresponde a variação do preto (0) ao branco (10). 
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O matiz varia em unidades de 2,5; o valor entre 0 – 10, onde 0 é o preto 

absoluto e 10 o branco absoluto; e o croma entre 0 – 10, onde 0 são as cores 

neutras (branco, cinza e preto) e 10 (cores mais vivas) (GUIMARÃES; 2016; SOIL 

SURVEY DIVISION STAFF, 2017). Foram construídos gráficos de frequência 

relativa para representar as cores das gônadas e os estágios reprodutivos. As cores 

dos gráficos são aproximadas com as fornecidas na escala de Munsell.  

  

4.5 QUANTIFICAÇÃO DE MATÉRIA ORGÂNICA 

Para determinação do teor de matéria orgânica do conteúdo do trato 

digestório foi empregado o método de incineração e análise de cinzas usando o 

forno tipo mufla. As amostras foram colocadas em placa de Petri e previamente 

secas em estufa a 105 ºC por 2 horas. Em seguida, foram transferidas para um 

pedaço de papel alumínio, pesadas, acondicionadas em cadinhos de porcelana, 

colocadas em forno tipo mufla, incineradas a 550 ºC por 2 horas (DEAN, 1974; 

HEIRI; LOTTER; LEMCKE, 2001), resfriadas em dessecador por 1 hora e 30 

minutos e pesadas em balança analítica. A quantidade de matéria orgânica foi 

determinada por gravimetria. 

 

4.6 EXTRAÇÃO E QUANTIFICAÇÃO DE CARBOIDRATOS TOTAIS  

A extração foi realizada com 100 mg da parede do corpo liofilizada e 

fragmentada, utilizando como solvente água destilada, razão de 1:30 (g/v), em 

agitação constante por 4 horas, à 90 ºC. O extrato foi filtrado, concentrado em 

rotaevaporador, congelado e liofilizado. 

A quantificação dos carboidratos foi realizada por espectrofotometria. As 

amostras foram solubilizadas em 12, 16 ou 20 mL de água destilada. Em um tubo de 

ensaio foi adicionado 500 μL da amostra, 2,5 mL de H2SO4 e 0,5 mL de Fenol 5%. 

Em seguida, foi agitado em vórtex, aguardou-se 10 min e colocado em banho maria 

25 ºC – 35 ºC, por 15 minutos para o desenvolvimento de cor (DUBOIS et al., 1956). 

Para construção da curva padrão, foram utilizados 0, 50, 100, 200, 300, 400 e 500 

μL da solução glicose padrão (100 μg/mL) e as absorbâncias foram lidas em 490 

nm. O experimento foi realizado em triplicata. 
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4.7 EXTRAÇÃO E QUANTIFICAÇÃO DE PROTEÍNAS SOLÚVEIS 

A extração de proteínas solúveis foi realizada segundo método descrito por 

Mæhre et al. (2018), com algumas modificações. Em aproximadamente 100 mg da 

parede do corpo liofilizada e fragmentada, foi adicionado 4 mL da solução de 0.1 M 

hidróxido de sódio (NaOH) em 3,5% de cloreto de sódio (NaCl), pH 12. Em seguida, 

a amostra foi sonicada por 15 minutos e mantida à 60 ºC, em agitação constante, 

por 90 minutos. Após o período determinado, a mistura foi novamente sonicada por 

15 minutos, centrifugada a 4000 rpm por 30 minutos à 4 ºC, retirado o sobrenadante 

e armazenado. O resíduo foi lavado com 2 mL da solução de extração, vortexado 

por 10s e centrifugado por 15 minutos (DELIMA; TRIO, 2019). Os sobrenadantes 

foram combinados e liofilizados. 

A quantificação das proteínas solúveis foi realizada por espectrofotometria 

utilizando o método de Bradford (1976) e o do Biureto (GORNALL; BARDAWILL; 

DAVID, 1949). As amostras foram solubilizadas em 5 mL de água destilada para o 

teste do Biureto e em seguida foi retirada uma alíquota de 0,5 ml e diluída 10 vezes 

para o teste de Bradford. Foi seguido o protocolo padrão de microplaca para os dois 

ensaios colorimétricos. Em resumo, 50 μL do padrão, branco (solução de extração) e 

do extrato foram adicionados em diferentes poços da microplaca e em seguida 

adicionou-se 250 μL do reagente de Bradford (Sigma Aldrich) ou do reativo de 

Biureto. Agitou-se a microplaca levemente por 20 segs e esperou 15 minutos antes 

de realizar a leitura. A curva padrão para o teste de Bradford foi construída com 0, 

10, 20, 30, 40 e 50 μl da solução padrão de albumina sérica humana (200 μg/mL) e 

a do Biureto com 0, 10, 15, 20, 25, 40, 45 e 50 μL da solução padrão de albumina 

sérica humana (3,0 mg/mL). As absorbâncias foram lidas em 595 nm e 540 nm para 

os respectivos métodos, Bradford e Biureto. O experimento foi realizado em 

triplicata.  

 

4.8 EXTRAÇÃO DE LIPÍDEOS TOTAIS 

Aproximadamente 0,5 g da parede do corpo, a gônada e o trato digestório 

completos foram picados e pulverizados para a extração. Foi utilizado o sistema de 

solventes CHCl3/MeOH (3:1, v/v), razão de 1:30 (g/v), em agitação constante por 2 

horas, à temperatura ambiente. Os extratos foram filtrados com papel filtro 

quantitativo (Whatman), evaporados com fluxo de N2, quantificados por gravimetria 

em balança analítica e armazenados a – 18 ºC (BLIGH; DYER, 1959). 
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4.9 DETERMINAÇÃO DO PERFIL DE ÁCIDOS GRAXOS POR DERIVATIZAÇÃO 

EM METIL ÉSTERES DE ÁCIDOS GRAXOS (FAME).  

Amostras de 1 - 3 mg foram dissolvidas em 600 μL de MeOH-HCl 1 N e 

mantidos a 100 ºC por 2 horas. Foram particionadas com 1 mL hexano e 1 mL água 

destilada e a porção apolar (hexano) foi coletada. Em seguida foi evaporada sob 

fluxo de N2, dissolvida em acetona e analisada no GC-MS (ICHIHARA; 

FUKUBAYASHI, 2010; CHIU; KUO, 2020). As análises de GC-MS foram realizadas 

utilizando um cromatógrafo a gás (GC) acoplado a um espectrômetro de massa 

(Ionização eletrônica – EI) de marca SHIMADZU QP2020NX, com varredura entre 

30 e 1000 m/z, energia de geração de elétrons de 70 eV e equipado com coluna 

capilar DB-5 ms (SHIMADZU) de sílica fundida (30 m x 0,25 mm d.i.) revestida 

(SANTANA FILHO, 2013).  

O gás Hélio foi utilizado para o arraste à uma pressão de 119 kPa e fluxo de 1 

mL/min. A temperatura do injetor foi 250 ºC. A programação de temperatura foi de 

100 ºC por 2 min, seguida pelo aumento de 5 ºC/min até 280 ºC e mantida por 7 min. 

O tempo total da programação foi de 45 min. A temperatura da fonte de íons foi              

300 ºC e razão de split de 1:10. 

 

4.10 IDENTIFICAÇÃO DE ÁCIDOS GRAXOS NO CROMATOGRAMA E CÁLCULO 

DA PORCENTAGEM RELATIVA 

Os ácidos graxos foram analisados utilizando o software GCMS Postrun 

Analysis 4.2 e identificados pelo tempo de retenção e pelas fragmentações dos picos 

do cromatograma. Com base no tempo de retenção e no tipo de coluna (DB-5ms) 

utilizada, os analitos se comportavam da seguinte maneira: a) quanto maior o 

comprimento da cadeia, maior o tempo de retenção; b) cadeias insaturadas 

possuem menor tempo de retenção que o seu respectivo saturado: c) cadeias 

insaturadas são eluídas de acordo com o número de ligações duplas, quanto mais 

ligações, maior o tempo de retenção (DOMMES; WIRTZ-PEITZ; KUNAU, 1976; 

MCCURRY, 2012).     

Os picos base utilizados para o reconhecimento foram o m/z 74 formado por 

rearranjo de McLafferty para ésteres metílicos saturados, os íons m/z 55, 67 e/ou 69 

para os monoinsaturados e o íon m/z 79 para os poliinsaturados. Para essa última 

classe também foi observado os íons de fragmentação m/z 91,108,122,150,194 e/ou 

236 (MJØS, 2004). Em sequência, foi verificada se a identificação coincidia com as 
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informações da biblioteca de espectros de massas NIST14. A determinação da 

composição relativa em porcentagem foi obtida por meio da integral manual da área 

de cada pico de ácido graxo multiplicado por 100 e dividido pelo somatório de todas 

as integrais por amostra. 

 

4.11 ÍNDICE DE QUALIDADE NUTRICIONAL DE LIPÍDEOS  

Foram utilizados os índices aterogênicos (IA), trombogênico (IT) e a razão 

hipocolesterolêmica/hipercolesterolêmica (h/H) para avaliação da qualidade 

nutricional dos ácidos graxos presentes na parede do corpo de H (H) grisea, 

segundo a abordagem de Biandolino et al., (2022): 

 

 

 

 

 
 

 
 
4.12 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

As análises estatísticas foram realizadas com o Software GraphPad Prism©, 

versão 8.0.2 (263). Todos os dados foram inicialmente submetidos a testes de 

Normalidade (Shapiro-Wilk e Kolmogorov-Smirnov) para avaliar o comportamento da 

distribuição das amostras (MIOT, 2017). Os que apresentaram distribuição normal 

foram analisados através dos testes paramétricos: t de Student (não pareado) e/ou 

coeficiente de Pearson. Os não paramétricos foram analisados através dos testes 

Mann Whitney, Friedman e/ou Kruskal-Wallis, a depender dos dados. As médias são 

apresentadas com o desvio padrão (±). O gráfico box plot foi construído utilizando as 

seguintes condições: os limites superior e inferior são os valores mínimo e máximo 

com outlier, a linha e quadrado no intervalo interquartílico é a mediana e a média, 

respectivamente.  
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5 RESULTADOS 
5.1 CARACTERIZAÇÃO DO AMBIENTE  

O ambiente no momento da coleta apresentou as seguintes características: 

No inverno o pH foi de 7.34, temperatura da água do mar 20 ºC e a salinidade de 36 

unidades de salinidade prática (PSU) e no verão pH foi de 8.0, temperatura da água 

do mar 29 ºC e 34 PSU.   

 

5.2 BIOMETRIA E TEOR HÍDRICO 

Foram coletados 32 organismos, 12 no inverno e 20 no verão. A média do peso 

total dos organismos do inverno e verão, foi, respectivamente, 198.3 ± 40.6 g e 

142.8 ± 37.2 g, com diferença significativa (p 0.0004) e tamanho da diferença entre 

as médias de (∆M) 55.0 ± 14.05 g (figura 2A). Não houve diferença significativa entre 

sexos (p 0.3688) (figura 2B). O IG do verão foi maior que do inverno, com média de 

3.68 ± 2.19% e 0.914 ± 0.84%, respectivamente, com diferença significativa (p 

0.0003, ∆M 2.76 ± 0.66) (figura 2C). Não houve diferença estatística de IG entre 

sexos (p 0.1837) (figura 2D). No entanto, com relação ao peso total da gônada, foi 

observado diferença significativa para as fêmeas do inverno (p 0.0279, ∆M 2.11 ± 

0.82 g).   

O teor hídrico da parede do corpo e gônada entre sexo e estação está 

apresentado na tabela 1. Houve diferença significativa apenas no teor hídrico da 

gônada entre sexos (p 0.0018, ∆M 4.63 ± 1.34 %).  

Tabela 1. Teor hídrico da parede do corpo e gônada de H. (H) grisea entre estações e sexos.  

 

FONTE: O autor (2023) 

 

  
Teor Hídrico 

Parede do corpo Gônada 

Inverno 85.3 ± 1.4% 87.5 ± 4.2% 

Verão 84.5 ± 1.4% 87.5 ± 4.6% 

Macho 84.8 ± 1.7% 85.2 ± 3.7% 

Fêmea 84.8 ± 1.1% 89.9 ± 3.7% 
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Figura 2. Peso total (A-B) e IG (C-D) dos espécimes de H (H) grisea coletados no inverno e no verão 
(à esquerda) e entre macho e fêmea (à direita).  

 

 

 

 
 

FONTE: O autor (2023) 

 

 

A 

C D 

B 
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5.3 CONTEÚDO DO TRATO DIGESTÓRIO E MATÉRIA ORGÂNICA 

O conteúdo do trato digestório (CTG) seco no inverno e no verão foi em 

média, respectivamente, 21.1 ± 6.9 g e 12.6 ± 5.1 g, com diferença significativa (p 

0.0005, ∆M 8.47 ± 2.15 g) (figura 3). Os machos e fêmeas apresentaram médias de 

13.7 ± 7.1 g e 18.1 ± 6.7 g, respectivamente (figura 3). No verão, as fêmeas 

apresentaram maior CTG seco e diferença significativa (p 0.009, ∆M 5.7 ± 1,9 g). 

 A média de matéria orgânica no inverno e verão foi de 363.7 ± 153.8 mg e 

264.9 ± 97.8 mg, respectivamente, com diferença significativa (p 0.0334, ∆M 98.7 ± 

44.3 mg) (figura 4). Os machos e fêmeas possuíam médias de 267.4 ± 126.3 mg e 

341.1 ± 124.5 mg, respectivamente, sem diferença significativa (p 0.1076) (figura 4). 

No verão, as fêmeas apresentaram maior quantidade de matéria orgânica e 

diferença significativa (p 0.0178, ∆M 99.8 ± 38.2 mg). 

       

Figura 3. Conteúdo do trato digestório (CTG) seco dos espécimes de H. (H) grisea coletados no 
inverno e no verão (à esquerda) e entre sexos (à direita).  

 
 

FONTE: O autor (2023) 
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 Figura 4. Matéria orgânica presente no trato digestório de machos e fêmeas de H (H) grisea no 
inverno e no verão.  

 

 

FONTE: O autor (2023) 

 

O teste de correlação de Pearson (r) demonstrou que há correlação positiva e 

forte entre o CTG seco e matéria orgânica entre as estações e entre os sexos. 

Dessa forma, os dados de cada variável se comportam de maneira crescente e 

conjunta (figura 5).  

Na triagem qualitativa do conteúdo do trato, foi encontrado areia, cracas, 

algas, fragmentos de conchas de bivalves, endoesqueleto de bolacha do mar, 

exoesqueleto de caranguejo e fragmentos de vidro. 
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Figura 5. Gráficos de dispersão entre as variáveis matéria orgânica e CTG seco. (A) machos e 
fêmeas; (B) Inverno e verão.   

 

 

 
FONTE: O autor (2023) 

 

5.4 LIPÍDEOS TOTAIS 

As médias de lipídeos no inverno para a parede do corpo, trato digestório e 

gônada foram, respectivamente, 23.9 ± 13.9 mg, 26.4 ± 11.1 mg e 70.4 ± 69 mg e no 

verão, 14.9 ± 4.85 mg, 20 ± 11 mg e 102.7 ± 100.2 mg (figura 6 A, C e E). Houve 

diferença significativa (p 0.0122) apenas para a parede do corpo. Em relação ao 

sexo, os machos e as fêmeas apresentaram médias de, respectivamente, 15 ± 3 mg 

e 20.45 ± 12.65 mg para a parede do corpo, 21.45 ± 13.1 mg e 23.88 ± 12.84 mg 

para o trato digestório e 55.75 ± 54.8 mg e 122.3 ± 108.4 mg para a gônada (figura 6 

B, D e F). Apenas esta última apresentou diferença significativa (p 0.0376). Destaca-

se ainda, que as fêmeas do inverno apresentaram diferença significativa nas 

gônadas em relação aos machos (p 0.0344, ∆M 84.48 ± 33.9 mg).  

A

B
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FIGURA 6. Lipídeos presentes na parede do corpo (A-B), trato digestório (C-D) e gônada (E-F) de H 
(H) grisea no inverno e verão e em macho e fêmea.  

 
FONTE: O autor (2023) 
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5.5 HISTOLOGIA, ANÁLISE DE CORES E LIPÍDEOS DAS GÔNADAS 

As analises histológicas demonstraram que dos 12 organismos coletados no 

inverno, 7 foram machos e 5 fêmeas e dos 20 coletados no verão, 10 foram machos 

e 10 fêmeas. Na figura 7 está representado quatro cortes histológicos de fêmeas 

(A,B, E e G), de machos (C, D, F e H) e os estágios reprodutivos: I - proliferação, II – 

em maturação, III - maturação máxima e IV - emissão (BUENO et al., 2015; 

TAVARES et al, 2022). As gônadas in natura desses organismos estão 

exemplificadas nas figuras 8 e 9.  

FIGURA 7. Cortes histológicos utilizados para a sexagem e identificação do estágio da gametogênese 
em H (H) grisea: Proliferação (B e D); Em maturação (A e F); Maturação máxima (C e E), Emissão (G 

e H). As imagens A – D foram destaca os componentes celulares. Abreviações: Ov, ovócitos; EG, 
epitélio geminal; L, lúmen; SPZ, espermatozoide. 

 

FONTE: O autor (2023) 
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FIGURA 8. Exemplos de gônadas de machos (M) e fêmeas (F) de H (H) grisea no inverno.  

 

FONTE: O autor (2023) 
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FIGURA 9. Exemplos de gônadas de machos (M) e fêmeas (F) de H (H) grisea no verão. 

 

 

FONTE: O autor (2023) 
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As cores presentes nas gônadas de machos (M) e fêmeas (F) do inverno foram 

identificadas de acordo com a escala de Munsell (figura 10). As fêmeas 

apresentaram maior variabilidade de cores. A relação entre variabilidade de cores e 

estágio reprodutivo é apresentada na figura 11. Entre os machos predominam as 

cores neutras (N7, N8 e N9) independente do estágio, enquanto que nas fêmeas há 

uma variabilidade das cores e predomínio nos estágios III e IV.  

A observação do padrão de cores e dos estágios reprodutivos associados aos 

lipídeos presentes nas gônadas, indicam que em estágios de maior desenvolvimento 

gamético (III e IV) há uma maior quantidade de lipídeos e maior diversidade de cores 

em ambos os sexos para os organismos do inverno (figura 12). As fêmeas 

apresentaram mais lipídeos do que os machos em todos os estágios.  

FIGURA 10. Proporção relativa das cores presente nas gônadas de fêmeas e machos de H (H) grisea 
no inverno. As notações N7, N8, N9, 10YR 8/6, 5RP 7/8, 5RP 7/4, 10YR 8/6, 7,5RP 7/10 e 5B 6/6 

correspondem ao sistema de identificação de cores de Munsell. As cores na figura são aproximadas 
com as fornecidas na escala de Munsell. 

FONTE: O autor (2023) 
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 FIGURA 11. Variabilidade de cores de acordo com o estágio reprodutivo dos organismos coletados 
no inverno. A esquerda é representada o estágio das fêmeas e a direita dos machos.                        
Estágios: I – Proliferação, II - Em maturação, III – Maturação máxima e IV – Emissão                           

(BUENO et al., 2015; TAVARES et al., 2022). As cores na figura são aproximadas com as fornecidas 
na escala de Munsell.   

FONTE: O autor (2023) 

 

FIGURA 12. Relação entre os estágios reprodutivos identificados em machos e fêmeas de H (H) 
grisea do inverno e lipídeos das gônadas. Estágios: I – Proliferação, II - Em maturação, III – 

Maturação máxima e IV – Emissão (BUENO et al., 2015; TAVARES et al., 2022). 

 

FONTE: O autor (2023) 
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As cores presentes nas gônadas de machos (M) e fêmeas (F) do verão foram 

identificadas, respectivamente, por N7 e 10YR 8/6 e 5RP 7/8 e 5B 6/6 (figura 13). A 

variabilidade das cores foi reduzida em relação ao inverno e os organismos 

apresentaram apenas dois padrões de cores. 

Os estágios reprodutivos identificados em machos foram I, II, III e/ou IV, 

enquanto que para as fêmeas foram os estágios III e/ou IV (BUENO et al., 2015; 

TAVARES et al, 2022). A relação entre variabilidade de cores e estágio reprodutivo é 

apresentada na figura 14. Entre os machos ocorre a cor neutra (N7) nos estágios I, 

III e IV e a cor 10YR 8/6 independente do estágio. Nas fêmeas ocorre a cor 5RP 7/8 

independente do estágio e a cor 5B 6/6 apenas no estágio IV. A relação entre o grau 

de desenvolvimento gamético e a maior quantidade de lipídeos também é observada 

no verão (figura 15). 

 

Figura 13. Proporção relativa das cores presente nas gônadas de fêmeas e machos de H (H) grisea 
no verão. As notações N7, 10YR 8/6, 5RP 7/8 e 5B 6/6 correspondem ao sistema de identificação de 

cores de Munsell. As cores na figura são aproximadas com as fornecidas na escala de Munsell. 

 

FONTE: O autor (2023) 
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 FIGURA 14. Variabilidade de cores de acordo com o estágio reprodutivo dos organismos coletados 
no verão. A esquerda é representada o estágio das fêmeas e a direita dos machos.                        

Estágios: I – Proliferação, II - Em maturação, III – Maturação máxima e IV – Emissão              
(BUENO et al., 2015; TAVARES et al., 2022). As cores na figura são aproximadas com as fornecidas 

na escala de Munsell.  

FONTE: O autor (2023) 

 

 

FIGURA 15. Relação entre os estágios reprodutivos identificados em machos e fêmeas de H (H) 
grisea do verão e lipídeos das gônadas. Estágios: I – Proliferação, II - Em maturação, III – Maturação 

máxima e IV – Emissão (BUENO et al., 2015; TAVARES et al., 2022). 

 
FONTE: O autor (2023) 
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A distribuição de frequência dos diferentes estágios de maturidade de machos 

e fêmeas  de H (H) grisea no inverno e no verão está apresentada na figura 16. No 

inverno predominaram, em ambos os sexos, os estágios de proliferação e emissão, 

enquanto que no verão, apenas o estágio de maturação máxima.  

Figura 16. Frequência dos diferentes estágios de maturidade para machos e fêmeas de H (H) grisea. 
Estágios: I – Proliferação, II - Em maturação, III – Maturação máxima e IV – Emissão (BUENO et al., 

2015; TAVARES et al., 2022). 

(a) Inverno; (b) verão. 

 

 
FONTE: O autor (2023) 

 

5.6 CARBOIDRATOS TOTAIS 

As curvas de calibração da glicose estão apresentadas na figura 17. A figura 

18 apresenta a massa de carboidratos totais em 100 mg de tecido. No inverno, a 

cada 100 mg de parede do corpo há em média 2.57 ± 0.63 mg de carboidratos, com 

diferença significativa entre os sexos (p 0.046, ∆M 0.72 ± 0.31 mg a mais para as 

fêmeas). No verão houve em média 0.43 ± 0.12 mg de carboidrato e não houve 

diferença entre os sexos (p 0.476). Entre as estações inverno e verão, os indivíduos 

apresentaram diferença significativa (p < 0.000, ∆M 2.13 ± 0.14 mg a mais para o 

inverno). 

 

A B 



44 
 

FIGURA 17. Curvas de calibração de glicose.                                                                  
(a) Verão; (b) Inverno.  

 
FONTE:O autor (2023) 

 

Figura 18. Massa de carboidratos em 100 mg da parede do corpo de H (H) grisea em machos 

e fêmeas do inverno (A) e entre as estações inverno e verão (B). 

 

FONTE: O autor (2023) 
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5.7 PROTEÍNAS SOLÚVEIS 

As curvas de calibração com ASH para o método de Bradford e de Biureto 

estão apresentadas na figura 19. A comparação entre os métodos resultou em 

diferença significativa tanto para as amostras do inverno (p 0.039, ∆M 2,16 ± 0,98 a 

mais para o Biureto), quanto para as do verão (p < 0.000, ∆M 5,34 ± 0,79 a mais 

para o Biureto) (figura 20). Contudo, devido o coeficiente de determinação (R2) da 

curva de calibração do método do Biureto ser maior que a do método de Bradford e, 

portanto, explicar melhor a variabilidade dos dados, foi adotado esse método para as 

análises estatísticas das amostras.  

FIGURA 19. Curva de calibração de albumina sérica humana em 3,5 % NaCl.                                     
(A) Método de Bradford; (B) Método do Biureto.  

FONTE: O autor (2023) 

 

A figura 20 apresenta a massa de proteínas solúveis encontradas em 100 mg 

de parede do corpo de H (H) grisea com média de 14 mg no inverno e 15,7 mg no 

verão. Não há diferença significativa entre os indivíduos do inverno (p 0.577), do 

verão (p 0.809) ou entre os indivíduos das duas estações (p 0.054). 
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Figura 20. Quantidade de proteínas solúveis em 100 mg da parede do corpo de espécimes de H (H) 
grisea nas estações inverno e verão. (A) Método de Biureto; (B) Método de Bradford 

 

FONTE: O autor (2023) 

 

 

5.8 COMPOSIÇÃO RELATIVA DE ÁCIDOS GRAXOS 

A tabela 2 apresenta a composição de ácidos graxos em percentagem, da 

parede do corpo, gônada e trato digestório de machos e fêmeas de H (H) grisea 

coletados no inverno e a tabela 3 dos organismos coletados no verão. O 

cromatograma de uma das amostras pode ser visto no anexo 1. Foram identificados 

30 ácidos graxos no inverno, sendo que os de proporção ≥ 5% foram: C16:0, C16:1, 

C18:0, C18:1, C20:0, C20:1, C20:3, C20:4, C22:0, C23:1 e C24:1. Os ácidos graxos 

em maior quantidade na parede do corpo, gônada e trato digestório de machos 

foram os C18:0 e C20:1, enquanto que nas fêmeas foram C16:0, C18:0 e C20:4. O 

Heptadecenóico (C17:1) e Nonadecenóico (C19:1) estão ausentes nas gônadas e 

trato digestório de ambos os sexos. 

No verão foram identificados 32 ácidos graxos, sendo os de proporção ≥ 5%: 

C16:0, C16:1, C18:0, C18:1, C19:0, C20:1, C20:3, C20:4, C23:1 e C24:1 em todos 

ou em alguns tecidos. Os que apresentaram maior quantidade foram os C16:0, 

C18:0 e C20:4. A depender do tecido alguns ácidos graxos podem estar em 

quantidade insignificante ou ausente, como os C16:2, C21:1, C22:5, C22:6, C23:1, 

A B 
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C24:0 e C24:1. Em contraste com o inverno, o C17:1 é encontrado nas gônadas de 

ambos os sexos, mas continua ausente no trato digestório. O C19:1 não foi 

observado nos organismos do verão. Apareceram dois ácidos graxos novos, o C22:5 

e o C22:6. O marcador quimiotaxonômico, C23:1, foi identificado nos organismos do 

verão e do inverno.   

Em relação as categorias de ácidos graxos, os saturados representam em 

média 41%, os monoinsaturados 40% e os poliinsaturados 18,7% nas duas 

populações (figura 21). Há um aumento de monoinsaturados nos organismos do 

inverno na parede do corpo e nas gônadas e de poliinsaturados no trato digestório 

de fêmeas. Nos machos, as oscilações são mais sutis em relação aos 

poliinsaturados nas gônadas e trato digestório. A análise estatística pela ANOVA 

resultou em não significativo (p 0.675) para os indivíduos entre sexo e/ou entre 

estação. Não foram analisadas variações entre cada ácido graxo por tecido, estação 

sexo.   
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Tabela 2. Composição de ácidos graxos (%) da parede do corpo (P), gônada (G) e trato digestório 
(TG) de H (H) grisea no inverno. 

 

Ácido graxo  
Tempo de  
retenção 

 (min) 

Macho Fêmea 
P       

(n=7) 
G        

(n=6)  
TG     

(n=6) 
P        

(n = 5) 
G       

(n = 5)  
TG      

(n = 4) 
C 14:0 18.46 1.9 1.8 2.8 1.1 3.9 2.5 
C 15:0 19.81 1.4 1.0 1.7 1.0 3.2 1.7 
C 15:0 20.00 0.4 0.4 0.6 0.3 2.5 0.5 
C 15:0 20.61 0.9 0.9 1.3 0.7 2.3 1.1 
C 16:1  22.20 2.2 2.7 2.9 2.1 5.8 3.5 
C 16:2 22.25 0.1 0.4 1.1 0.3 0.5 0.2 
C 16:0 22.63 7.4 9.0 8.5 6.6 15.8 8.1 
C 17:1 23.66 0.4 0.3 0.0 0.5 0.4 0.0 
C 17:0 23.86 1.2 1.5 1.7 1.0 2.5 1.8 
C 17:0  24.61 0.7 1.7 0.9 2.2 2.1 1.4 
C 18:1 25.96 5.5 4.5 4.1 4.2 6.2 4.4 
C 18:1 26.10 3.6 5.5 4.8 3.8 5.6 5.0 
C 18:0   26.46 7.6 12.2 10.3 7.3 12.2 10.4 
C 19:1 27.75 2.2 0.0 0.0 1.7 0.0 0.0 
C 19:0 28.25 2.0 3.0 3.9 1.8 2.3 3.8 

C 20:4n-6 28.78 11.5 11.1 6.2 14.4 8.3 5.1 
C 20:3  28.92 5.6 11.2 6.0 6.9 10.1 4.8 
C 20:1 29.49 14.0 6.9 7.4 13.0 5.6 9.1 
C 20:1 29.67 0.0 2.8 2.5 0.0 2.2 2.7 
C 20:0 29.97 3.6 5.2 5.4 3.7 4.9 5.2 
C 21:1  31.34 1.1 2.2 2.5 0.7 2.4 2.8 
C 21:0  31.62 3.0 2.0 3.6 3.2 2.9 3.6 
C 22:1 32.93 3.0 2.7 4.3 3.1 3.7 4.8 
C 22:0 33.22 4.7 2.9 4.9 4.6 4.5 5.3 
C 23:1 34.38 5.4 1.7 3.1 5.2 1.8 2.9 
C 23:1 34.51 0.9 0.4 0.9 1.0 0.6 1.2 
C 23:0 34.75 2.2 1.0 1.9 2.2 1.5 2.0 
C 24:1 35.88 6.1 4.4 5.3 6.2 4.2 4.8 
C 24:1 36.01 0.3 0.2 0.5 0.4 1.1 0.6 
C 24:0  36.22 1.0 0.5 0.9 0.9 1.1 0.9 

Saturados 38.0 43.1 48.2 36.6 51.6 48.1 
Monoinsaturados 44.7 34.2 38.5 41.8 33.0 41.8 
Poliinsaturados 17.3 22.8 13.3 21.6 15.4 10.1 

 

FONTE: O autor (2023) 
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Tabela 3. Composição de ácidos graxos (%) da parede do corpo (P), gônada (G) e trato digestório 
(TG) de H (H) grisea no verão. 

Ácido graxo 
Tempo de 
retenção 

(min) 

Macho Fêmea 
P 

(n=10) 
G      

(n=7)  
TG       

(n=10) 
P       

(n=10) 
G 

(n=10) 
TG       

(n=10) 
C14:0 18.49 1.6 0.6 2.2 1.6 3.8 2.3 
C 15:0 19.84 1.3 0.3 1.6 1.2 3.3 1.5 
C 15:0 20.00 0.2 0.0 0.4 0.5 1.2 0.5 
C 15:0 20.61 0.4 0.1 0.9 0.3 1.7 1.0 
C 16:1  22.20 2.2 2.0 3.8 2.8 5.9 3.9 
C 16:2 22.28 0.0 0.0 0.0 0.0 0.9 0.1 
C 16:0 22.63 6.8 4.4 9.3 6.5 12.3 9.2 
C 17:1 23.69 0.6 0.4 0.0 0.3 1.7 0.0 
C 17:0 23.86 0.9 0.4 1.4 0.8 0.0 1.4 
C 17:0  24.58 0.8 0.9 1.6 0.6 2.0 1.4 
C 18:1 26.07 3.7 4.2 3.7 3.5 1.3 3.5 
C 18:1 26.11 3.0 5.3 4.0 2.9 7.2 4.1 
C18:0   26.46 5.7 17.2 10.4 6.4 5.7 9.8 
C19:1 27.75 1.3 0.0 0.0 1.4 0.0 0.0 
C19:0 28.25 1.6 3.5 2.9 1.6 9.0 2.6 

C 20:4n-6 28.77 20.0 16.8 12.1 21.0 2.6 12.2 
C 20:3  28.89 8.1 19.2 9.4 8.3 7.6 9.9 
C 20:1 29.49 16.1 7.8 8.5 0.0 10.6 8.8 
C 20:1 29.67 0.0 2.4 1.2 15.0 6.4 1.2 
C 20:0 29.75 2.9 4.3 3.9 3.0 1.7 3.7 
C 21: 1  31.18 0.0 0.7 2.4 0.0 2.8 2.1 
C 21:0  31.66 2.9 1.7 2.5 2.9 1.2 2.4 
C22:5 31.85 0.0 0.0 1.4 0.0 0.0 1.4 
C22:6 31.96 0.0 0.0 2.5 0.0 0.0 2.7 
C22:1 32.96 2.7 1.7 2.7 2.7 1.7 4.2 
C 22:0 33.20 3.5 2.1 3.2 3.5 1.9 3.1 
C 23:1 34.36 5.7 1.4 2.7 5.5 2.7 2.4 
C 23:1 34.51 0.9 0.0 0.7 0.8 1.6 0.7 
C 23:0 34.77 1.6 0.8 1.1 1.6 0.3 1.0 
C24:1 35.88 5.7 1.8 3.0 5.3 0.6 2.7 
C24:1 36.01 0.0 0.0 0.0 0.0 2.0 0.0 
C 24:0  36.12 0.0 0.0 0.3 0.0 0.2 0.2 

Saturados 30.1 36.3 41.9 30.5 44.4 39.9 
Monoinsaturados 41.8 27.7 32.7 40.3 44.6 33.7 
Poliinsaturados 28.1 36.1 25.4 29.3 11.0 26.4 

 

FONTE: O autor (2023) 
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Figura 21. Porcentagem relativa das classes de ácidos graxos por tecido de H (H) grisea coletada no 
inverno (a) e no verão (b) 

 

 
 

 

FONTE: O autor (2023) 
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5.9 ÍNDICE DE QUALIDADE NUTRICIONAL DE LIPÍDEOS  

A parede do corpo dos machos do inverno/verão apresentou os seguintes 

índices IA = 0.24/0.19, IT = 0.37/0.25 e h/H = 2.21/3.21 e as fêmeas, 

respectivamente, IA = 0.18/0.23, IT = 0.30/0.26 e h/H = 2.90/3.42. 

6 DISCUSSÃO 
6.1 BIOMETRIA E TEOR HÍDRICO 

O peso corporal úmido dos indivíduos da Praia de Guaratuba apresentou-se 

superior aos encontrados em outros estudos com H (H) grisea. A literatura descreve 

variação entre 24 g e 195 g (COSTA, 2010; DIAS, 2012; LEITE-CASTRO et al., 

2016; PEREIRA, 2017), enquanto que neste estudo foi entre 62 g e 306 g. Dentre os 

fatores que podem explicar esses resultados estão o teor hídrico e o conteúdo do 

trato digestório. Em H (H) grisea, o teor hídrico da parede do corpo correspondeu a 

85% do peso úmido total, não apresentando diferença entre os sexos e estações. 

Ponte (2017) relata um teor hídrico de 79,4% em relação peso total. Em geral, a 

porcentagem de água na parede do corpo corresponde de 65-90% (BINYON, 1972; 

TAKEMAE; NAKAYA; MOTOKAWA, 2009)   

Essa grande porcentagem de água associada ao peso reduzido após 

secagem, pode ser uma condição agravante para a utilização dessa espécie como 

recurso pesqueiro, pois duas etapas do processamento primário consistem em ferver 

e secar ao sol ou no fogo (CONAND, 1989; PURCELL, 2014), o que ocasiona 

grande redução no peso, alteração na textura e aparência e menor biomassa para 

consumo (ZHANG et al., 2017). Em Stichopus japonicus, a perda de peso após 

fervura pode chegar a 93%, representando uma redução de 3 a 4 vezes o peso 

inicial (ZHANG et al., 2021). Esse parâmetro juntamente com o tamanho e a 

composição bioquímica determinam o preço de venda (PURCELL, 2010; ZMEMLIA 

et al., 2020). Espécies relevantes no comércio mundial pesam mais de 1 kg, como 

Holothuria fuscogilva e Cucumaria japonica que chegam a 2.4 kg e 1.5 kg, 

respectivamente (KINCH et al., 2008; PURCELL et al., 2016). 

De outro modo, a presença de água nos tecidos e do fluido celômico 

desempenham um papel importante na pressão osmótica e na osmolalidade. As 

holotúrias possuem baixa capacidade de regular íons e se comportam como 

organismos isosmóticos com o meio (BINYON, 1972; GENG et al., 2016). Isso 

resulta em um esforço constante para manter as funções enzimáticas intracelulares 
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estáveis, regular o metabolismo e controlar a pressão osmótica (BINYON, 1972; 

MENG et al., 2011). Duas estratégias que são utilizadas para manter a homeostase 

são a excreção de compostos orgânicos (aminoácidos, lipídeos e açucares 

redutores) e água dos tecidos para o fluido celômico (BINYON, 1972; MENG et al., 

2011).  

 Vidolin, Santos-Gouvea e Freire (2002) apresentam que H (H) grisea 

possuem algum tipo de mecanismo osmorregulador que reduz a permeabilidade 

osmótica da parede do corpo evitando a perda/entrada de água em situações de 

variação de salinidade ou exposição ao ar. Stickle e Ahokas (1973) apontaram que a 

variação na salinidade parece não afetar significativamente o conteúdo de água da 

parede do corpo em Cucumaria miniata. Tamori, Takemae e Motokawa (2010) 

observaram que em meio hiperosmótico com sacarose, a derme de Actinopyga 

mauritiana exsuda água e enrijecimento fortemente.  

Em concordância aos resultados obtidos, a variação de salinidade in situ, não 

demonstrou efeito aparente do conteúdo de água da parede do corpo e das 

gônadas, levando a crer a existência de algum mecanismo de regulação osmótica 

tecidual e reafirmando o papel da água na homeostase (SVETASHEV et al.,1991). 

O índice gonadal de H (H) grisea foi menor no inverno e este era um padrão 

esperado. O estágio reprodutivo na Praia de Guaratuba é caracterizado, 

majoritariamente, como pós-desova nessa estação (Bueno et al., 2015). Assim, as 

gônadas estão pequenas e/ou vazias de gametas, justificando o peso reduzido. No 

verão, essa espécie encontra-se no máximo de desenvolvimento gonadal para a 

reprodução e as gônadas são mais pesadas. 

Pereira (2017) destaca o peso de gônadas no verão entre 2,3 e 35,6 g para 

machos e 4,7 e 81,7 g para fêmeas de H (H) grisea. O mesmo padrão é observado 

em Holothuria polii, Holothuria fuscogilva e Stichopus herrmani (TEHRANIFARD et 

al., 2006; MUTHIGA; KAWAKA, 2009; TOLON; ENGIN, 2019). As fêmeas podem 

possuir gônadas mais robustas que os machos por razões como: tamanho dos 

ovócitos (100-280 μm diâmetro), conteúdo lipídico (SETIAWATI et al., 2021; 

VENÂNCIO et al, 2022) e diferentes estágios reprodutivos em um ciclo assíncrono 

(FOGLIETTA et al., 2004). Além disso, variações intra e interespecífica são 

possíveis, como por exemplo, em indivíduos maduros de H. scabra que variam entre 

15 g a 315 g (RAMOFAFIA; BYRNE; BATTAGLENE, 2003; RASOLOFONIRINA et 
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al., 2007; RAHANTOKNAM, 2017) e Athyonidium chilensis que só atingem 35 g 

(PETERS-DIDIER et al., 2018).  

 

 

6.2 CONTEÚDO DO TRATO DIGESTÓRIO E MATÉRIA ORGÂNICA 

O conteúdo do trato digestório está diretamente influenciado pela 

heterogeneidade do ambiente em que estão situados (FERGUSON, 1969; 

GRAHAM; THOMPSON, 2009; SLATER; CHEN, 2015). O local da coleta é 

conhecido por grande aporte de matéria orgânica oriundo dos sistemas terrestres, de 

sedimentos, oscilação das marés e batimento das ondas, bem como poluentes 

sintéticos despejado por turistas, banhistas e/ou trilheiros (ANTUN; BALDIN, 2013; 

BISHOP, 2015; PARANÁ, 2021). 

Por consequência, durante o processamento do trato digestório dos 

organismos foi observado uma diversidade diversos fragmentos de rochas, conchas 

de bivalves, exoesqueleto de crustáceos, placas de bolachas-do mar, algas, areia e 

fragmentos de vidro. Essa diversidade de componentes indica que esses 

organismos não possuem uma preferência alimentar e que há um baixo grau de 

discriminação em relação a composição do sedimento. Graham e Thompson (2009) 

observaram que a H (H) grisea ingeriu mais peças do plástico PVC (policloreto de 

vinila) e linhas de Nylon do que outras espécies e esse comportamento não está 

associado com a ingestão de sedimento. Os dados obtidos reforçam a tese de que H 

(H) grisea não é seletiva no processo de ingestão do sedimento. 

Uthicke e Karez (1999) observaram que as espécies Holothuria atra, 

Holothuria edulis e Holothuria nobilis apresentaram baixa seletividade entre 

sedimentos e entre dietas com diferentes valores nutricionais. O mesmo foi 

observado para Holothuria fuscocinerea (ROBERTS,1979). A seletividade do 

sedimento, portanto, pode ocorrer a depender de fatores conjuntos como: tamanho e 

textura da superfície da partícula, dos processos mecânicos e morfologia dos 

tentáculos orais (TAGHON, 1989) e principalmente pela quantidade de matéria 

orgânica distribuída na área superficial das partículas (MAYER, 1989; TAGHON, 

1989). 

O tipo de alimento ingerido é uma importante informação ecológica porque 

possibilita delinear dietas artificiais e/ou naturais usadas na aquicultura para 

potencializar o crescimento somático e gonadal, melhorar a palatabilidade 
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(DWORJANYN; PIROZZI; LIU, 2007), entender as interações tróficas, estratégias de 

alimentação (HO; PENNINGS, 2008) e compreender o requerimento, mobilização e 

estocagem de biomoléculas para a sobrevivência e para reprodução (LOWE; 

LAWRENCE, 1976).  

O teste de correlação de Pearson indicou que quanto o maior CTG seco, 

maior a quantidade de matéria orgânica, principalmente no inverno. Em Holothuria 

hawaiiensis do hemisfério norte, no final do outono os organismos apresentaram 

maior conteúdo no trato digestório e na estação seguinte, inverno, os maiores pesos 

corporais (DAR; AHMAND, 2006).  

Em Apostichopus japonicus, o aumento da temperatura é uma condição 

limitante para o crescimento do animal e taxas de ingestão, que tem um optimum 

entre 10-20 ºC (YANG et al., 2005; SUN et al., 2018). Gao et al (2009) observaram 

experimentalmente que em 14 ºC os organismos aumentaram significativamente de 

tamanho em relação aos de 28 ºC. Isso pode sugerir uma preparação para períodos 

mais frios utilizando como estratégia o aumento no consumo de sedimento e 

investimento dos recursos alimentares no desenvolvimento corporal. Esse fenômeno 

também ocorreu com os organismos deste estudo, que apresentaram maior peso 

corporal, CTG seco e matéria orgânica no inverno.  

Esse padrão precede o período reprodutivo devido a necessidade de maior 

aporte de nutrientes para a produção dos gametas (WIEDMEYER, 1992; DAR; 

AHMAND, 2006). Portanto, a reprodução se caracteriza como um evento que requer 

grande investimento energético (THOMPSON, 1982; MARQUET et al., 2017). 

Sugere-se então que a H (H) grisea aumente a taxa de alimentação e estoque 

nutrientes no inverno em ambos os sexos (HAMEL; MERCIER, 1996). Contudo, no 

presente estudo, os maiores CTG seco e matéria orgânica ocorreram no verão e 

apenas nas fêmeas. Confirmando que em algumas holotúrias, as fêmeas necessitam 

de mais nutrientes para investir na produção dos gametas (DAR; AHMAND, 2006; 

SANTOS et al., 2016).  

 

6.3 LIPÍDEOS TOTAIS 

A baixa porcentagem de lipídeos da parede do corpo de H (H) grisea, foi 

semelhante ao encontrado por Aydin et al. (2011) em H. polii, H. tubulosa e H. 

mammata, Liu et al. (2017) em Australostichopus mollis e Roggatz et al. (2017) para 

Parastichopus regalis. Em relação a gônada e trato digestório, a quantidade de 



55 
 

 

lipídeos foi aproximadamente 35 vezes maior do que a registrada para 

Australostichopus mollis (LIU et al., 2017).  

Em Stichophus japonicus, os lipídeos da parede do corpo representam 0.6% 

e nas vísceras 1.3% (KASAI, 2003). O mesmo padrão de distribuição dos lipídeos foi 

observado por Svetashev et al. (1991) em 11 espécies de holotúrias e em 

Cucumaria frondosa (ZHONG; KHAN; SHAHIDI; 2007), sustentando a hipótese de 

que os órgãos internos são estruturas de reserva de nutrientes e a parede do corpo 

por ser constituída, principalmente, por tecido muscular e conjuntivo, é 

essencialmente proteica, como será discutido posteriomente.  

A ausência de diferença significativa dos lipídeos na parede entre estações 

do ano também foi observada em Cucumaria frondosa e H. tubulosa, sugerindo certa 

homogeneidade no empenho da captação e estoque dos lipídeos ao longo dos 

meses (ABUZAYTOUN, 2017; KÜNILI; ÇOLAKOGLU, 2019). O mesmo foi 

observado para as gônadas de H (H) grisea. Esse efeito pode ser explicado pela 

translocação do epitélio geminal para a produção gamética (HAMEL; MERCIER, 

1996; BYRNE et al., 1998), sendo relatada também para H. scabra (KRISHNAN, 

1968), Amperima rosea, Bathyplotes natans e Laetmogone violacea (HUDSON et al., 

2004).  

Diante disso, os tecidos que se comportam como fornecedores de lipídeos 

são a parede do corpo e o trato digestório. O primeiro caracteriza-se por 

disponibilizar substrato para via de biossíntese (glicose, corpos cetônicos e 

aminoácidos) e o segundo fornecedor contínuo de lipídeos (KRISHNAN, 1968; 

HAMEL; MERCIER, 1996; KERSTEN, 2001). Em fêmeas de H. scabra foi observado 

que há uma diminuição dos lipídeos presente no trato digestório e aumento nas 

gônadas no estágio de maturação, alternando-se durante a emissão (KRISHNAN, 

1968). Nesse estudo também é possível observar que no verão, as fêmeas 

apresentaram uma redução na quantidade de lipídeos do trato digestório, ainda que 

não seja estatisticamente diferente. Recomenda-se o aumento do esforço amostral 

para confirmar esse comportamento. 

A elevada quantidade de lipídeos nas gônadas femininas no inverno, reitera a 

ideia de maior investimento na produção de gametas (DAVID et al., 2023). O 

investimento materno é destinado para a qualidade e viabilidade da larva, enquanto 

que em machos o estoque energético dos espermatozoides é orientado para a 
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motilidade durante a fertilização (PROWSE; SEWELL; BYRNE, 2008; DAVID et al., 

2020).  

Em relação aos aspectos comerciais, os níveis de lipídeos representam um dos 

critérios relevantes no momento da escolha e compra do pepino-do-mar (parede do 

corpo com musculatura). Por essa ser a parte mais consumida, o teor de gordura 

deve ser bem conhecido, pois determina algumas características físico-químicas 

como aroma, textura, aparência e viscosidade (KINCH et al., 2008; HAMEL; 

MERCIER, 2008; OEDJOE, 2017). 

 As respostas sensoriais a essas características durante o seu preparo e 

mastigação (cremosidade e suavidade), influenciam diretamente a aceitabilidade, 

procura e consumo (DREWNOWSKI, 1992; APPLETON et al., 2021). Assim, a 

ausência de gordura pode ser uma condição indesejável na escolha dos produtos. 

Vale ressaltar que o conteúdo de gordura dos pepinos-do-mar é inferior ao 

encontrado em outros pescados marinhos de alta comercialização, como 

caranguejos e peixes, sendo considerados apropriados para o consumo humano 

(WEN; HU; FAN, 2010; SROYRAYA et al., 2017). 

Os lipídeos também desempenham funções fisiológicas específicas nos 

pepinos-do-mar, como fonte energética e estrutural para o processo de regeneração, 

períodos de inanição prolongada e reparação tecidual (autólise), efeito antioxidante 

e defesa química (BORDBAR; ANWAR; SAARI, 2011; GAO; YANG, 2015; 

KHOTIMCHENKO, 2018).    

 

6.4 HISTOLOGIA, ANÁLISE DE CORES E LIPÍDEOS DAS GÔNADAS 

6.4.1 Histologia 

Os estágios reprodutivos observados através da histologia das gônadas 

coincidem com os apresentados por Bueno et al. (2015) e Tavares et al (2022). No 

período do inverno predominou o estágio proliferação e emissão e no verão 

maturação máxima e emissão. Esses dados reforçam o padrão reprodutivo da H (H) 

grisea como contínuo e síncrono, além de sustentar o efeito do aumento da 

temperatura como indutor da produção máxima e emissão dos gametas. O mesmo é 

observado em Athyonidium chilensis, Holothuria fuscocinerea, Holothuria arguinensis 

e Holothuria sanctori (NAVARRO; GARCIA-SANZ; TUYA, 2012; BENÍTEZ-

VILLALOBOS; AVILA-POVEDA; GUTIÉRREZ-MÉNDEZ, 2013; MARQUET et al., 

2017; PETERS-DIDIER et al., 2018) 
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 Também foi notado que o conjunto de túbulos gonadais estavam organizados 

em estágios diferentes em porções distintas, particularmente no inverno, 

assemelhando-se ao modelo de recrutamento de túbulos (HAMEL; HIMMELMAN; 

DUFRESNE, 1993; HAMEL; MERCIER, 1996; RAMOFAFIA et al., 2000; 

RAMOFAFIA; BYRNE, 2001; RAMOFAFIA; BYRNE; BATTAGLENE, 2003). 

Consequentemente, não tem como definir um único estágio para o mesmo animal. O 

outro modelo conhecido é o de uniformidade no desenvolvimento, em que os túbulos 

apresentam o mesmo estágio reprodutivo em todo o comprimento, situação que não 

foi observada (SMILEY, 1988; MUTHIGA; KAWAKA, 2009; GHOBADYAN et al., 

2012). 

   

6.4.2 Análise de cores e lipídeos das gônadas 

A coloração dos túbulos diferenciou-se ao longo do ano e dependeu do 

estágio de maturidade. Bueno et al. (2015) identificou as cores amarelo-

esbranquiçada em ambos os sexos para o estágio de crescimento; vermelho em 

fêmeas e creme em machos para o estágio maduro; translúcido para ambos os 

sexos no estágio esgotado. Leite-Castro et al. (2016) identificou em H (H) grisea do 

litoral do Ceará as cores: rosa escuro em fêmeas e creme em machos para o estágio 

maduro; castanho em ambos os sexos para o estágio pós-desova; transparente ou 

azulado em ambos os sexos para o estágio em crescimento inicial; rosa transparente 

em fêmeas e creme transparente em machos para o estágio de proliferação. 

Neste trabalho as cores coincidem com as descrições de Bueno et al. (2015) 

e  Leite-Castro et al. (2016) para H (H) grisea. No inverno, as fêmeas apresentaram 

a maior variabilidade de cores. Para o estágio de proliferação, as cores 5B 6/6, 7,5 

RP 7/10 e N8 aparecem nas fêmeas e nos machos as cores N7, N8 e N9, 

assemelhando-se com as cores creme, rosa transparente, azulado, transparente ou 

translúcido. Nesse estágio, ainda, as gônadas apresentam menores quantidades de 

gametas e estão majoritariamente vazias, explicando as cores neutras (NAVARRO; 

GARCIA-SANZ; TUYA, 2012), explicando a diversidade de cores nas gônadas.  

Com a produção e maturação dos gametas, a cor 5RP 7/8 apareceu nas 

gônadas das fêmeas e predominou a cor 10YR 8/6 nos machos, indicando o 

preenchimento dos túbulos por gametas (BUENO et al.,2015; LEITE-CASTRO et al., 

2016; PEREIRA, 2017). Na maturação máxima e emissão do inverno, as fêmeas 

apresentaram alta variabilidade de cores (degradê em tons de rosa), mas também a 
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cor 10YR 8/6 (creme) exclusiva de machos. Isso poderia indicar alguma similaridade 

na composição bioquímica com os machos, porém estudos focados na identificação 

desses compostos são necessários para confirmação.  

A cor é um aspecto usado como dimorfismo sexual, mas pode exibir grandes 

fragilidades. Outras holotúrias apresentam cores distintas ou semelhantes e 

possuem sexos e estágios diferentes, como Holothuria arguinensis, Holothuria 

mammata, Stichopus herrmanni e Stichopus variegatus (HAMEL; HIMMELMAN; 

DUFRESNE, 1993; MARQUET et al., 2017; SETIAWATI et al., 2021). Logo, o uso 

exclusivo das cores como parâmetro de sexagem ou identificação de estágio não 

pode ser considerado confiável, sendo de grande utilidade a análise microanatômica 

dos tecidos. A subjetividade da definição das cores torna os dados não comparáveis 

entre pesquisadores, sendo pertinente e indicado o uso de códigos padronizados.   

Os lipídeos presentes nas gônadas podem ser categorizados em duas 

classes, os de reserva energética, triacilglicerol (TAG) e éter diacilglicerol (DAGE), e 

os que fornecem a típica coloração, os carotenoides (PROWSE et al, 2009). Assim, 

os maiores percentuais de lipídeos no período de maior desenvolvimento gonadal é 

resultante do acúmulo dos lipídeos energéticos, principalmente o DAGE que pode 

chegar a representar 55% dos lipídeos totais (ABUZAYTOUN et al., 2022). 

As cores nas gônadas são resultantes da incorporação de metabólitos 

produzidos por algas, protistas, bactérias e/ou fungos consumidos pelos pepinos-do-

mar, sendo a principal classe molecular os carotenoides, que exibem cores amarela, 

laranja, vermelha, azul e roxa (ROCHA-SANTOS; DUARTE, 2014; CHASANAH et 

al., 2016; GALASSO; CORINALDESI; SANSONE, 2017; MAOKA, 2020). As cores 

são resultantes da série de duplas ligações conjugadas (C=C) dos carotenoides 

(HENDRY, 1996).  

Comumente são encontrados no trato digestório os pigmentos clorofila c, 

fucoxantina (macroalga marrom) e neoxantina (macroalga verde) (DAVID et al., 

2020). Em Apostichopus japonicus ocorre produção endógena de Astacina (ZHAO; 

CHEN; YANG, 2015). Os compostos Astaxantina, β-equinenona, cantaxantina e 

cucumariaxantina foram identificados em gônadas de Holothuria atra, Holothuria 

leucospilota, Stichopus japonicus, Holothuria moebi e Holothuria pervicax, sendo os 

responsáveis pela gama de variação de cores (MATSUNO et al., 1969; MATSUNO 

et al.,1995; BANDARANAYAKE; ROCHER, 1999). 
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Esses carotenoides são derivados de reações de oxidação e/ou redução do β-

caroteno (figura 22) e possuem atividade antioxidante, sendo um mecanismo de 

proteção aos gametas contra o efeito da foto-oxidação e das espécies reativas de 

oxigênio, além de modularem o sistema imunológico por meio da provitamina A 

(MATSUNO et al.,1995; GALASSO; CORINALDESI; SANSONE, 2017).  

 

 

Figura 22. Proposta de vias metabólicas de carotenoides em pepino-do-mar. 

 

 

 
 

FONTE: Abuzaytoun (2017) 
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6.5 CARBOIDRATOS 

Os valores observados em H (H) grisea são similares aos encontrados em 

Holothuria scabra, H. arenicola, H. leucospilota, H. nobilis, Actinopyga lecanora, 

Cucumaria frondosa e H. parva que possuem até 3% (ZHONG; KHAN; SHAHIDI, 

2007; SALARZADEH et al., 2012; OEDJOE, 2017). Por outro lado, Bechtel et al. 

(2013) e Roggartz et al. (2017), relataram quantidades significativamente maiores, 

entre 15% e 40% em Parastichopus californicus e Parastichopus regalis, 

respectivamente. Enquanto Roggartz et al (2015) relatam ausência de carboidratos 

em H. arguinensis. Essa situação pode ser resultado de erros metodológicos, já que 

os carboidratos, principalmente a glicose, são encontrados em todos os organismos 

e estão envolvidos em várias funções vitais (JØRGENSEN, 2009).  

A composição de carboidratos na parede do corpo varia entre espécies, fatores 

ambientais (temperatura, nutrição, predação) e sexo. Dentre os carboidratos 

encontrados estão o glicosamianoglicano sulfato de condroitina, sulfato de fucana, 

glicanos neutros ligados a glicogênio, glicogênio, holoturinas ou saponinas, 

glicosídeos triterpenoides e outros (ZHENG, et al., 2019; KANG; SEO; PARK, 2015; 

LI et al., 2021). Portanto, os carboidratos desempenham funções estruturais, 

sinalizadoras e metabólicas, sendo essenciais para a dieta humana (RASYID et al., 

2020). 

Neste estudo, a parede do corpo apresentou percentual 5 vezes maior de 

carboidratos no inverno. Por serem animais pecilotérmicos, as variações na 

temperatura afetam diretamente o estado fisiológico e as funções metabólicas 

(BINYON, 1972). Dong, Dong e Ji (2008) observaram que pequenas variações na 

temperatura da água (± 2 e 4 ºC) alteravam significativamente a velocidade de 

reação das enzimas Hexoquinase e a Piruvato quinase. A maior atividade dessas 

enzimas indica que a via glicolítica está estimulada e há aumento na eficiência de 

captação dos carboidratos. Dong et al. (2011) verificou que acima de 26 ºC o 
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metabolismo anaeróbico aumenta gradativamente para dar suporte energético 

devido ao estresse térmico. 

Kühnhold et al (2019) perceberam que o aumento da temperatura em 6 ºC 

estimulou a taxa de respiração na árvore respiratória, a atividade da cadeia 

transportadora de elétrons e, assim, o consumo imediato dos carboidratos. Gao e 

colaboradores (2009) notou que a enzima amilase do trato digestório de 

Apostichopus japonicus, responsável pela quebra de carboidratos, teve sua 

atividade significativamente reduzida em temperatura de 28 ºC e os organismos 

ingeriram menos alimento. Na coleta do verão, a temperatura da água na Praia de 

Guaratuba foi de 29 ºC. Baseando-se nos resultados anteriores, o aumento da 

temperatura tem grandes efeitos no metabolismo de carboidratos dos pepinos-do-

mar, desde enzimas de degradação no trato digestório às enzimas do metabolismo 

intracelular de outros tecidos, nesse caso, a parede do corpo. Pode-se sugerir e 

explicar que as variações entre as estações inverno e verão sejam resultados 

desses fatores. 

 

6.6 PROTEÍNAS SOLÚVEIS  

A porcentagem de proteínas relatada na literatura para a parede do corpo 

varia de acordo com o método de extração e dosagem. Para H (H) grisea a 

quantidade média de proteína (14%) foi superior a algumas espécies, Holothuria 

mammata (7.88%), Cucumaria frondosa (8.34%), H. polii (8.66%) e H. tubulosa 

(8.82%) (ZHONG; KHAN; SHAHIDI, 2007). Wen, Hu e Fan (2010) analisaram oito 

espécies de holotúrias e relatam variação de 40.7% a 63.3%. Oedjoe (2017) 

observou uma variação de 31.11% a 44.07%. Chang-Lee, Price e Lampila (1989) 

relatam valores menores entre 2.5 a 13.8%.  

Assim, os pepinos-do-mar possuem uma parcela considerável de proteínas 

na parede do corpo e embora alguns tenham baixo teor, elas são de qualidade 

elevada e constituídas de todos os aminoácidos essenciais para o metabolismo 

humano (ELVEVOLL et al., 2022). Dentre os aminoácidos mais abundantes, 

destacam-se a glicina, ácido glutâmico e arginina, responsáveis pelo estímulo de 

anticorpos, por ser precursor da glutationa e ativação dos Linfócitos T, 

respectivamente (BORDBAR; ANWAR; SAARI, 2011).    

A maioria dos trabalhos que quantificam proteínas totais em alimentos e na 

parede do corpo do pepino-do-mar, como os citados acima, utilizam o método 
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Kjeldahl por ser considerado o oficial pela AOAC International. Ele consiste em 

quantificar todos os compostos nitrogenados, proteicos e não proteicos, a partir de 

um fator de conversão N, que varia com a natureza da matéria prima. Em resumo, a 

amostra é digerida com ácido sulfúrico, neutralizada, destilada e titulada com padrão 

(EVERS; HUGHES, 2002; MOORE et al, 2010; ZAGURI et al., 2020). Apesar deste 

estudo não realizar uma comparação direta entre os métodos, o teor de proteínas 

encontrado pode ser considerado satisfatório, tendo em conta que não foram 

testados parâmetros de otimização de extração, como temperatura, tempo e 

concentração de sal.   

  O método empregado para extração neste trabalho utilizou um meio 

altamente alcalino, com cloreto de sódio e em temperatura moderada (MÆHRE et 

al., 2018). Essa condição permite que além das proteínas solúveis em solução 

aquosa, também solubilize o colágeno que é insolúvel e representa a maior parte 

das proteínas da parede do corpo seguido pela miosina, actina, fibrilina, tensilina e 

proteases (HEY; STAINSBY, 1965; SAITO et al., 2002; BORDBAR; ANWAR; SAARI, 

2011; ZEUGOLIS et al., 2013; WANG et al., 2020). Mæhre et al. (2018) destacam 

que essa condição propiciou alta eficiência de extração em tecido animal. Keever 

(2012) também relata que extrações em tecido muscular com 3.5% de NaCl resulta 

em bom rendimento. Ainda assim, os resultados encontrados para H (H) grisea 

podem estar subestimados, já que as proteínas insolúveis por meio desse método 

não foram quantificadas. 

Em relação aos dados entre as estações, foi observado um aumento no teor 

de proteínas no verão. Vergara e Rodríguez (2016) observaram o mesmo padrão em 

Isostichopus sp e esse fenômeno coincidia com o período reprodutivo, sugerindo 

que níveis ótimos de nutrientes convergem para esse momento. A H (H) grisea 

também se encontrava no período reprodutivo, reafirmando o padrão de 

investimento para a reprodução.  

Outra resposta ao aumento da temperatura é a expressão de proteínas de 

choque térmico (Hsp 70, Hsp90a e Hsp90b) como mecanismo de defesa (JI; DONG; 

DONG, 2008; DONG et al. 2011; KÜHNHOLD et al, 2019). Nesse contexto de 

estresse, essas proteínas previnem a agregação e solubilizam outras proteínas 

agregadas, promovem o redobramento de proteínas desnaturadas e auxiliam no 

processo de eliminação de proteínas aberrantes (ROSENZWEIG et al., 2019). Esse 

evento é energeticamente custoso e mobiliza as vias de catabolismo para formação 
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de ATP para dar suporte a síntese, reparo e reposição das proteínas (SOMERO, 

2002). Desse modo, corrobora-se a explicação da redução dos níveis de 

carboidratos e o aumento de proteínas no verão.  

 

 

6.7 COMPOSIÇÃO E ÍNDICE DE QUALIDADE DE ÁCIDOS GRAXOS 

Os ácidos graxos mais abundantes nos diferentes tecidos de H (H) grisea no 

verão e inverno foram os C 16:0, C18:0, C 20:4, C 20:1, C 20:3 e C 20:4n-6. Os 

poliinsaturados equivalem entre 20-60% dos lipídeos totais presente nos 

equinodermos, sendo o mais frequente o ácido graxo C20:4n-6 (ZHUKOVA, 2022). 

Os representantes da classe Holothuroidea possuem um ácido graxo 

monoinsaturado (C23:1n-9) considerado um marcador quimiotaxonômico 

(ZHUKOVA, 2022) e em H (H) grisea foram identificados dois ácidos graxos C23:1, 

sendo que aparecem no cromatograma em 34.38 minutos e o outro em 34.51 

minutos (m/z = 366), indicando ser o marcador. 

Em relação a parede do corpo, houve maior conteúdo de saturados e 

monoinsaturados, resultado similar ao encontrado por Ahmed et al. (2022) para 

Holothuria scabra, Holothuria nobilis e Pearsonothuria graeffei. Esses resultados 

diferem do observado em Holothuria tubulosa, Holothuria polii, Holothuria mammata 

que predomina ácidos graxos poliinsaturados e Holothuria fuscogilva, Holothuria 

fuscopunctata, Stichopus herrmanni e Actinopyga caerulea que predomina ácidos 

graxos saturados (WEN; HU; FAN, 2010; AYDIN et al., 2011). Diferenças inter- e 

intraespécies estão relacionadas a localidade, sexo, idade, estresse, temperatura da 

água e, principalmente, a disponibilidade de nutrientes. Neto et al. (2006) 

demostraram que a composição lipídica de algumas holotúrias são fortemente 

influenciadas pelo tipo de nutriente e pela taxa de consumo.      

O ácido graxo poliinsaturado em maior quantidade foi o 20:4n-6 (Ácido 

araquidônico, ARA), corroborando com o apresentado na literatura para os pepinos-

do-mar (KASAI, 2003; WEN; HU; FAN, 2010; AYDIN et al., 2011; BECHTEL et al., 

2013; HASEGAWA et al., 2014; ARDIANSYAH et al., 2022; ZHUKOVA, 2022). Esse 

ácido graxo é precursor de eicosanoides, que por sua vez, são moléculas 

moduladoras de resposta inflamatória. Por exemplo, o tromboxano A2 é uma 

molécula derivada do ARA que tem ação na agregação plaquetária e efeito 

vasoconstritor (GIL, 2002). Além disso, os pepinos-do-mar ainda possuem os 



64 
 

 

polissacarídeos sulfato de condroitina e fucana sulfatada com efeito antitrombótico, 

que podem agir antagonicamente ao tromboxano, tendo potenciais aplicações 

terapêuticas e clínicas (CHEN et al., 2012). 

A biossíntese primária dos poliinsaturados em equinodermos é derivado da 

biota intestinal por meio, das bactérias Vibrio sp e Shewanella sp, microalgas 

fotossintéticas e protistas heterotróficos (MONROIG; TOCHER; NAVARRO, 2013). 

Em Apostichopus japonicus, foi identificado a presença de Pseudomonas sp como o 

2º maior grupo de bactéria intestinal após Vibrio sp (GAO et al., 2017). Esses 

organismos modificam os ácidos graxos saturado C18:0 e/ou C16:0 através de uma 

sequência de reações enzimáticas (dessaturase, elongase, isomerase e redutase), 

produzindo C18:2n-6, C18:3n-3, C20:3n-3 e C20:6n-3 (MONROIG; TOCHER; 

NAVARRO, 2013). Neste estudo foi observado proporções > 8% de C 16:0 e C 18:0 

no trato digestório de H (H) grisea no verão e inverno e em ambos os sexos, 

confirmando que eles são substratos para o metabolismo da microbiota. As bactérias 

do trato digestório e do ambiente também são responsáveis pela síntese de ácidos 

graxos de cadeia ímpar, como C 15:0, C 17:0, C 19:0 e C 21:0 (PERRY et al., 1979; 

DALSGAARD et al., 2003). Assim, a microbiota desempenha grande papel na 

síntese e disponibilização dos ácidos graxos para os tecidos do corpo. 

 A composição de ácidos graxos da parede do corpo e das gônadas é 

determinada, portanto, pela microbiota intestinal e pela dieta. O aumento na ingestão 

de lipídeos em Apostichopus japonicus resultou em maiores índices de EPA e DHA 

(LIAO et al., 2015). Hasegawa et al. (2014) observaram que diferentes dietas alterou 

a composição da parede do corpo de juvenis de Apostichopus japonicus quando 

comparado com o grupo controle e que os ácidos graxos coincidiam com a 

composição do alimento fornecido. No entanto, deve-se ter cuidado com a proposta 

de dieta em cultivo porque a microbiota desses invertebrados é mais fluida que a dos 

vertebrados terrestres e mais sensível ao tipo de nutriente (RINGØ et al., 2016), o 

que pode causar alterações metabólicas significativas.  

Os índices de IA, IT e h/H são parâmetros que permitem avaliar a qualidade 

nutricional e quão saudáveis são os alimentos, possibilitando ao consumidor 

escolher produtos mais benéficos para saúde (ATTIA et al., 2017). Os índices IA e IT 

estão associados a formação trombos, ateroma e agregação plaquetária, portanto, 

valores menores indicam melhor qualidade nutricional e o inverso é desejável para o 
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h/H que está associado ao metabolismo de colesterol (RODRIGUES et al., 2017; 

BIANDOLINO et al., 2022). 

 Neste estudo os menores valores registrados no verão de IA e IT (machos) e 

os maiores valores de h/H (fêmeas), indicando que, do ponto vista nutricional, essa 

estação seria a melhor para consumi-los. Esses dados foram melhores que os 

observados para Holothuria polii (IA 0.61, IT 0.4, h/H 8.5) e Holothuria tubulosa (IA 

1.38, IT 0.55) (ZMEMLIA et al., 2020; BIANDOLINO et al., 2022). Os trabalhos sobre 

composição de ácidos graxos não utilizam esses índices de qualidade para 

avaliação dos resultados, sendo essa uma dificuldade em comparar com outras 

espécies. 

Em relação as gônadas, os machos apresentaram mais poliinsaturados em 

ambas as estações. O mesmo foi observado por David et al. (2023) para Holothuria 

forskali, sendo proposto que esses ácidos graxos têm maior significância metabólica 

nesse sexo. Zhang et al. (2023) observaram que no trato digestório de machos há 

maior expressão do gene que codifica a enzima ácido graxo sintase (FASN) e 

especulam que a variabilidade de poliinsaturados nas gônadas são resultados do 

metabolismo intestinal. Xu et al. (2016) verificaram a transferência de ácidos graxos 

entre tecidos e que as gônadas podem estocar poliinsaturados.    

Gianasi et al. (2016) analisaram como dietas com diatomáceas e ovos de 

peixes influenciavam na biometria e reprodução de Cucumaria frondosa. Em 

resumo, os animais que foram tratados com ovos de peixes, ricos em lipídeos, 

responderam com o aumentos nos índices corpóreos (gônadas, trato digestório e 

árvore respiratória) e com maiores e distintos diâmetros de ovócitos. A proporção de 

poliinsaturados também aumentou. Eles demonstraram que as dietas afetaram 

diretamente a produção, qualidade e viabilidade dos gametas, sendo, portanto, uma 

condição essencial para o sucesso no cultivo e reprodução de holotúrias.     

Portanto, compreender como e quais ácidos graxos são utilizados pelas 

gônadas direciona as estratégias de cultivo de holotúrias. A composição bioquímica 

da dieta deve conter os nutrientes essenciais tanto para o metabolismo energético 

quanto para o somático, circunstância que só é possível a partir do aprofundamento 

dos conhecimentos bioquímicos básicos de cada espécie e como as dietas e fatores 

ambientais influenciam na variação da composição. 
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
A H (H) grisea mostrou ter uma composição bioquímica a nível de 

carboidratos (2.5%), proteínas (14.8%), lipídeos (20%, parede do corpo; 26% trato 

digestório; 83% gônadas) e ácidos graxos satisfatória quando comparada a outras 

espécies. A composição bioquímica alterou-se a depender do sexo e da estação do 

ano para alguns tecidos, assim como o estágio reprodutivo. Em relação aos fatores 

abióticos, a temperatura e a matéria orgânica do sedimento afetaram a fisiologia e 

comportamento dos pepinos-do-mar, estabelecendo determinado grau de correlação 

entre as variáveis. Sugere-se que haja mais estudos com H (H) grisea para observar 

e conhecer melhor o efeito desses fatores, principalmente em relação ao sexo, já 

que o dimorfismo sexual é bem conhecido.  

As medidas biométricas indicaram que a utilização dessa espécie 

diretamente do seu habitat não é ideal para seu uso no comércio, porque 

apresentam pouca biomassa quando comparada com os principais pepinos-do-mar. 

No entanto, experimentos com sua utilização em sistema de aquicultura podem 

resultar em melhores índices corpóreos, visto que o tipo de dieta afeta 

significativamente os parâmetros fisiológicos.  

Os métodos de extração de carboidratos, lipídeos e proteínas foram 

considerados adequados para a proposta do trabalho. Em especial o utilizado para 

extração das proteínas da parede do corpo, sendo uma alternativa ao método 

padrão que é mais laborioso e que requer ajustes a depender do tipo de matéria 

prima. Ao que se refere a quantificação por espectrofotometria, o método de 

Bradford apesar de ser mais sensível a pequenas concentrações de proteínas, foi 

inadequado para o atual trabalho, pois foi afetado pela presença de sal. 

Inversamente, o método do Biureto foi o mais eficaz.  

A composição de ácidos graxos da parede do corpo demostrou que o verão 

seria a melhor época para consumo desses organismos. Apesar de não existir 

diferença significativa entre as médias de ácidos graxos, houve diferença na 

composição dos ácidos graxos que determinam os índices aterogênicos (IA), 

trombogênico (IT) e a razão hipocolesterolêmica/hipercolesterolêmica (h/H).    
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ANEXO 1 – CROMATOGRAMA DE LIPÍDEOS PRESENTES EM H (H) GRISEA 
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1 13.370 173808 Hexadecane 
2 15.670 216387 Tetradecane 
3 17.901 195493 Heptadecane 
4 18.454 177790 Methyl tetradecanoate 
5 19.807 154507 Pentadecanoic acid, methyl ester 
6 19.973 45852 Tridecanoic acid, 12-methyl-, methyl ester 
7 20.045 179996 Heptadecane 
8 22.099 177774 Heptadecane 
9 22.201 263333 9-Hexadecenoic acid, methyl ester, (Z)- 

10 22.630 793406 Hexadecanoic acid, methyl ester 
11 23.864 116184 Hexadecanoic acid, 14-methyl-, methyl ester 
12 24.059 164313 Heptadecane 
13 24.584 113639 Methyl stearate 
14 25.963 611669 6-Octadecenoic acid, methyl ester, (Z)- 
15 26.075 383781 9-Octadecenoic acid (Z)-, methyl ester 
16 26.457 916627 Methyl stearate 
17 27.281 1613306 Dodecane, 1,1-dimethoxy- 
18 27.746 132225 2-Methylhexacosane 
19 28.248 243585 Nonadecanoic acid, methyl ester 
20 28.380 144381 Dodecane, 1,1-dimethoxy- 
21 28.780 2841466 5,8,11,14-Eicosatetraenoic acid, methyl ester, 
22 28.887 1318267 5,8,11,14,17-Eicosapentaenoic acid, methyl es 
23 29.023 344982 Dodecane, 1,1-dimethoxy- 
24 29.489 2064589 6-Octadecenoic acid, methyl ester, (Z)- 
25 29.969 479898 Methyl 18-methylnonadecanoate 
26 31.157 415101 6-Octadecenoic acid, methyl ester, (Z)- 
27 31.623 470570 Heneicosanoic acid, methyl ester 
28 31.857 142036 Methyl 4,7,10,13,16-docosapentaenoate 
29 31.971 162661 Methyl 4,7,10,13,16,19-docosahexaenoate 
30 32.093 141267 Methyl 8,11,14,17-eicosatetraenoate 
31 32.774 233524 6-Octadecenoic acid, methyl ester, (Z)- 
32 32.932 360444 cis-10-Nonadecenoic acid, methyl ester 
33 33.214 502895 Docosanoic acid, methyl ester 
34 34.372 811894 cis-10-Nonadecenoic acid, methyl ester 
35 34.482 162763 Cyclopropaneoctanoic acid, 2-octyl-, methyl e 
36 34.744 227819 Tricosanoic acid, methyl ester 
37 35.870 726574 cis-10-Nonadecenoic acid, methyl ester 
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CAPÍTULO 2 - COMPARAÇÃO DO EFEITO DA CONCENTRAÇÃO DE CLORETO 
DE SÓDIO NA DETERMINAÇÃO DE PROTEÍNAS ENTRE OS MÉTODOS DE 
BRADFORD E BIURETO 
 

1 INTRODUÇÃO 
Os métodos Bradford e Biureto são amplamente utilizados na dosagem de 

proteínas solúveis em amostras de diferentes matrizes, como leite, plasma, lágrimas, 

tecido de plantas e animais, produtos alimentícios, urina e outras (SAVORY; PU; 

SUNDERMAN, 1968; MATTOO; ISHAQ; SALEEMUDDIN, 1987; ZAIA; ZAIA; LICHTIG, 

1998; FARIAS et al., 2013; DOS SANTOS et al., 2014). Contudo, essas amostras 

podem possuir componentes que interferem nas reações químicas, por exemplo, 

detergentes, glicerol, 2-mercaptoetanol, carboidratos, amônio, flavonoides, 

hemoglobina e sais resultando em dados super ou subestimados (GORNALL; 

BARDAWILL; DAVID, 1949; BRADFORD,1976; COMPTON; JONES, 1985; BANIK et 

al., 2009). Por isso, a escolha ou a adaptação do método é crucial para reduzir os 

efeitos dos interferentes e obter resultados confiáveis. 

As extrações de proteínas comumente utilizam soluções alcalinas e/ou salinas 

para aumentar a eficiência da extração, principalmente em tecidos de origem animal 

(UPRETI; DAVIS; OLIVER, 1991; MUNASINGHE; SAKAI, 2004; KIM et al., 2018). 

Mæhre et al. (2018) destaca que essa condição propicia alta eficiência de extração 

em tecido muscular. Keever 2012 relata que extrações em tecido muscular com 

3.5% de NaCl resulta em ótimo rendimento. O sal permite aumentar a solubilidade 

das proteínas em solução por meio do efeito salting-in. Em contrapartida, a depender 

do objetivo pode ser necessário a dessalinização para prosseguir as etapas 

seguintes de separação, análise e/ou quantificação das proteínas (KIM et al., 2018).    

O extrato bruto de proteínas pode ser submetido a purificação por diferentes 

técnicas para reduzir o efeito dos interferentes, como a diálise, centrifugação, 

cromatografia de troca iônica e/ou líquida, eletroforese, precipitação ácida e posterior 

solubilização. Enquanto que a adaptação do método geralmente consiste em 

adicionar ou remover algum componente na preparação do reagente que resulte na 

melhora da reatividade, sensibilidade ou estabilidade do Coomassie brilliant blue 

BG-250 (Bradford) ou do complexo coordenado de Cu (II) (Biureto) (GORNALL; 

BARDAWILL; DAVIDZAIA, 1949; FANGER, 1987; ZAIA; LICHTIG, 1998; BIANCHI-

BOSISIO, 2005; COSKUN, 2016). Algumas modificações para o Bradford são: adição 
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de ácido perclórico, detergentes, tampões e a remoção de etanol. Para o Biureto: 

adição de tartarato de sódio, isopropanol, dicloroetano e peróxido de hidrogênio 

(1%) (GORNALL; BARDAWILL; DAVIDZAIA, 1949; OWUSU-APENTEN, 2002). 

Em resumo, o método de Bradford para dosagem de proteínas consiste na 

reação entre o composto Coomassie brilliant blue BG-250 (CBB) de cor vermelha ou 

castanha (forma catiônica) e os aminoácidos básicos (arginina, histidina, lisina e 

grupos amino terminal) e aromáticos (tirosina, triptofano e fenilalanina) das proteínas 

alterando a estrutura do composto para sua forma aniônica e resultando solução de 

cor azul (BRADFORD, 1976; MOORE, et al., 2010; BRUNELLE, et al.,2017). A 

sensibilidade do método é de 1 – 10 μg de proteína ou 5 μg/mL (BRADFORD, 1976). 

O método do Biureto consiste na formação de um complexo coordenado entre o Cu 

(II) com o par de elétrons do nitrogênio das ligações amidas de peptídeos e 

proteínas, alterando a cor da solução de azul para violeta (figura 23) (GORNALL; 

BARDAWILL; DAVIDZAIA, 1949). A sensibilidade do teste é de 0.1 – 5.0 mg/mL 

(JANAIRO, et al.,2015).  

 

Figura 23. Esquema químico para ensaio colorimétrico de proteína 

 

 
FONTE: Gee et al. (2016). 
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Portanto, este trabalho teve por objetivos identificar e comparar o efeito de 

diferentes concentrações de Cloreto de Sódio (NaCl) em dosagens de proteínas 

utilizando o método de Bradford e Biureto e avaliar da curva de calibração em uma 

matriz. 
2 MATERIAL E MÉTODOS 

As soluções estoque de albumina sérica humana (ASH) foram preparadas em 

soluções contendo água destilada, 0.5, 1, 2 ou 3.5% de NaCl. A concentração final 

foi de 200 μg/mL para o método de Bradford e 3 mg/mL para o método do Biureto. 

Em seguida, alíquotas foram retiradas e diluídas para obter concentrações de 0, 40, 

80, 120, 160, 200 μg/mL para o método de Bradford e 0, 0.6, 0.9, 1.2, 1.5, 2.4, 2.7 e 

3 mg/mL, para o método de Biureto, exceto para água destilada, que foi 0, 0.2, 0.3, 

0.4, 0.5, 0.7, 0.9 e 1 mg/mL.  

Para avaliação dos cálculos de dosagens em amostras biológicas, foi utilizado a 

parede do corpo com musculatura de 20 pepinos-do-mar (Holothuria grisea). A 

extração de proteínas solúveis foi realizada segundo método descrito por Mæhre et 

al. (2018), com modificações. Em aproximadamente 100 mg da parede do corpo 

liofilizada e fragmentada, foi adicionado 4 mL da solução de 0.1 M hidróxido de sódio 

(NaOH) em 3,5% de cloreto de sódio (NaCl), pH 12. Em seguida, a amostra foi 

sonicada por 15 minutos e mantida à 60 ºC, em agitação constante, por 90 minutos. 

Após o período determinado, a mistura foi novamente sonicada por 15 minutos, 

centrifugada a 4000 rpm por 30 minutos à 4 ºC, retirado o sobrenadante e 

armazenado. O resíduo foi lavado com 2 mL da solução de extração, vortexado por 

10s e centrifugado por 15 minutos (DELIMA; TRIO, 2019). Os sobrenadantes foram 

combinados e liofilizados. 

As amostras de tecido foram solubilizadas em 5 mL de água destilada para o 

teste do Biureto e em seguida foi retirada uma alíquota de 0,5 ml e diluída 10 vezes 

para o teste de Bradford. Foi seguido o protocolo padrão de microplaca para os dois 

ensaios colorimétricos (GORNALL; BARDAWILL; DAVID, 1949; BRADFORD, 1976). 

Em resumo, 50 μL das soluções estoque diluída, branco (solução de extração) e do 

extrato foram adicionados em diferentes poços da microplaca e em seguida 

adicionou-se 250 μL do reagente de Bradford (Sigma Aldrich) ou do reativo de 

Biureto. Agitou-se a microplaca levemente por 20 segs e esperou 15 minutos antes 

de realizar a leitura. As absorbâncias foram lidas em 595 nm e 540 nm para os 

respectivos métodos, Bradford e Biureto. O experimento foi realizado em triplicata. 
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As absorbâncias das amostras biológicas foram ajustadas utilizando a curva 

de calibração de 3.5 % NaCl para corresponder as condições de extração. Os dados 

foram submetidos a testes de Normalidade (Shapiro-Wilk e Kolmogorov-Smirnov) 

para avaliar o comportamento da distribuição das amostras e analisados de acordo 

com sua natureza, paramétrico (t de Student) ou não paramétrico (Mann Whitney) 

(MIOT, 2017). O gráfico box plot foi construído utilizando as seguintes condições: os 

limites superior e inferior são os valores mínimo e máximo com outlier, a linha e 

quadrado no intervalo interquartílico é a mediana e a média, respectivamente.  Foi 

utilizado o Software GraphPad Prism©, versão 8.0.2 (263) para as análises 

estatísticas.  

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
As curvas de calibração da ASH com diferentes concentrações de NaCl (0, 

0.5, 1, 2 e 3.5%) estão apresentadas na figura 24. Ao lado de cada concentração 

está a equação de regressão linear e o coeficiente de determinação (R2). No método 

de Bradford foram identificadas diferenças consideráveis no coeficiente angular, 

variando de 0,01 a 0,05. No método de Biureto a variação na concentração de NaCl 

não afetou o coeficiente angular, mantendo-se em 0,05 em todas as curvas. A linha 

de regressão foi omitida para melhor visualização dos dados. 

Figura 24. Curvas de calibração de ASH na presença de diferentes concentrações de NaCl.                      
(A) Método de Bradford; (B) Método do Biureto 

 

 
FONTE: O autor (2023) 
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Bradford (1976) quando propôs o seu método afirmou que os sais cloreto de 

magnésio (MgCl2, 1 M), cloreto de potássio (KCl, 1 M), cloreto de sódio (NaCl, 5 M) e 

sulfato de amônio ((NH4)2SO4, 1 M) não interferiam no desenvolvimento da reação. 

Contudo, neste estudo foi observado que o uso de solução com 0.08 M de NaCl 

(0,5%) afetou a absorção espectrofotométrica e gerou uma curva de calibração 

significativamente diferente quando comparada com a água destilada (0% de NaCl). 

O aumento para concentração de 0.17 M (1%), 0.34 M (2%) e 0.6 M (3.5%) de NaCl 

também resultou em larga variação. Silvério et al. (2012) testou a interferência de 

diferentes sais, exceto cloreto de sódio, em concentrações de 0%, 0.5%, 1 % e 2% 

em um sistema aquoso bifásico para o método de Bradford. Eles observaram que 

concentrações acima de 0.5% causavam interferência significativa no método e que 

ao ultrapassar 1% a absorbância era reduzida. O mesmo foi observado neste 

estudo. 

Uma possível explicação para esses resultados é o efeito conjunto entre a 

exposição dos grupos básicos da proteína pela adição de sal e a consequente 

interferência ao aumentar a concentração. A adição de sais em uma solução 

contendo proteínas aumenta a solubilidade por reduzir a interação proteína-proteína 

e aumentar a interação proteína-água (Salting-in) (MARFO; OKE, 1989; VOET; 

VOET; PRATT, 2014). Ro (2002) observou que ao aumentar a concentração de 

NaCl, a atividade de uma aminotransferase diminuiu juntamente com os valores de 

absorbância, efeito causado por mudança conformacional na enzima. Low e Somero 

(1975) explicam que os sais desfazem as esferas de hidratação ao redor da proteína 

afetando a organização da água e expõe a cadeia lateral dos aminoácidos. 

Em estudo feito por Friedenauer e Berlet (1989) com baixas concentrações           

(0–0.5%) do detergente Triton X-100, foi observado aumento na intensidade de cor 

da reação e na sensibilidade. A explicação do efeito do Triton X-100 é similar ao dos 

sais, por ser um detergente não iônico, ele expõe grupos hidrofóbicos facilitando a 

formação do complexo CCB-proteína. Eles sugerem o uso do Triton X-100 como 

coadjuvante em ensaio com CCB para maximizar a sensibilidade sem invalidar o 

método, mas ressaltam que pode gerar erros analíticos em misturas heterogêneas 

de proteína, pois as soluções utilizadas como branco não compensam 

fidedignamente a subtração com a amostra.  

Portanto, a intensidade da cor gerada pelo CCB depende da composição, 

das propriedades físico-químicas, do tipo de solução em que as proteínas foram 
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solubilizadas e da disponibilidade dos grupos laterais (MOORE et al., 2010). Desse 

modo, ao aumentar a concentração de sais houve a exposição dos grupos internos 

da ASH, maior reação com o CCB e melhora na sensibilidade (GEORGIOU et al., 

2008). Por outro lado, a continuidade na adição de sais diminui a solubilidade pela 

competição entre os íons solvatados e as proteínas (Salting-out), elas se 

agregam/precipitam, reduz a efetividade da formação do complexo CCB-proteína, 

reduzindo a sensibilidade e a absorbância (MARFO; OKE, 1989; VOET; VOET; 

PRATT, 2014) 

 Esse efeito não é observado no método Biureto pois ele interage com as 

ligações peptídicas e não com grupos específicos, causando variação desprezível 

entre as curvas de calibração. Logo, a exposição ou não dos grupos laterais não 

afeta a reação. Johnson e Swanson (JOHNSON; SWANSON, 1952) relatam que o 

aumento nas concentrações de NaCl e Na2SO4 interferiram apenas levemente na 

curva de calibração. Com isso, o método do Biureto apresenta-se adequado para 

estudos que utilização condições salinas de extração.  A limitação do método é a 

sensibilidade, que requer uma maior concentração de proteína do que o Bradford, 

por exemplo. Autores divergem entre qual dos dois é o melhor para determinar 

proteínas e cabe ao pesquisador avaliar e escolher o mais adequado para seu 

contexto amostral JENZANO et al., 1986; SAPAN; LUNDBLAD; PRICE, 1999).  

A análise estatística dos dados das amostras modelo submetidas aos testes 

colorimétricos apresentou distribuição normal, Shapiro-Wilk (p 0.721 e p 0.214) e 

Kolmogorov-Smirnov (p >0.100). Então, foram submetidos ao teste t de Student 

resultando em diferença significativa, p < 0.0001. O método do Biureto apresentou 

média de 15.09 ± 2.5 mg e o Bradford 10.94 ± 2.60 mg. O tamanho da diferença 

entre as médias foi de 5.34 ± 0,79 mg a mais para o Biureto (figura 25). Devido o 

coeficiente de determinação (R2) da curva de calibração do método do Biureto ser 

maior que a do método de Bradford nas condições de extração (3.5% NaCl) e, 

portanto, explicar melhor a variabilidade dos dados, este seria o método mais 

adequado para quantificar as proteínas. Dessa forma, experimentos que utilizem 

sais nas extrações e que não há dessalinização devem levar em conta esse fator.  

.  
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Figura 25. Quantidade de proteínas solúveis em 100 mg da parede do corpo de espécimes de 
Holothuria grisea pelo método de Biureto e Bradford. 

 
FONTE: O autor (2023) 

 
4 CONSIDERAÇÕES FINAIS  

O método de Bradford apesar de ser mais sensível a pequenas concentrações 

de proteína, foi significativamente afetado pela presença de cloreto de sódio (0.08 

M). Inversamente, o método do Biureto foi o mais adequado. Assim, a escolha de 

qual método usar nas dosagens de proteínas deve ser feita com cautela para não 

gerar erros analíticos e dados equivocados. O tipo de matriz e as condições de 

extração são outros pontos a serem examinados e ajustados durante o 

planejamento dos experimentos, pois podem conter interferentes que afetam a 

dosagem espectrofotométrica 
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