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APRESENTACAO

O livro “Ensino e pesquisa em bioquimica” apresenta artigos de pesquisa na &rea
de microbiologia, bioquimica, processos bioquimicos e analises clinicas. O e-book contem
8 capitulos, que abordam temas sobre processos fermentativos, atividade antibi6tica de
extratos naturais, bioacumulagcdo de compostos quimicos na fauna, estudos de enzimas
associadas a patologias, caracterizacdo quimica de extratos naturais, aproveitamento de
produtos naturais na sintese de compostos quimicos de interesse industrial e utilizagdo de
softwares para gerenciamento de laboratorios cientificos.

Os objetivos principais do presente livro sdo apresentar aos leitores diferentes
aspectos das aplicagbes e pesquisas em processos bioquimicos, microbiologia e analises
clinicas de forma pratica, objetiva, atualizada e contextualizada.

Os artigos constituintes da colegéo podem ser utilizados para o desenvolvimento de
projetos de pesquisa, para o ensino dos temas abordados e até mesmo para a atualizagédo
do estado da arte nas areas descritas.

Apos esta apresentacao, convido os leitores a apreciarem e consultarem, sempre
que necessario, a obra “Ensino e pesquisa em bioquimica”. Desejo uma excelente leitura!

Erica de Melo Azevedo
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CAPITULO 6

ESTUDO DE CARBOIDRATOS NA RESINA DE
CROTON URUCURANA BAILL

Data de aceite: 04/02/2021

Sabriny Sousa Araujo

Instituto Federal de Educacéao, Ciéncia e
Tecnologia

Aparecida de Goiania, GO
http://lattes.cnpq.br/1737629766376163
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RESUMO: Croton urucurana Baill é uma planta
medicinal amplamente encontrada na regido
Centro-Oeste. Conhecida popularmente como
Sangra-d’agua ou Sangue de dragéo, pois quando
ferida, libera uma seiva resinosa de cor vermelho
como sangue. A casca e a resina dessa planta
s8o utilizadas na tradicdo popular como remédio
natural por suas propriedades anti-inflamatérias,
antibacterianas, antissépticas e cicatrizantes.
O objetivo deste trabalho é identificar os
carboidratos  simples  (oligossacarideos e
monossacarideos) da resina in natura do C.
urucurana por meio da cromatografia em papel.
O espécime coletado da planta foi identificado
e depositado no herbario da Universidade
Federal de Goias. A separacao e identificacéo de
acUcares da resina foram realizadas utilizando
cromatografia em papel descendente de 72 horas
com fase modvel butanol:etanol:H20 (3:2:2) e
Benzeno-BuOH-Piridina-H20 1:5:3:3. Em ambas
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fases moveis o padréo interno foi a lactose. Os
resultados apresentam uma grande quantidade
de pentoses e tracos de oligossacarideos. Na
fase moével butanol:etanol:H,0 (3:2:2), o Rf de
pentoses é 1,5 e os padrées de Manose, Glicose
e Galactose apresentaram Rf de 1,4; 1,2 e 1,1
respectivamente. A fase mével Benzeno-BuOH-
Piridina-H,0 (1:5:3:3), o Rf de pentoses € 4,2 e
os padrdes da xilose e glicose originaram um
Rf de 3,7 e 3,0 respectivamente. A presencga de
grandes quantidades de pentoses livres podem
ser responsavel pelo sinergismo em relagéo
as propriedades medicinais apresentadas pela
resina.

PALAVRAS - CHAVE: Croton urucurana Baill,
Carboidrato, Cromatografia

STUDY OF CARBOHYDRATES IN THE
RESIN OF CROTON URUCURANA BAILL

ABSTRACT: Croton urucuranaBaill is a medicinal
plant widely found in the Midwest region. Popularly
known as Sangra-d’agua or Dragon’s Blood,
because when wounded, it releases a resinous
sap colored red as blood. The bark and resin of
this plant are used in popular tradition as a natural
remedy for their anti-inflammatory, antibacterial,
antiseptic and healing properties. The objective of
this work is to identify the simple carbohydrates
(oligosaccharides and monosaccharides) of the
natural resin of C. urucurana by means of paper
chromatography. The specimen collected from
the plant was identified and deposited in the
herbarium of the Federal University of Goias. The
separation and identification of sugars from the
resin were performed using chromatography on
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72 hour descending paper with mobile phase butanol: ethanol: H,O (3: 2: 2) and Benzene-
BuOH-Pyridine-H,0 1: 5: 3: 3. In both mobile phases, the internal standard was lactose. The
results show a large number of pentoses and traces of oligosaccharides. In the mobile phase
butanol: ethanol: H,O (3: 2: 2), the Rf of pentoses is 1.5 and the patterns of Mannose, Glucose
and Galactose showed Rf of 1.4; 1.2 and 1.1 respectively. The mobile phase Benzene-BuOH-
Pyridine-H,O (1: 5: 3: 3), the Rf of pentoses is 4.2 and the xylose and glucose standards gave
an Rf of 3.7 and 3.0 respectively. The presence of large amounts of free pentoses may be
responsible for synergism in relation to the medicinal properties presented by the resin.
KEYWORDS: Croton urucurana Baill; Carbohydrate; Chromatography

INTRODUCAO

Archer John Porter Martin e Richard Laurence Millington Synge s&o reconhecidos
por terem inventados a cromatografia em papel que através da simplicidade, elaboragéo
graciosa e execucgdo dos experimentos, que Ihes renderdo o prémio Nobel em particao
cromatografica em 1952. Assim, como Paul Ehrlich (prémio Nobel 1908) fundador
da medicina quimica se utilizava muito da cromatografia em papel em suas analises
(HOROWSKI, 2014).

Cromatografia em papel é considerada uma tecnologia obsoleta em frente as novas
tecnologias analiticas da atualidade, exceto como uma técnica acessivel para ser ensinadas
nas escolas e faculdades (WILSON, 2000).

A cromatografia € uma técnica de separacdo especialmente adequada para ilustrar
os conceitos de interagdes intermoleculares, polaridade e propriedades de funcbes
organicas, com uma abordagem ilustrativa e relevante. A cromatografia em papel é uma
técnica simples para analise de amostra em pequenas quantidades, aplicada na separagéao
e identificacdo de compostos polares, tais como agucares, aminoacidos, pigmentos e ions
metalicos (RIBEIRO; NUNES, 2008). A facilidade da técnica torna sua realizagéo acessivel
em laboratério com recursos materiais minimos.

A particao dos componentes quimicos de uma substincia na cromatografia
liquido-liquido em papel, compara as distintas solubilidades relativas destes elementos
na fase moével e fase estacionaria. Os ingredientes menos soluveis na fase estacionaria
apresentam uma movimentagdo mais rapida junto ao papel, por outro lado os mais sollveis
na fase estacionaria serdo retidos conforme sua maior ou menor interacdo com a fase e
por consequéncia terdo uma migracéo mais lenta. Este funcionamento de particdo pode ser
entendido dessa forma: a celulose do papel é formada por 2000 unidades ou mais de glicose
anidra ligadas por &tomos de oxigénio; a agua € polar e tem uma grande compatibilidade
pelas hidroxilas de cada glicose, formando as pontes de hidrogénio, ficando retido e
trabalhando como fase estacionaria, e 0s solventes orgénicos que sdo menos polares sao
repelidos por este arcaboucgo e funcionam como a fase mével (COLLINS et al., 1997).

Cromatografia em papel é uma técnica acessivel e de baixo custo e pode ser de
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grande valor nas pesquisas em biotecnologia nos paises em desenvolvimento e a busca
de novos insumos farmacéuticos sejam eles de origem vegetal ou sintética, € uma das
prioridades para qualquer pais incluindo o Brasil. Dentre as muitas espécies de plantas que
apresentam potencial para novas substancias quimicas € a do género Crofon da familia
Euphorbiaceae. O Croton urucurana Baill é conhecida no Brasil como sangra d’agua ou
sangue de dragédo (LAZLO, 2012), pois quando ferido, libera uma seiva resinosa de cor
vermelha como sangue. Tanto a casca como a resina séo utilizadas como remédios naturais
por suas propriedades anti-inflamatorias, antibacterianas, antissépticas e cicatrizantes
(GURGEL, 2005; LORENZI; MATOS, 2008).

A glicobiologia é o estudo da estrutura, biossintese e biologia dos sacéarideos que
sdo amplamente distribuidos na natureza. Agucares ou sacéarideos sdo componentes
essenciais de todos o0s seres vivos e aspectos dos varios papéis que desempenham na
biologia sdo pesquisados em varios campos (medicina, bioquimica e biotecnologia). A
glicobiologia oferece um enorme potencial inexplorado na descoberta de novas terapias
derivadas de sacarideos ou outras moléculas que visam a biossintese e fungédo dos
sacarideos (GLYCOMAR, 2014).

Sacarideos tém mudltiplas fun¢des que os tornam relevantes para quase qualquer
area de pesquisa biologica. Eles estdo presentes ubiquamente nas superficies celulares,
mediando a interagdo entre células com a matriz extracelular e com moléculas efetoras.
Os polissacarideos e os glicoconjugados também desempenham um papel estrutural
importante em todos os tecidos conjuntivos. Os oligossacarideos, que sdo cadeias curtas
(2-10 monossacaridos) de agucares derivados de polissacaridos maiores ou sintetizados
por si préprios, sdo amplamente estudados para identificar grupos funcionais dentro de
glicoconjugados ou polissacarideos complexos.

Atualmente se conhece que certos polissacarideos atuam como potentes agentes
imunomoduladores exibindo atividade bioldgica e potencial para uso clinico (TZIANABOS,
2000). Estudos com oligossacarideos sulfatados demonstrou que alguns exibem uma fungéo
importante nos processos biol6gicos ligando-se a proteinas através de interagdes altamente
especificas por exemplo, a heparina como antitrombina, sulfato de heparina como fator de
crescimento, tratamento de virus do herpes simples e através de interagfes eletrostatica
entre os grupos sulfatos e os locais catiénicos de proteinas. Os oligossacarideos sulfatados
estdo envolvidos em eventos bioldégicos como a localizagédo de proteinas de células e o
controle da protedlise, a modulagéo da angiogénese e metastases de tumores, assim como
a oligomerizacgéo de fatores de crescimento celular (KOVENSKY, 2009).

Os oligossacarideos tém se mostrado valiosos como alimentos e suplementos
alimentares; seus efeitos benéficos se estendem a partir de propriedades como antioxidante
anti-inflamatério, imunomodulador, antialérgico, hipertenso, hiperlipidémico e neuro protetor
para anticancerigenos (KOTHARI et al.; 2014). A adicdo na dieta de frangos de corte com
arabinoxilooligossacarideos de farelo de trigo inibiu a colonizacdo de Salmonella enteridis
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sendo assim o oligossacarideo estudado apresenta um grande potencial para o controle de
salmonelose em frangos de corte (EECKHAUT, 2008).

O papel importante dos oligossacarideos em areas terapéuticas como inflamacao,
imunologia, oncologia, doengas degenerativas, infeccdo (GLYCOMAR, 2014) e indUstria
de alimentos (EECKHAUT, 2008); demanda sem precedentes uma investigacdo mais
abrangente e a procura de oligossacarideos que apresentem estrutura quimica com
atividade médica e uso na industria de alimentos.

Esse trabalho tem o objetivo de identificar a presenca de carboidratos simples na

resina da planta Croton urucurana Baill por cromatografia em papel.

MATERIAL E METODOS

Uma amostra da arvore Croton urucurana Baill foi coletada no local préximo ao
Campus do Instituto Federal de Goias (IFG) de Aparecida de Goiania. O espécime da
planta foi identificada e depositada no herbario da Universidade Federal de Goias (UFG)
com registro N° 50320.

Os solventes orgénicos, padrdes de aglcares, papel whatman n° 1 foram obtidos por
doacdes da diferentes campus do IFG e da UFG.

A resina da planta Croton urucurana Baill (Figura 1) foi coletada e armazenada.
A resina in natura foi analisada por cromatografia em papel Whatman N° 1 utilizando o
solvente n-BuOH-EtOH-H,O 3:2:2 (TEIXEIRA, 1992), Benzeno-BuOH-Piridina-H,0
1:5:3:3 (TEIXEIRA, 1994) para identificacdo do tempo de retencdo dos agucares livres.
As cromatografias foram realizadas a temperatura ambiente e a 2°C. A revelagdo dos
cromatogramas foram realizados com a técnica de nitrato de prato descrita por TREVELYAN
(1950).

O fator de retengédo (Rf) foi determinado com base na distancia de retengdo da
lactose como padréo interno e o calculo é realizado pela distancia percorrida pelos demais
monossacarideos divididos pela distancia percorrida pela lactose (TEIXEIRA et al., 1992).

Figura 1: Resina da planta Croton urucurana Baill.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A cromatografia em papel € um método para separar os componentes de uma
mistura de soluto por uma extragéo continua em contracorrente da solugdo com um segundo
solvente imiscivel com o primeiro. Na cromatografia em particdo, uma folha de papel do
tipo whatman N° 1 serve como suporte para uma fase aquosa imobilizada sobre a qual um
solvente orgéanico parcialmente miscivel é permitido fluir. Uma mistura de soluto introduzida
no sistema pode ser separada nos seus componentes desde que possuam coeficientes
de particdo significativamente diferentes entre a fase movel e a celulose saturada de
agua. Quando a partigédo favorece a fase aquosa, o soluto tendera a permanecer proximo
do ponto de aplicagédo. Por outro lado, quando a fase orgénica € favorecida, o soluto se
movera com o fluxo de solvente.

Milo et al. (2002) mostraram que o principal componente da goma exsudada da
planta medicinal C. urucurana isolado por precipitagédo, subsequente dialise e purificagdo
por cromatografia de permuta i6nica € um fucoarabinogalactano. Ela contém 1,0% de
proteinas e 93,7% de aguUcares totais que constitui principalmente fucose, arabinose e
galactose além de pequenas quantidades de manose, xilose, glicose e acidos urdnicos. A
composicao dos derivados de alditois acetatos do extrato cru apresentou 17.3% de fucose,
22.1% de arabinose, 2.2% de xilose, 5.7% de manose, 44.0% de galactose, 0.6% de glicose
e 6.1% de acidos urénicos.

O resultado da cromatografia em papel da resina in natura do C. urucurana com
butanol:etanol:H,0 (3:2:2) forneceu uma grande quantidade de pentoses e tragcos de
oligossacarideos (Figura 2). Referindo os resultados do Milo et al. (2002), as pentoses
com Rf 1,5 retratam ser uma fucose e arabinose. O oligossacarideos apresentam o Rf 1,0
semelhante a lactose na qual foi usado como padrao interno. Os padrées de manose,
glicose e galactose apresentam um fator de reten¢do de 1,4; 1,2 e 1,1 respectivamente
(Tabela 1).

Enquanto a figura 3 mostra o resultado da cromatografia em papel da resina in natura
do C. urucurana com benzeno:butanol:piridina:etanol:H,O (1:5:3:3). As pentoses com Rf
de 4,2 retratam ser uma fucose e arabinose que migrando nas suas respectivas faixa de
exclusdo. O oligossacarideo apresentou fator de retengdo semelhante a lactose 1,0. Os
padrdes de xilose e glicose apresentam um fator de retencdo de 3,7 e 3,0 respectivamente
(Tabela 2).
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Figura 2: Composigao de carboidratos da resina in natura do C. urucurana em cromatografia
em papel descendente de 72 horas com fase mével butanol:etanol:H,0O (3:2:2).

Tabela 1: Fator de retencdo de composigao de carboidratos de resina do C. urucurana em
cromatografia em papel descendente de 72 horas com fase movel butanol:etanol:H,O (3:2:2)
com lactose como padrao interno

Figura 3: Composicéo de carboidratos da resina in natura do C. urucurana em cromatografia
em papel descendente de 72 horas com fase movel benzeno:butanol:piridina:etanol:H,0
(1:5:3:3).
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Tabela 2: Fator de reteng@o de composig¢ao de carboidratos de resina do C. urucurana em
cromatografia em papel descendente de 72 horas com fase movel butanol:piridina:etanol:H,0
(1:5:3:3) com lactose como padréo interno

A cromatografia em papel € uma técnica analitica muito simples e de facil execucéo.
Isso quando ela é realizado em salas ambientalizadas com controle de temperatura,
umidade e pressdo. Com faltas de tais facilidades, foram realizadas véarias cromatografias
em papel descendentes onde os padrbes e amostras migraram juntos. Conhecendo que
existem diferentes estruturas quimicas de molécula, entdo, as chances sao muito altas de
que cada molécula tera pelo menos uma polaridade ligeiramente diferente, dando a cada
molécula uma solubilidade diferente no solvente. A solubilidade desigual faz com que as
varias moléculas sejam levadas pela fase mével em diferentes pontos do cromatograma,
ja que o solvente continua a correr no papel. Quanto mais sollvel é uma molécula, maior
sera a migragdo no papel. Se uma estrutura quimica é muito néo polar, ndo se dissolvera
em um solvente muito polar. Isto € 0 mesmo para uma estrutura quimica muito polar e um
solvente muito n&o polar.

As amostras e padrées tendem a migrarem em manchas sem resolu¢des aparentes
(Figura 2) e provavelmente fora devido a alta temperatura ambiente e baixa umidade relativa
do ar. Tais fatores dificultaram a saturacdo da celulose por agua e tenha ocasionado uma
rapida evaporagédo do etanol e ou butanol quando da utilizagdo da fase moével n-BuOH-
EtOH-H,0 (3:2:2).

Afase movel Benzeno-BuOH-Piridina-H,0O (1:5:3:3) foi utilizada em seguida em raz&o
que ela é uma fase movel de melhor resolugdo para monossacarideos em detrimento dos
oligossacarideos. Porém, o resultado n&o foi diferente da fase mével n-BuOH-EtOH-H,O
(3:2:2). Para controlar a temperatura, realizamos a corrida cromatografica a 2°C dentro de
um refrigerador e consequentemente obtivemos cromatogramas com uma separagdo dos
padrdes aceitaveis, mas deixando muito a desejar em matéria de resolugdo das amostras.
Pois, os refrigeradores produzem um certo tipo de vacuo que é dificil de controlar, sem
apontar o fator da umidade relativa que é muito baixa dentro de uma geladeira.

O tempo necessario para o desenvolvimento com solventes de butanol é de cerca de
18 horas e em nesse projeto, cromatografias foram padronizadas em 72 horas. Os valores
de Rf da maioria dos aglcares séo consideravelmente menores nos solventes contendo
butanol e por terem uma velocidade lenta sdo muitas vezes usados para separagéo de
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oligosaccharideos. No entanto, o butanol em tempo de desenvolvimento muito grande,
resulta, que solvente ira escorrer da borda inferior dos papéis. Para obter um padréao de
mancha uniforme, é essencial serrar as bordas inferiores dos cromatogramas para que o
gotejamento seja uniforme e consequentemente utilizarmos um padréo interno, e nesse
caso escolhemos a lactose (TEIXEIRA, 1992). Quando a viagem do aglcar € aumentada
pelo desenvolvimento prolongado, muitas vezes € possivel separar compostos limpos que
possuem Rfbaixos e diferentes. Os dissacarideos tém valores de Rf extremamente baixos na
mistura de dgua com etanol-butanol. Assim, € possivel fazer separacdes excepcionalmente
largas de glicose, frutose e sacarose, estendendo o tempo de desenvolvimento com este
solvente. A fase mével contendo os solventes organicos benzeno e piridina possuem uma
velocidade de separagéo mais lenta e o tempo de corrida pode exceder 72 horas, porém &
necessario alimentar a cuba com a fase mével varias vezes durante o periodo.

Utilizamos os padrdes de xilose, glicose, manose, galactose e lactose. Na Figura 2,
a mancha das referidas pentoses em a fase mével n-BuOH-EtOH-H,O (3:2:2) apresentou
uma divisao longitudinal e com o mesmo Rf é 1,5 (Tabela 1). No Rf igual a 1,0 da lactose
obtivemos uma mancha alongada em ambos os cromatogramas (Figura 2 e 3). Com a fase
movel n-BuOH-EtOH-H,0O (3:2:2), o padréo de galactose mostrou ter um Rf de 1,1, na qual
posibilitar a presenca de galactose livre. Na Figura 3, a xilose foi utilizada como padréao
na cromatografia com a fase movel Benzeno-BuOH-Piridina-H,O (1:5:3:3). O resultado
demonstrou que a resina néo identificou a presencga de xilose. A mancha no cromatograma
atribuida as pentoses apresentou um comportamento alongado na revelagdo com nitrato
de prata (TREVELYAN, 1950) e uma coloracéo vermelho tijolo indicando monossacarideos
de arabinose e ou fucose.

Nas corridas cromatograficas com a fase movel Benzeno-BuOH-Piridina-H,0
(1:5:3:3) nao foi possivel correr um padréo de galactose por falta do mesmo. Observando
a cor vermelho tijolo produzida no centro da mancha somos for¢gados a concluir que os

provaveis oligossacarideos possuem pentoses em suas composicoes.

CONCLUSAO

Os resultados apresentaram uma quantidade significativa de pentoses e tracos de
oligossacarideo. Os fatores como solubilidade nos solventes da fase mével, temperatura
e umidade ambiental influenciaram o desenvolvimento das cromatografias. E o mais
importante, as analises em cromatografia em papel da resina in natura serviram o propésito
educacional de treinar aluno e se tornou um grande instrumento de aprendizagem de

quimica de carboidratos.
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