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APRESENTAÇÃO

A coleção “As Ciências Biológicas e a Interface com vários Saberes” é uma obra que 
tem como intuito principal a apresentação e discussão científica por meio de trabalhos 
em diferentes áreas do conhecimento e que compõe seus capítulos. O volume abordará 
de forma categorizada e interdisciplinar trabalhos de pesquisas experimentais realizadas 
em laboratórios e revisões que literatura que passam conhecimentos na área de ciências 
Agararias, Botânica e Saúde pública e saúde coletiva, como também na área educacional. 
Essas pesquisas foram realizadas em Instituições Federais como também em: Institutos 
Federais, Faculdades privadas, etc. 

O objetivo central deste E-book foi apresentar de forma categorizada e clara os 
estudos desenvolvidos em diversas instituições de ensino e pesquisa do país. Além disso, 
em todos esses trabalhos a linha condutora foi o aspecto relacionado à Agricultura, a 
Botânica, a Farmocobotânica, e a Metodologia de Ensino Aprendizagem.

Os temas abrangendo conteúdos diversos e interessantes são, deste modo, 
discutidos aqui com a proposta de fundamentar o conhecimento de estudantes, mestres e 
todos aqueles que de alguma forma se interessam pelo desenvolvimentos e padronização 
de metodologias que possam melhorar a germinação e desenvolvimento de vegetações, 
como também conhecer metodologias que possam ser usadas em salas de aulas 
com a intenção objetivo melhorar a apresentação de conteúdos abstratos e facilitar o 
entendimento desses conteúdos pelos estudantes.

Deste modo a obra As Ciências Biológicas e a Interface com vários Saberes, abrange 
vários assuntos que apresentam teorias bem fundamentadas em resultados práticos 
obtidos de experimentos laboratoriais, em dados coletados de artigos já publicados, 
mas apresentados aqui como pesquisa de revisão realizadas por diversos professores, 
pesquisadores, graduandos, pós-graduandos e acadêmicos que arduamente realizaram 
suas pesquisas que aqui serão apresentados de maneira objetiva e didática. Sabemos 
como é importante a divulgação científica de resultados de pesquisas para o conhecimento 
do homem nas áreas de Agricultura, Botânica, Zoologia e Educação do Brasil e de outros 
países. 

Além disso, evidenciamos também a estrutura da Atena Editora capaz de oferecer 
uma plataforma consolidada e confiável para estes pesquisadores exporem e divulguem 
seus resultados. 

Eleuza Rodrigues Machado
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AVALIAÇÃO DO PROCESSO DE EXTRAÇÃO E 
CARACTERIZAÇÃO QUÍMICA DO PERÍDIO MADURO 

DE Calvatia bicolor

CAPÍTULO 3
doi
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RESUMO: Os macrofungos possuem diversas 
atividades farmacológicas atribuídas aos seus 
compostos isolados. Determinar a melhor 
extração e avaliar a composição dos extratos e 
bem como sua purificação. O cogumelo Calvatia 
bicolor foi coletado na cidade de Natal, RN, 
Brasil. Após seco, foi submetido a delipidação 
com etanol e em seguida, foi adicionado 
diferentes volumes (1, 3 e 5) de NaCl 0,25 M, 
sonicados e submetidas a digestão proteolítica 
(em pH 8) com proteases alcalinas (60 ºC, 18 h). 
Os três extratos identificados como EB-CB1v, 
EB-CB3v e EB-CB5v foram centrifugados e 

separados a sua parte solúvel (CB1v, CB3v 
e CB5v) para serem avaliados quanto aos 
rendimentos, as composições químicas e 
monossacarídicas, perfil eletroforético, bem 
como a purificação por TCA e massa molecular. 
Os extratos apresentaram rendimentos entre 
80 e 91 mg. Açúcares, proteínas e compostos 
fenólicos apresentaram teores entre 8 a 15%, 
8 a 9% e 0,3 a 0,4%, respectivamente. CB5v 
teve maior massa, menos proteína e maior teor 
de açúcar. Na purificação com TCA e massa 
molecular os rendimentos foram entre 2,5 e 4,3 
mg, 2,4 e 3,1 mg, respectivamente, já quanto 
ao teor de proteínas foi entre 0,98 e 1,17%, 8 
e 11%, respectivamente. A melhor metodologia 
de extração foi a com 5 volumes de NaCl 0,25 
M, bem como pela purificação com TCA.
PALAVRAS-CHAVE: POLISSACARíDEOS, 
PURIFICAÇÃO, COGUMELOS.

EVALUATION OF THE EXTRACTION 

PROCESS AND CHEMICAL 

CHARACTERIZATION OF THE MATURE 

PEEL OF Calvatia bicolor

 ABSTRACT: The Macropungi have several 
pharmacological activities attributed to their 
isolated compounds. Determine the best 
extraction and evaluate the composition of the 
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extracts and their purification. The mushroom Calvatia bicolor was collected in the city of Natal, 
RN, Brazil. After drying, it was subjected to ethanol delipidation and then different volumes (1, 
3 and 5) of NaCl 0.25 M were added, sonicated and subjected to proteolytic digestion (at pH 
8) with alkaline proteases (60 ºC, 18 H). The three extracts identified as EB-CB1v, EB-CB3v 
and EB-CB5v were centrifuged and their soluble part separated (CB1v, CB3v and CB5v) to 
be evaluated for yield, chemical and monosaccharide compositions, electrophoretic profile as 
well as purification by TCA and molecular mass. The extracts presented yields between 80 
and 91 mg. Sugars, proteins and phenolic compounds presented contents between 8 to 15%, 
8 to 9% and 0.3 to 0.4%, respectively. CB5v had higher mass, less protein and higher sugar 
content. In the purification with TCA and molecular mass the yields were between 2.5 and 4.3 
mg, 2.4 and 3.1 mg, respectively, whereas the protein content was between 0.98 and 1.17%, 
8 and 11% respectively. The best extraction methodology was with 5 volumes of NaCl 0.25 M 
as well as purification with TCA.
KEYWORDS: polysaccharides, PURIFICATION, MUSHROOMS.

1 |  INTRODUÇÃO

A pesquisa pela presença de moléculas bioativas em fungos é relatada na literatura 
e os polissacarídeos, principalmente aqueles extraídos das famílias Basidiomycetes e 
Ascomycetes, as quais tem importância medicinal (GIAVASIS, 2014). Em trabalhos 
anteriores, nosso grupo observou que extratos ricos em polissacarídeos do tipo glucanas, 
provenientes dos corpos de frutificação de cogumelos como Caripia montagnei, Polyporus 
dermoporus, Scleroderma nitidum, Tylopilus ballouii, demonstram diversas ações 
farmacológicas como ação antioxidante (CASTRO, 2013; DORE et al., 2014; LIMA et al., 
2016), como bem analisadas anteriormente na gleba do cogumelo Calvatia bicolor (LEÃO 
et al, 2018). 

Dentro desse cenário promissor, nosso projeto contribui com informações acerca do 
potencial biotecnológico de uma espécie de fungo pouco conhecida: o cogumelo Calvatia 
bicolor (Lév.) Kreisel. Esse fungo pertence a um gênero pouco representativo em pesquisas 
científicas (Coetzee, 2009) e por isso, nosso trabalho possui um perfil pioneiro que atende 
também a necessidade investigativa acerca do gênero Calvatia. Esse cogumelo, oriundo 
do estado do Rio Grande do Norte, possui um curto ciclo de vida. Na fase madura, 
possui cor marrom e aspecto esponjoso. Ainda é observado morfologicamente a divisão 
em gleba (corpo de frutificação) e perídio (camada protetora). Escolhemos o perídio em 
fase madura do cogumelo para ser nosso objeto de estudo. Nosso trabalho também 
propõe metodologias de extração de biocompostos desse fungo, bem como apresenta 
informações acerca da composição química dos seus extratos. Dentro da área da saúde, 
nossos dados podem guiar futuras pesquisas na busca de biomoléculas de potenciais 
farmacológicos
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2 |  MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1 Coleta e material biológico 

Os cogumelos Calvatia bicolor (Lév.) Kreisel foram coletados entre junho e julho 
de 2017, no Parque Estadual das Dunas (0548’39.1’S 35°11’40.2W), Natal, RN, Brasil 
e identifi cados pelo Dr. Iuri G. Baseia, UFRN, Brasil. O cogumelo apresenta a seguinte 
classifi cação taxonômica (Figura 1): 

Figura 1: Classifi cação taxonômica do C. bicolor. Fonte: Autoria própria da imagem. 

2.2 Delipidação e extração de compostos bioativos

No laboratório de Glicobiotecnologia, UFRN, Brasil, o material foi lavado e os perídios 
separados das glebas. Foram cortados e secos em estufa a 60ºC por 48h. Em seguida, 
foram triturados e armazenados. Os perídios triturados foram submetidos a delipidação 
com etanol a 95%. Logo, cada amostra de perídio em pó delipidado foi submetida a 
extração por digestão proteolítica, conforme na Figura 2 abaixo. Na extração por proteólise, 
10g de cada perídio em pó delipidado foram misturados separadamente com 1, 3 e 5 
volumes de solução de NaCl a 0.25M, em seguida as amostras seguiram para sonicação 
por 30 minutos a 60º, logo após a solução dos extratos teve seu pH ajustado para 8 com 
NaOH (2 M). Após isso, 150 mg de enzimas Prolav 750 foram adicionadas e a solução foi 
aquecida a 60ºC por 18h. Ao fi nal da extração, as misturas foram fi ltradas e os materiais 
retidos foram desprezados. As partes líquidas foram centrifugadas a 10.000 RPM a 4ºC 
por 30 min para retirar as impurezas. Logo, os precipitados resultantes foram descartados 
e os sobrenadantes misturados a 3 volumes de metanol a ~4ºC, permanecendo resfriados 
overnight. Posteriormente, as soluções metanólicas foram centrifugadas a 10.000 RPM a 
4ºC por 30 min. Os sobrenadantes foram desprezados e os precipitados foram secos em 
bomba a vácuo. Os resultados produziram 3 extratos, cujas identifi cações foram dadas 
conforme a quantidade de volume de NaCl as que foram submetidos: CB1v, CB3v e CB5v. 
As extrações foram executadas em duplicata para obter uma média dos rendimentos. 
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2.3 Rendimento e solubilização dos extratos em água 

O peso seco dos extratos foi medido em balança de precisão para assim poder 
avaliar qual metodologia de extração obteve maior massa de material. Na etapa seguinte, 
os extratos foram solubilizados em água a uma concentração de 10mg/mL e depois 
centrifugados por 5 min a 2.000 RPM para separar a porção solúvel da insolúvel em água. 
Em seguida, os sobrenadantes foram coletados, liofilizados e nomeados como porções 
solúveis dos extratos. A partir desses extratos solúveis em água, preparou-se novas 
soluções aquosas a 10mg/mL que foram submetidas a caraterização química. 

2.4 Purificação dos extratos brutos

Os extratos solúveis (CB1v, CB3v, CB5v) na concentração de 10 mg/mL foram 
submetidos a dois processos diferentes de purificação: separação por massa molecular 
(MM)com utilização de um filtro de 3 kDa (Amicon® Ultra) e separação por precipitação 
com ácido tricloacético (TCA)   

2.4.1 Separação por massa molecular

Para a separação por massa molecular, os extratos solúveis foram centrifugados 
3 vezes a 5.000 RPM por 10 minutos em dispositivo de filtração AMICOM® contendo 
poro de 3kDa. Após a centrifugação, as porções maiores que 3 kDa foram coletadas, 
liofilizadas e nomeadas como CB1vMM, CB3vMM e CB5vMM. 

2.4.2 Separação por precipitação com tca

Para a separação por precipitação, aos extratos solúveis (50 mg) foi adicionado TCA 
a 90%, na proporção 1:6, e mantido numa temperatura de aproximadamente 4ºC por 15 
minutos. Após esse tempo, foram adicionados 2 volumes de metanol às misturas, e estas 
foram mantidas por 18 horas a ~4ºC, e então foram centrifugadas a 10.000 RPM a 4ºC por 
15 minutos (Lima, 2008). Os sobrenadantes foram desprezados e os precipitados foram 
secos em bomba a vácuo. 

2.5 Rendimento dos extratos purificados

O peso seco dos extratos solúveis purificados após separação por massa molecular 
ou por precipitação por TCA foi medido em balança de precisão para avaliar o rendimento 
dos processos de purificação. 
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2.6 Caracterização química 

2.6.1 Dosagem de açúcares totais 

a quantidade de açúcares totais nos extratos foi estimada pelo método fenol-ácido 
sulfúrico (Dubois et al., 1956). Assim, o teor de açúcares totais foi calculado baseando-se 
numa curva de glicose como padrão. A leitura foi realizada em 490nm. 

2.6.2 Dosagem de proteínas 

A quantidade de proteínas nos extratos foi estimada pelo método de Bradford (1976) 
utilizando o reagente Coomassie Brilliant Blue. Assim, o teor de proteínas foi calculado 
baseando-se numa curva de albumina como padrão e a leitura foi realizada em 595nm. 

2.6.3 Dosagem de compostos fenólicos 

A quantidade de compostos fenólicos nos extratos foi estimada pelo método de 
Folin Ciocalteau (Swain & Hills, 1959). Assim, o teor de compostos fenólicos foi calculado 
baseando-se numa curva de ácido gálico como padrão e a leitura foi realizada em 765nm. 

2.6.4 Dosagem de sulfato

Os extratos a 10mg/mL foram hidrolizados (HCl 8N, 6h, 100ºC) e neutralizados sob 
pressão reduzida na presença de pastilhas de NaOH. A hidrólise ácida nessas condições 
leva a liberação dos sulfatos presentes nas amostras. Soluções de gelatina (DifcoTM Gelatin) 
com cloreto de bário foram preparadas e misturadas com as amostras hidrolisadas e 
através da leitura turbidimétrica em 500 nm foi possível determinar o percentual de sulfato 
utilizando sulfato de sódio como padrão (DODGSON e PRICE, 1962).
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2.6.5 Determinação da Relação Açúcar/Proteína

A relação açúcar/proteína dos de cada um dos extratos de C. bicolor foi determinada 
a partir dos valores percentuais de açúcares totais e de proteínas.

Figura 2: Esquema do processo de extração de polissacarídeos do perídio maduro triturado do cogumelo C. 
bicolor, bem como sua caracterização e atividades biológicas. Fonte: Autoria própria da imagem. 

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.1 Rendimento da extração 

A forma utilizada para extrair compostos orgânicos do perídio do cogumelo Calvatia 
bicolor (Lév.) Keisel tiveram resultados semelhantes. As massas obtidas nas extrações por 
digestão proteolítica foram de 79,75 ± 10,2 mg, 90 ± 11,1 mg e 91 ± 1,4 mg correspondentes 
aos extratos CB1v, CB3v e CB5v, respectivamente. A Tabela 1 resume os resultados 
dessa etapa. De acordo com a Tabela 1, em todas as formas de extração com volumes de 
NaCl 0,25 M é possível se obter dados aproximados. 
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Tabela 1: Rendimento dos extratos brutos do C. bicolor e suas massas hidrossolúveis. a,bLetras 
diferentes indicam diferenças signifi cativas (p˂0,05) entre os extratos brutos e entre as poções solúveis 

dos extratos brutos.

3.2 Rendimento da purifi cação

A forma utilizada para purifi car compostos orgânicos do perídio do cogumelo Calvatia bicolor
(Lév.) Keisel tiveram resultados semelhantes. As massas obtidas na separação por massa 
molecular foram de 2,5 a 3,1 mg, já com TCA foram 2,5 mg a 4,3 mg, correspondentes 
aos extratos CB1v, CB3v e CB5v, respectivamente. A Tabela 2 resume os resultados dessa 
etapa. De acordo com a Tabela 2, os melhores rendimentos obtidos são extrato CB5v. 

Tabela 2: Rendimento dos extratos hidrossolúveis purifi cados do C. bicolor. 

3.3 Caracterização Química

Os extratos apresentaram percentuais de açúcares entre 8,17% e 14,75%, sendo 
o extrato CB1V responsável pelo teor mais alto. As proteínas nos extratos apresentaram 
valores semelhantes aos de açucares, variando entre 7% a 9%, cujo menor percentual 
correspondeu ao extrato CB5v. Os compostos fenólicos medidos nos extratos 
apresentaram valores entre 0,32% e 0,4%, cujo menor teor correspondeu ao extrato 
CB1v. As três extrações realizadas resultaram em percentuais semelhantes de compostos 
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fenólicos, eliminando bem esses componentes. Na dosagem de sulfato, o maior resultado 
corresponde a CB5v, porém é preciso confi rmar por outros métodos, uma vez que não é 
um resultado comum em cogumelos. As quatro dosagens foram realizadas em triplicata. 
A Tabela 3 resume os resultados obtidos na composição química dos extratos.

  Tabela 3: Composição química dos extratos hidrossolúveis de C. bicolor. a,bLetras diferentes indicam 
diferenças signifi cativas (p < 0,05) entre os extratos.

A baixa concentração de açúcar encontrada nos extratos brutos, bem como uma 
razão açúcar/proteína semelhante  ou até mesmo abaixo de 1, nos levou a realizar a etapa 
de purifi cação dos extratos por dois diferentes métodos, separação por massa molecular 
e por precipitação com  ácido tricloroacético, a fi m de concentrar os polissacarídeos e 
remover contaminantes protéicos.         

Após a purifi cação, foi realizado uma nova caracterização, obtendo-se açucares 
totais de 44,6% a 48,5% para as amostras com TCA, e de 22,1% a 35,9% para massa 
molecular, já a concentração de proteínas variou de 0,98% e 1,2% para TCA, e de 8,4% a 
11% para as amostras separadas por massa molecular, sendo o extrato CB5v responsável 
pelo maior teor de açúcares e menor de proteínas, em ambos os métodos de purifi cação.

Tabela 4: Composição química dos extratos hidrossolúveis purifi cados de C. bicolor. a,bLetras diferentes 
indicam diferenças signifi cativas (p < 0,05) entre os extratos.
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4 |  CONCLUSÃO

Nossos resultados mostraram que a extração proteolítica com 5 volumes de NaCl 
0,25M é a melhor condição para extrair carboidratos do perídio maduro dos cogumelos 
Calvatia bicolor (Lév.) Kreisel, pois os extratos resultantes desse método apresentaram 
maior relação açúcar/proteína. 

O resultado mais importante do nosso trabalho é a purificação dos extratos com 
ácido tricloroacético (TCA), já que se observou uma elevação na concentração de açúcar 
e a eliminação de contaminantes protéicos. 
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