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RESUMO 

 

Cogumelos são fungos comestíveis de alto valor nutricional e 

reconhecidas propriedades funcionais. O cogumelo Pleurotus sajor-

caju, conhecido como cogumelo ostra, é um fungo comestível de origem 

asiática, rico em vitaminas e aminoácidos, que apresenta propriedades 

terapêuticas e diversas aplicações biotecnológicas. Dessa forma, o 

objetivo desse trabalho foi avaliar o potencial antioxidante, 

antimicrobiano e a composição química de extratos de Pleurotus sajor-

caju obtidos através do uso de diferentes tecnologias de extração. Para 

extração a baixa pressão utilizou-se o método de Soxhlet empregando os 

solventes etanol e hexano.  As extrações a alta pressão foram realizadas 

por extração supercrítica (ESC), extração com líquido pressurizado 

(ELP) e extração sequencial (ES; ESC seguida de ELP). Os ensaios 

através de ESC com CO2 e com a mistura de CO2 e etanol em diferentes 

concentrações, empregaram pressões de 200 e 300 bar, a uma 

temperatura e vazão fixas de 40°C e 12 g.min
-1

.  As condições 

experimentais avaliadas para a ELP foram temperaturas de 40 e 80 ºC, 

pressão de 100 bar e modos de extração estático (30 mL de solvente) e 

dinâmico (vazão de 2 mL.min
-1

), utilizando etanol como solvente. A ES 

teve sua primeira etapa realizada por ESC com CO2 puro a 300 bar e 40 

°C, seguida de ELP a 100 bar e 80 °C em modo estático. A qualidade 

dos extratos foi avaliada em termos de teor de compostos fenólicos 

totais (TFT) pelo método de Folin-Ciocalteau e a atividade antioxidante 

pelos métodos DPPH e ABTS. Os resultados mostraram que os extratos 

obtidos por Soxhlet utilizando etanol como solvente e por ELP em modo 

dinâmico a 80 °C apresentaram os maiores rendimentos (15,61 e 15,35 

%, respectivamente), enquanto o melhor rendimento da ESC com CO2 

foi na condição de 300 bar e 40 °C (1,05 %). O emprego de 10 % de 

etanol como cossolvente na ESC aumentou em 2,4 vezes o rendimento 

de extração. Os melhores resultados de TFT e de potencial antioxidante 

foram obtidos no extrato proveniente da extração em Soxhlet com 

etanol, seguido da ES. A adição de cossolvente na ESC aumentou o teor 

de compostos fenólicos totais e a atividade antioxidante dos extratos de 

cogumelo P. sajor-caju. A atividade antimicrobiana foi avaliada pela 

concentração mínima inibitória (CMI) frente a S. aureus, E. coli e C. 

albicans. Os extratos obtidos por ESC com e sem cossolvente, Soxhlet 

com hexano e ELP a 40 °C apresentaram atividade antibacteriana, 

especialmente contra S. aureus. Para C. albicans, apenas os extratos 

obtidos por ESC e Soxhlet com hexano apresentaram atividade 

antifúngica, com destaque para o extrato ESC com CO2, um forte 



 

 

inibidor para todos os micro-organismos testados. O método ES 

apresentou bons resultados de rendimento e de potencial antioxidante do 

extrato, comparado com os ensaios utilizando a matéria-prima bruta, 

sugerindo a combinação de processos como estratégia para melhor 

recuperação de compostos com atividades biológicas. A composição dos 

extratos, avaliada por cromatografia gasosa acoplada à espectrometria 

de massas (CG-EM), mostrou a presença de ácido linoleico (ômega-6; 

composto majoritário identificado na maior parte dos extratos), ácido 

pentadecanoico e 2-etilacridina, ambos com potencial antimicrobiano 

citado pela literatura. Estes resultados indicam que os extratos de 

cogumelo P. sajor-caju são fontes potenciais de compostos 

antioxidantes e antimicrobianos e, dessa forma, a busca por condições 

operacionais, como a utilização de processos verdes a alta pressão e 

processos sequenciais, que favoreçam a extração de compostos ou a 

qualidade dos extratos são alternativas promissoras para este cenário. 

  

Palavras-chave: Pleurotus sajor-caju, extração supercrítica, líquido 

pressurizado, antimicrobianos, antioxidantes. 

 

 

 

  



ABSTRACT 

 

Mushrooms are edible fungi of high nutritional value and recognized. 

The Pleurotus sajor-caju, known as oyster mushroom, is an edible 

mushroom of Asian origin, rich in vitamins and amino acids, which 

presents therapeutic properties and various biotechnological 

applications. In this way, the objective of the present work was 

evaluates the chemical composition, antioxidant and antimicrobial 

activity of Pleurotus sajor-caju extracts obtained through differents 

extraction technologies. For extraction at low pressure the Soxhlet 

method was used using the solvents ethanol and hexane. The high 

pressure extractions were performed by supercritical extraction (SFE), 

pressurized liquid extraction (PLE) and sequential extraction (SE; SFE 

followed PLE). Tests using ESC with CO2 and with the mixture of CO2 

and ethanol at different concentrations employed pressures of 200 and 

300 bar at a fixed temperature and flow rate of 40 °C and 12 g.min
-1

. 

The experimental conditions evaluated for the ELP were temperatures of 

40 and 80 ºC, pressure of 100 bar and modes of static (30 mL solvent) 

and dynamic extraction (flow of 2 mL.min
-1

), using ethanol as solvent. 

ES had its first stage performed by ESC with pure CO2 at 300 bar and 

40 ° C followed ELP at 100 bar and 80 ° C in static mode. The quality 

of extracts was evaluated in terms of total phenolic compounds (TFT) 

by the Folin-Ciocalteau method and the antioxidant activity by the 

DPPH and ABTS methods. The results showed that the extracts 

obtained by Soxhlet using ethanol as solvent and the PLE in dynamic 

mode at 80 °C presented the highest yields (15.61 and 15.35 %, 

respectively), while the best yield for extracts of SFE using pure CO2 

was in the condition of 300 bar and 40 °C (1.05 %). The use of 10 % 

ethanol as co-solvent in the SFE increased by 2.4 times the extraction 

yield. The best results for the TFT and the antioxidant potential were 

obtained in the extract from the Soxhlet extraction with ethanol, 

followed by the SE, for both tests. The addition of cosolvents to the SFE 

process promoted an increase in the total phenolic compounds content 

and antioxidant activity of the P. sajor-caju mushroom extracts. The 

antimicrobial activity was evaluated by the minimum inhibitory 

concentration (MIC) against S. aureus, E. coli and C. albicans. The 

extracts obtained by SFE with and without addition of cosolvent, as well 

as by the Soxhlet method with hexane and PLE at 40 °C in the two 

modes studied showed antibacterial activity, being higher for S. aureus. 

For C. albicans, only the extracts obtained by SFE and Soxhlet with 

hexane presented antifungal activity, which highlights the SFE extract 



 

 

with pure CO2 as a strong inhibitor for all the microorganisms tested. 

The SE method presented good results related from the extraction yield 

to the significant increase in the antioxidant potential of the extract 

compared to those obtained from extraction techniques that used the raw 

material, indicating that this could be a strategy to obtain products with 

better biological activities. The quantification and identification of 

extracts composition were evaluated by quantification and identification 

of extracts by gas chromatography coupled to mass spectrometry The 

presence of linoleic acid (omega-6, major compound identified in most 

of the extracts), pentadecanoic acid, and 2-ethylacridine, the latter with 

antimicrobial potential cited in the literature. These results indicate that 

P. sajor-caju mushroom extracts are potential sources of antioxidant and 

antimicrobial compounds and, therefore, the search for operational 

conditions, such as the use of green processes at high pressure and 

sequential processes, which positively favor extraction yield or extract 

quality are promising alternatives for this scenario. 

 

Keywords: Pleurotus sajor-caju, supercritical extraction, liquid 

pressurized, antimicrobials, antioxidants.  
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1 INTRODUÇÃO  

 

Os cogumelos são fungos macroscópicos que fazem parte da 

história de inúmeras civilizações. Já na Antiguidade eram utilizados 

como alimento de alto valor nutritivo e terapêutico. Desde então, esses 

fungos atraem o interesse de pesquisadores por suas propriedades 

nutricionais, uma vez que são ricos em proteínas, fibras, vitaminas e 

minerais, e apresentam baixo teor de lipídeos (DIAS; ABE; SCHWAN, 

2004), e também por suas propriedades medicinais, devido aos seus 

efeitos antitumorais e imunoestimulantes (NOVAES; FORTES, 2005). 

Existem aproximadamente 140 mil espécies de cogumelos, 

sendo que apenas 10 % são conhecidas, e somente 2 mil são 

comestíveis, dentre as quais apenas 25 são comercialmente 

cultivadas (WASSER, 2002). Conforme a Associação Nacional dos 

Produtores de Cogumelo (ANPC), as principais espécies comestíveis, 

cultivadas no Brasil, são Agaricus bisporus (Champigon de 

Paris), Lentinula edodes (Shiitake) e Pleorotus sp (Shimeji, cogumelo 

ostra) (ANPC, 2017).  

O cogumelo Pleurotus sajor-caju, também conhecido como 

cogumelo ostra e no Japão como Houbitake, é um fungo macroscópico, 

aeróbio, que representa aproximadamente 17 % da produção brasileira 

anual, a qual gira em torno de 12 mil toneladas/ano (ANPC, 2017). 

Taxonomicamente, este cogumelo pertence ao reino Fungi, estando 

incluído no gênero Pleurotus da família Pleurotaceae, ordem Agaricales 

e filo Basidiomycota (PRAMANIK et al., 2005; SATITMANWIWAT et 

al., 2012; EOL, 2018; FINIMUNDY et al., 2018).  

Dentre as propriedades atribuídas a esse fungo, encontram-se 

compostos que apresentam atividade biológica. Destacam-se as 

vitaminas do complexo B, como a riboflavina, que funciona como um 

antioxidante, e a niacina, uma anticolesterolêmica natural 

(FINIMUNDY et al., 2013). As beta-glucanas, polissacarídeos 

complexos compostos por moléculas de glicose e fibra solúvel, 

apresentam importantes propriedades antienvelhecimento e anti-

inflamatório, como também são consideradas eficientes no tratamento 

de várias enfermidades, incluindo doenças alérgicas, diabetes e câncer 

(CARBONERO et al., 2012).  

Além disso, esta espécie de cogumelo apresenta alto teor de 

ácidos graxos poli-insaturados (PUFA), ácidos graxos essenciais que 

devem ser ingeridos na dieta. Estudos mostram que populações com 

maior ingestão de PUFA possuem redução significativa na incidência e 

mortalidade por câncer (MIZUNO; ZHUANG, 1995). Dentre os lipídios 
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destacam-se principalmente o ergosterol, precursor da vitamina D por 

ação de raios ultravioleta, o qual age como anticarcinogênico e o ácido 

linoleico (ômega-6) que atua como bactericida. Estudos indicam, 

também, a presença de ribonuclease e sua ação antimicrobiana (NGAI; 

NG, 2004). 

Uma maneira de valorização dessas importantes propriedades é 

através do estudo de técnicas de extração para a obtenção de compostos 

bioativos de alta qualidade, grande rendimento e baixo custo. Os 

métodos convencionais de extração com solventes orgânicos são muito 

utilizados para a obtenção de extratos de diferentes matrizes vegetais. 

Entretanto, essas técnicas geralmente utilizam grandes quantidades de 

solventes, longos tempos de extração e altas temperaturas são 

necessárias, o que pode promover a degradação destes compostos 

durante o processo extrativo (JU; HOWARD, 2003; NOBRE et al., 

2006). 

Assim, a utilização de técnicas de extração alternativas aos 

métodos convencionais, como por exemplo, emprego de fluidos 

pressurizados [extração supercrítica (ESC) ou extração com líquidos 

pressurizados (ELP)] se faz necessário para uma melhor seletividade e 

eficiência dos processos de extração. Essas técnicas inovadoras 

representam uma alternativa ambientalmente correta e economicamente 

viável que não utilizam altas temperaturas e podem ser realizadas em 

tempo reduzido. Neste contexto, pode-se destacar o grupo de pesquisa 

na área de fluidos sub/supercríticos do Laboratório de Termodinâmica e 

Tecnologia Supercrítica (LATESC) do Departamento de Engenharia 

Química e Engenharia de Alimentos da Universidade Federal de Santa 

Catarina que, desde 1999, desenvolve estudos consolidados com o 

principal foco na extração de compostos bioativos a partir de matrizes 

biológicas.  

Dessa forma, surge o interesse pela obtenção de extratos 

bioativos a partir do cogumelo P. sajor-caju, utilizando tecnologias a 

alta pressão, considerando o fato desta matéria-prima apresentar um 

potencial biológico muito conhecido e citado pela literatura científica 

(MIZUNO; ZHUANG, 1995; CARBONERO et al., 2003; NGAI, NG, 

2004; PRAMANIK et al., 2005; KANAGASABAPATHY et al., 2012; 

CONTESSA et al., 2016; FINIMUNDY et al., 2018). Esse estudo 

também apresenta grande importância, devido ao fato de até o momento 

não ter sido encontrado nenhum trabalho empregando processos a alta 

pressão referentes à extração de compostos bioativos do cogumelo 

Pleurotus sajor-caju. 
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1.1 OBJETIVOS 

 

1.1.1 Objetivo geral 
 

O objetivo deste trabalho é a utilização de processos verdes a alta 

pressão, empregando CO2 supercrítico e etanol pressurizado para 

obtenção de extratos de cogumelos Pleurotus sajor-caju e sucessiva 

avaliação da atividade antioxidante e antimicrobiana desses extratos. 

 

1.1.2 Objetivos específicos 

 

 

a) Obter extratos do cogumelo P. sajor-caju e comparar o 

rendimento entre os métodos a baixa pressão (Soxhlet) com 

técnicas de extração em alta pressão (ESC, ELP e ES); 

b) Definir os parâmetros de extração e avaliar as condições 

operacionais para a ESC, ELP e ES do cogumelo P. sajor-caju, 

como temperatura, pressão, tempo, vazão de solvente e modo 

de extração; 

c) Obter os extratos supercríticos e por líquido pressurizado do P. 

sajor-caju em diferentes condições de processo; 

d) Obter extrato de P. sajor-caju por ES na melhor condição 

estudada de ESC e ELP; 

e) Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos do cogumelo 

pelo método de determinação da concentração mínima 

inibitória frente aos seguintes micro-organismos: 

Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Candida albicans; 
f) Avaliar a atividade antioxidante dos diferentes extratos do P. 

sajor-caju obtidos por diferentes técnicas de extração através 

dos métodos DPPH e ABTS, bem como pelo teor de compostos 

fenólicos totais através do método de Folin-Ciocalteu; 

g) Determinar a composição dos extratos do P. sajor-caju através 

de cromatografia gasosa com espectrometria de massas. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 COGUMELOS COMESTÍVEIS NA ALIMENTAÇÃO 

 

Cogumelos comestíveis veem sendo adicionados regularmente na 

dieta da população, por apresentarem várias características nutricionais 

como, por exemplo, a excelência em fontes de aminoácidos essenciais, 

proteínas, vitaminas, minerais, carboidratos, fibras, sendo pobres em 

gorduras saturadas, trans e colesterol além de possuir sabor agradável 

(ANPC, 2017). 

A produção mundial de cogumelos comestíveis vem aumentando 

com a popularização do cultivo e industrialização dos mesmos, além da 

descoberta de benefícios que o consumo destes pode trazer à saúde do 

homem (ALVES et al, 2013). No Brasil também se observa esta 

tendência, mesmo não fazendo parte do hábito alimentar da grande 

maioria da população. Mas já foi percebido um aumento de consumo 

neste país, devido, principalmente, ao reconhecimento do seu alto valor 

nutritivo, potencial medicinal e ao aumento da oferta, tornando o 

produto mais popular e acessível (FINIMUNDY et al., 2013). Segundo a 

ANPC (2018), o consumo de cogumelos per capita anual no Brasil 

dobrou nos últimos dez anos. 

De acordo com a Food and Agriculture Organization of the 

United Nations Statistical (FAOSTAT) a China lidera a produção 

mundial de cogumelos, seguida pela Itália, Estados Unidos e Holanda. O 

consumo per capita no país asiático também é o maior do mundo, com 8 

kg anuais, por habitante. No Brasil, a média anual, apesar de ter 

aumentado, ainda é de apenas 160 g, bem abaixo de países europeus, 

como a Alemanha, que consome 4 kg, França (2 kg) e Itália (1,3 kg). 

Quanto mais os brasileiros conhecem as propriedades nutricionais e 

medicinais do alimento, mais se tornam boas as perspectivas do produto 

no mercado interno (ANPC, 2018). 

A ANPC (2017) destaca que, ao longo dos últimos anos, a 

cadeia produtiva do cogumelo no Brasil tem se estruturado e, 

atualmente, o cultivo de cogumelos está disseminado em várias regiões 

do país, o que antes era concentrado na região do Alto Tietê em São 

Paulo. A produção brasileira anual gira em torno de 12 mil ton/ano, 

sendo que os principais produtores encontram-se nos estados de São 

Paulo e Paraná. A Tabela 1 apresenta os valores referentes à produção, 

divididos por espécie de cogumelos cultivados. 
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 Tabela 1 – Produção brasileira anual de cogumelos 

Espécies de cogumelos cultivadas no 

Brasil 

Produção estimada    

(ton/ano) 

Agaricus bisporus (Champignon de Paris) 8.000 

Pleurotus sp (Shimeji, Cogumelo ostra) 2.000 

Lentinula edodes (Shiitake) 1.500 

Agaricus blazei (Cogumelo-do-sol) 500 

Outros 50 

Fonte: Adaptado de ANPC (2017). 

 

As maiores barreiras encontradas na comercialização de 

cogumelos no Brasil estão ligadas à crença popular quanto à sua 

natureza tóxica, preço, hábito alimentar e ao cultivo com baixa 

produtividade (DEMIATE; SHIBATA, 2003). No Brasil, o valor do kg 

do cogumelo desidratado encontra-se em torno de R$ 135,00 a 250,00, 

variando conforme o tipo de cogumelo, segundo dados de sites de 

vendas online (FUJIYAMA, 2017; MASTROIANI, 2017) 

Além do valor nutricional, os cogumelos apresentam cores, 

sabores, aromas e textura únicos, os quais atraem a atenção dos 

consumidores (CHANG, 2008), bem como destacam-se, também, pela 

sua capacidade terapêutica (BERNARDI et al., 2010), antioxidante 

(OYETAYO, 2009) e antimicrobiana (KITZBERGER, 2005).  

 Akpaja, Isikhuemhen e Okhuoya (2003) realizaram uma 

pesquisa para avaliar o uso de cogumelos comestíveis e medicinais em 

um povoado da Nigéria. Eles verificaram que 95 % dos entrevistados 

consumiam os cogumelos por causa do sabor, enquanto 86 % 

consumiam como substitutos cárneos. Ainda, 50 % utilizavam os 

cogumelos como espessantes para as sopas e 36,36 % e 27,27 % 

consumiam baseados nos seus valores medicinais e nutricionais, 

respectivamente. 

 

2.2 COGUMELO OSTRA - Pleurotus sajor-caju 

 

O gênero Pleurotus pertence à ordem Agaricales e à família 
Pleurotaceae. Pleurotus sajor-caju, conhecido como cogumelo ostra e 

também como Houbitake, é um cogumelo comestível de origem asiática, 

de sabor suave, rico em vitaminas e aminoácidos e que apresenta 

propriedades terapêuticas (DIAS et al., 2003) e atividade antimicrobiana 

contra organismos patógenos gram-positivos e gram-negativos (NGAI; 
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NG, 2004; CONTESSA et al., 2016). Segundo Pramanik (2005), este 

cogumelo originou-se na Índia, crescendo naturalmente em uma planta 

suculenta (Euphorbia royleans) no sopé dos Himalaias. 

É recomendado para iniciantes no habito de consumir cogumelos, 

por apresentar sabor suave, saboroso e extremamente saudável, (DIAS 

et al., 2003). Além disso, são cogumelos de fácil produção, utiliza-se de 

resíduos agrícolas como, por exemplo, bagaço de cana-de-açúcar e palha 

de arroz, umedecidos e pasteurizados (FELINTO, 1999). 

Segundo Mizuno e Zhuang (1995), alguns dos polissacarídeos 

pertencentes a este cogumelo apresentam propriedade antitumoral contra 

o sarcoma 180 em camundongos, demonstrando sua aplicação na área 

farmacêutica. Conforme Carbonero et al. (2012) alguns polissacarídeos 

presentes nos cogumelos, e em específico as β-glucanas, cuja presença é 

reportada nesta espécie, tem a capacidade de atuar como 

imunomoduladores e antimutagêncicos nos sistemas biológicos.  

Finimundy et al. (2018) avaliaram a ação anti-inflamatória do 

cogumelo P. sajor-caju utilizando uma linha de células do tipo 

macrófago de camundongos e observaram que o extrato apresentou 

atividade na concentração de 339±115 µg.mL
-1

, valor IC50 corresponde 

à concentração de extrato responsável pela inibição de 50 % da 

produção de óxido nítrico (NO).
 

Carrasco-González et al. (2017) 

encontraram resultados semelhantes para outras espécies de Pleurotus.  

A literatura elucidou, recentemente, que o mecanismo de 

interação entre diferentes ácidos fenólicos ou seus derivados com a 

enzima ciclo-oxigenase-2 (COX-2), localizada principalmente nas 

células e tecidos envolvidos em processos inflamatórios, pode estar 

diretamente relacionado com essa atividade biológica referente a ação 

anti-inflamatória, devido à inibição da COX-2 (ORLANDO; 

MALKOWSKI, 2016). Conforme Carvalho (2004), a possibilidade do 

desenvolvimento de medicamentos mais seletivos, que reduzam a 

inflamação sem afetar a COX-1 (protetora do estômago e rins) é de 

suma relevância. 

Na Figura 1 pode-se observar a estrutura dos corpos de 

frutificação do cogumelo Pleurotus sajor-caju (Houbitake) e a Tabela 2 

traz os dados referentes a sua composição centesimal estudada por 

Bonatti (2001). 
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Figura 1 – Corpos de frutificação do cogumelo Pleurotus sajor-caju  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
            Fonte: Cogubras (2017). 

 

Tabela 2 – Composição centesimal do cogumelo P. sajor-caju em base seca 
 

Determinação  Valor médio (%) 

Cinzas  6,5±0,5 

Lipídeos  1,3±0,1 

Proteínas  28,2±0,1 

Fibras  13,3±0,1 

Carboidratos 50,7±0,4 

Fonte: Adaptado de Bonatti (2001). 

 

Finimundy et al. (2018) avaliaram o cogumelo P. sajor-caju 

quanto ao seu conteúdo nutricional e encontraram valores iguais a 5,4 % 

de cinzas, 17,29 % de proteínas, 1,16 % de lipídeos e 76,2 % entre fibras 

e carboidratos, em base seca. As diferenças de valores obtidos são 

compreensíveis, pois quando se trabalha com material perecível, a sua 

composição é função de diversos fatores, como época do ano, região da 

qual o produto é oriundo, ambiente, natureza do substrato de cultivo, 

linhagem, estágio de maturação (MAZZUTTI, 2012).   

 

Os dados apresentados na Tabela 2 retratam um alimento de alto 

valor nutricional. Dados da literatura indicam que os minerais estão 

presentes em quantidades de 2,6 a 6,5 %, com teores significativos de 
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cálcio, fósforo, ferro, sódio e potássio, além de rico em vitamina B e 

aminoácidos essenciais (FINIMUNDY et al., 2013; ALVES, et al., 

2013). Segundo dados da FAO, o conteúdo de cinzas no P. sajor-caju 
(6,7 %) é maior que no Lentinula edodes (3,7 %), ficando somente 

inferior ao Agaricus bisporus (8,0 %) (PATRABANSH; MADAN, 

1997). 

É, igualmente, uma boa fonte de vitamina D, proteínas, minerais 

e carboidratos, bem como possuem baixo teor de gorduras e calorias 

(ZDRADEK, 2001). O potássio e o fósforo são os dois elementos 

dominantes do seu conteúdo mineral possuindo, também, uma boa 

proporção de gordura insaturada, proteínas de alta qualidade e 

oligoelementos, incluindo o cobre e o zinco  (PRAMANIK, 2005).  

Os corpos de frutificação do Houbitake, de acordo com Dias et al. 

(2003), são nutritivos e uma boa fonte de fibras, com ênfase para a 

presença de beta-glucanas, polissacarídeos complexos compostos por 

moléculas de glicose, com propriedade antioxidante, anti-inflamatória, 

antidiabética e antitumoral (CARBONERO et al., 2012).  

A capacidade de desenvolvimento do fungo está associada às 

condições de cultivo, como meio de cultura, acidez e temperatura, sendo 

que a temperatura considerada ótima para o desenvolvimento do micélio 

é de aproximadamente 25 °C. Através do seu metabolismo o cogumelo 

secreta compostos, os quais muitas vezes são bioativos, podendo assim 

apresentar atividades biológicas (AKINYELE, 2005).  

 

2.3 PROPRIEDADES FUNCIONAIS DE P. sajor-caju 

 

Devido ao envelhecimento da população e doenças relacionadas 

ao estilo de vida atual, as preocupações relacionadas à saúde estão se 

tornando cada vez mais importantes. Além disso, a sociedade nos dias 

de hoje está mais consciente a respeito dos efeitos colaterais potenciais 

dos medicamentos e está procurando alternativas terapêuticas 

inovadoras. Assim, o uso de compostos naturais na prevenção de várias 

doenças e para a manutenção da saúde tem sido estudado. Entre esses 

compostos naturais estudados estão os cogumelos, que são bem 

conhecidos pelo seu valor nutricional e propriedades favoráveis à saúde, 

como por exemplo antienvelhecimento, anti-infeccioso, redutor do 

colesterol e da pressão arterial e, também, do nível de açúcar no 

sangue (REIS et al., 2017). 

Há muito tempo que os fungos têm sido usados para fins 

medicinais, em especial fungos Basidiomicetos que deram origem a 
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vários produtos farmacológicos. Chang (2008) acrescenta que as 

propriedades medicinais dos cogumelos, um dos seus maiores atributos, 

é a muito tempo muito reconhecido na China, Coreia e Japão. Dentre os 

produtos de cogumelos medicinais, como suplementos dietéticos por 

exemplo, cerca de 80 % provêm dos corpos de frutificação, sendo os 20 

% restantes correspondentes ao micélio (NGAI; NG, 2003). A estirpe e 

as condições de cultivo e crescimento do cogumelo vão determinar a 

qualidade e o conteúdo em substâncias fisiologicamente ativas (BISEN 

et al., 2010).  

Alguns autores consideram os cogumelos como "alimentos 

funcionais inerentes", alegando que essa é uma característica peculiar 

dessa matéria-prima (LONDON, 2011; ALVES et al., 2013). Sua 

composição química inclui vários compostos bioativos que lhes 

conferem a capacidade de exercer benefícios.  

Nesse contexto, várias pesquisas vêm sendo realizadas buscando 

avaliar o uso terapêutico e a identificação de diferentes substâncias 

bioativas encontradas nos cogumelos (WASSER, 2002; NGAI; NG, 

2004; KITZBERGER, 2005; MAZZUTTI et al., 2012; VALVERDE et 

al., 2015; CONTESSA et al., 2016). Assim, dentre os potenciais usos 

estão àqueles ligados às propriedades antioxidantes, antivirais, anti-

hipercolesterolemia, anti-inflamatórios, imunomoduladoras, bem como 

propriedades antitumorais e antimicrobianas, além da diminuição do 

colesterol e diabetes, como pode ser observado na Tabela 3. 

 

Tabela 3 – Atividades biológicas do P. sajor-caju 

Fonte: O autor (2018). 

 

2.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE 

 

O oxigênio mesmo sendo indispensável para a vida pode 

resultar em danos reversíveis e mesmo irreversíveis quando os seres 

Atividade Biológica Referência 

Atividade antitumoral Finimundy et al. (2013) 
Atividade imunomoduladora Carbonero et al. (2012) 

Atividade antibacteriana Heleno et al. (2015) 
Atividade antifúngica Alves et al. (2013) 

Atividade antidiabética Kanagasabapathy et al. (2012) 
Atividade anti-hipertensiva Chang; Wasser (2012) 

Atividade antiviral Teplyakova; Kosogova (2016) 
Atividade antioxidante Ferreira; Barros; Abreu (2009) 

Atividade anti-inflamatória Valverde et al. (2015) 
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vivos são expostos a ele em concentrações superiores às encontradas na 

atmosfera. Este oxigênio pode ser combatido por mecanismos 

antioxidantes enzimáticos e não enzimáticos (KITZBERGER, 2005).  

Um antioxidante é uma substância capaz de neutralizar a ação 

dos radicais livres. Porém, embora quase todos os organismos possuam 

defesa antioxidante para atuar na proteção contra danos oxidativos, estes 

sistemas são insuficientes na proteção completa dos organismos aos 

danos provocados pela oxidação. Esse fato motivou estudos, os quais 

indicam que suplementos antioxidantes, ou alimentos contendo 

antioxidantes, podem ser usados para ajudar o corpo humano a reduzir 

os danos oxidativos (YANG et al., 2002; RENZ et al., 2003).  

Os antioxidantes estão em constante atividade no organismo, pois 

a produção de energia é uma das principais causas da formação de 

radicais livres. Quando o mecanismo de proteção antioxidante torna-se 

desequilibrado, por fatores tais como idade e deterioração das funções 

fisiológicas, ocorrem doenças e a aceleração do envelhecimento 

provocando o estresse oxidativo. Entretanto uma dieta com alimentos ou 

suplementos antioxidativos constituídos de compostos fenólicos como 

flavonóides, ácidos fenólicos, ou compostos de nitrogênio tais como 

alcalóides, derivados clorofil, aminoácidos e aminas, são úteis na ajuda 

ao corpo a reduzir a ação oxidante (MAU et al., 2001; KAUR; 

KAPOOR, 2001; SOARES, 2002). 

No corpo humano, assim como em outros organismos aeróbicos, 

radicais livres e outras espécies reativas estão sendo produzidos 

continuamente durante o metabolismo celular normal. As espécies 

reativas do oxigênio (ROS) estão envolvidas em uma série de processos 

degenerativos, por serem ou gerarem radicais livres. (FERREIRA; 

BARROS; ABREU, 2009; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015). A 

formação das ROS é determinada pela perda ou ganho de um elétron, 

ficando assim com um elétron desemparelhado. O mecanismo de 

formação de ROS pode ocorrer durante os processos oxidativos 

biológicos, sendo assim formados fisiologicamente nos sistemas 

biológicos a partir de compostos endógenos, ou da mesma forma, 

podem ser oriundos do metabolismo de alguns compostos exógenos ao 

organismo, gerando assim diferentes radicais livres (RENZ et al., 2003).  

Os radicais livres têm causas diferentes e distintos alvos 

celulares, nomeadamente proteínas, carboidratos, lipídios e ácidos 

nucleicos. Por esse motivo, muitas doenças foram associadas ao estresse 

oxidativo, como aterosclerose, diabetes e câncer (HALLIWELL; 

GUTTERIDGE, 2015). Há, também, muitas evidências de influência 

dos ROS em doenças degenerativas, como ocorre na catarata, efisema, 
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artrite, doença de Parkinson, diabetes, câncer e envelhecimento (RENZ 

et al., 2003).  

Espécies reativas de oxigênio pela luz solar, ultravioleta, 

radiação ionizante, reações químicas e processos metabólicos tem uma 

larga variedade de efeitos patológicos, tais como danos ao DNA, 

carcinogênese e degeneração celular relatada pela idade 

(KITZBERGER, 2005).  

As defesas antioxidantes podem ser endógenas ou adquiridas 

através da dieta. Os compostos naturais surgiram como protagonistas 

para a obtenção de compostos antioxidantes, devido ao reconhecimento 

da relação inversa entre a ingestão dietética de antioxidantes naturais e a 

incidência de doenças humanas, levando, assim, a um crescente 

interesse mundial no uso de antioxidantes naturais em alimentos, 

cosméticos e indústrias farmacêuticas (TAOFIQ et al., 2016; 

VALVERDE et al., 2015). 

Nesse sentido, os cogumelos foram relatados como uma fonte de 

vários antioxidantes. Estes incluem compostos fenólicos, vitamina C, E 

e carotenóides (FERREIRA et al., 2009). No geral, estudos sugerem que 

os extratos/compostos de cogumelos podem ser ingredientes 

potencialmente bioativos para uso na formulação de alimentos 

funcionais, bem como antioxidantes naturais em sistemas alimentares 

(DUBOST; OU; BEELMAN, 2007; KAEWNARIN et al., 2016; 

KIMATU et al., 2017; TEL et al., 2015). 

Os antioxidantes sintéticos são amplamente utilizados pela 

indústria alimentícia. No entanto, a sua segurança e seus possíveis 

efeitos adversos quando usados como aditivos alimentares vem sendo 

questionados (ANDRADE, 2015). Já os antioxidantes naturais, como as 

vitaminas e os polifenóis, podem ser uma alternativa a estas substâncias, 

além do fato de apresentarem papéis importantes na prevenção de 

doenças associadas aos radicais livres (SOARES; ANDREAZZA; 

SALVADOR, 2003; ZHENG; WANG, 2001). 

Dois grandes grupos estão relacionados aos efeitos de 

antioxidantes naturais: antioxidantes hidrofílicos, que compreendem 

ácido ascórbico e compostos fenólicos, e antioxidantes lipofílicos, como 

tocoferóis e carotenoides. Sendo assim, diversas técnicas são utilizadas a 

fim de determinar o potencial antioxidante in vitro de diferentes 

compostos, o que permite uma rápida seleção de substâncias e/ou 

misturas potencialmente interessantes na prevenção de doenças crônico-

degenerativas. Dentre estes métodos destacam-se o sistema de co-

oxidação do β-caroteno/ácido linoléico e o método de sequestro de 

radicais livres, tal como DPPH· (2,2-difenil-1-picrilidrazina) e ABTS 
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2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico) (KAUR; 

KAPOOR, 2001; DUARTE-ALMEIDA et al., 2006). 

 

2.4.1 Compostos fenólicos 

 

Os compostos fenólicos são definidos quimicamente como 

substâncias que possuem anel aromático com um ou mais substituintes 

hidroxílicos, incluindo seus grupos funcionais (LEE et al., 2005). 

Originados do metabolismo secundário das plantas e fungos, os 

compostos fenólicos são essenciais para o seu crescimento e reprodução, 

além disso, se formam em condições de estresse como, infecções, 

ferimentos, radiação ultravioleta, dentre outros (NACZK; SHAHIDI, 

2004). São considerados os componentes antioxidantes mais 

importantes presentes em especiarias e em outros materiais derivados 

das plantas e fungos, e existe uma grande correlação entre a 

concentração de fenólicos e a capacidade antioxidante total (HU; 

SKIBSTED, 2002). Um grande número de plantas aromáticas e 

medicinais contém compostos químicos que exibem propriedades 

antioxidantes, e estes efeitos são devidos principalmente aos compostos 

fenólicos, tais como flavonóides, ácidos fenólicos e diterpenos fenólicos 

(PIETTA; SIMONETTI; MAURI, 1998; MILIAUSKAS; 

VENSKUTONIS; VAN BEEK, 2004). 

Os ácidos fenólicos estão reunidos em dois grupos: derivados do 

ácido hidroxicinâmico e derivados do ácido hidroxibenzoico. Os 

derivados do ácido hidroxicinâmico são compostos fenólicos de 

ocorrência natural que possuem um anel aromático com uma cadeia 

carbônica, constituída por três carbonos, ligada ao anel. Os ácidos p-

cumárico, ferúlico, caféico e sináptico são os hidroxicinâmicos mais 

comuns na natureza (BELITZ; GROSCH, 1988; DURÁN; PADILLA, 

1993; HARBORNE, 1973). 

Os flavonoides, como a quercitina, capferol e miricetina, são 

polifenóis bioativos que exibem propriedades antioxidantes fortes, 

proporcionando atividade eliminadora direta ao impedir a reação de 

Fenton, relacionada com oxigênio (BRANDI, 1992) e contribuem para a 

prevenção da aterosclerose e do câncer (HOLLMAN; KATAN, 1999). 

A peroxidação lipídica pode desempenhar um papel importante no 

envelhecimento celular e toxicidade de oxigênio em geral. De acordo 

com Mora et al. (1990) e Simões et al. (2010), os flavonoides inibem a 

peroxidação lipídica não enzimática, sendo encontrados em relativa 

abundância entre os metabólitos secundários de vegetais e fungos. 
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2.5 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA 

 

De acordo com Madigan et al. (2004), agentes antimicrobianos 

são compostos naturais e/ou químicos que podem matar ou inibir o 

desenvolvimento de micro-organismos, podendo ocasionar a morte 

destes quando bacteriocidas, fungicidas e virocidas, ou inibi-los quando 

bacteriostáticos, fungiostáticos e viristáticos.  

As substâncias antibióticas ou antimicrobianas representam 

talvez o maior avanço da farmacoterapia nas últimas cinco décadas ou 

mais, com progressos sem limites dentro da terapia com medicamentos 

(LIMA, 2001).  

A ação antimicrobiana de micro-organismos é conhecida há 

muito tempo.  Há centenas de anos médicos chineses utilizavam fungos 

para o tratamento de feridas infecciosas, no entanto, foi em 1929 que 

estas substancias receberam destaque, com a descoberta da Penicilina. O 

fato deu-se a partir de ensaios laboratoriais, com o intuito de cultivar 

bactérias, porém os ensaios foram contaminados com um fungo do 

gênero Penicillium e, em observação Alexander Fleming percebeu que, 

em torno do fungo, as bactérias cultivadas sofriam lise celular. O 

cientista, então, isolou o fungo e verificou que o mesmo secretava 

substância antimicrobiana, a qual hoje é purificada e comercializada. Aí 

deu-se início ao crescimento de pesquisas a fim de descobrir novas 

substâncias com atividade antimicrobiana, contra diversas bactérias, 

fungos e parasitas (CARVALHO, 2007).  

Posteriormente, foi verificado que tanto os micro-organismos 

como os vegetais seriam capazes de elaborar e produzir substâncias com 

potencial atividade antimicrobiana (VALGAS, 2002; LIMA, 2001).  

Atualmente tem-se uma forte tendência na exploração de 

compostos obtidos de fungos, como enzimas, proteínas e 

polissacarídeos, por serem substâncias que apresentam propriedades 

tecnológicas (ALEXANDRE et al., 2010). Estas substâncias muitas 

vezes são submetidas a técnicas de purificação que tem por finalidade a 

concentração do composto de interesse (ALBANI, 2008). 

No Brasil, as pesquisas sobre antimicrobianos de origem 

vegetal tiveram início em 1948 com os pesquisadores CARDOSO e 

SANTOS, 1948 (apud. LIMA, 2001), que avaliaram os extratos de 100 

plantas, utilizadas como anti-inflamatórias e cicatrizantes. Destas, 

somente cinco extratos apresentaram atividade inibitória contra S. 

aureus, E. coli e Proteus X-19, evidenciando que os resultados com a 

atividade biológica de produtos naturais foram escassos. Porém, em 

razão de crescentes problemas associados à terapêutica de diversas 
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infecções, e considerando-se o limitado espectro de ação, assim como os 

efeitos colaterais dos antibióticos, entre outros fatores, os estudos de 

substâncias de origem vegetal adquiriram novas perspectivas (LIMA, 

2001; VALGAS, 2002).  

Dessa forma, alguns estudos consideram os cogumelos uma fonte 

de antibióticos naturais. Metabólitos secundários liberados pelos 

micélios combatem bactérias e vírus e exsudados de micélio de 

cogumelos são ativos contra protozoários que causam malária 

(SMÂNIA, 2003). 

 

2.6 MÉTODOS DE EXTRAÇÃO 

  

A extração é uma operação unitária que tem por objetivo a 

separação de determinadas substâncias a partir de diversas matrizes, 

sólidas ou líquidas, por meio de processos químicos, físicos ou 

mecânicos (EGGERS; JAEGER, 2003). Nos processos de extração, a 

escolha do solvente, a temperatura e a ação mecânica (agitação e 

pressão) são importantes. A extração é influenciada pela estrutura 

molecular do soluto, o tamanho, localização e a ligação com outros 

componentes. As características químicas do solvente e a estrutura e 

composição da matriz natural asseguram que cada sistema material-

solvente mostre comportamento peculiar, o qual não pode ser previsto 

facilmente. Os processos extrativos dependem em grande parte dos 

fenômenos de difusão, sendo que a renovação do solvente desempenha 

um papel importante na velocidade da dissolução, bem como a agitação 

pode determinar a duração do processo extrativo (SOARES et al., 1998; 

TSAO; DENG, 2004).  

As extrações com solventes orgânicos ou água são usualmente 

encontradas nas indústrias química, farmacêutica e alimentícia, 

enquanto que técnicas inovadoras como a ESC e ELP são métodos 

alternativos e promissores para aplicações industriais nessas áreas. Cada 

uma dessas técnicas apresenta vantagens e desvantagens. É importante 

lembrar que o método de extração a ser selecionado para o 

processamento de produtos naturais deve levar em conta três fatores, 

sendo eles a obtenção de produto diferenciado do existente no mercado 

(qualidade, atividade biológica, composição química, estabilidade, 

ausência de traços de solvente), em segundo lugar o custo de manufatura 

mais vantajoso (maior rendimento, menor tempo, menor consumo de 

energia), bem como o fator de redução no impacto ambiental. 

Antes da extração deve-se levar em consideração as 

características do material, o meio extrator e a metodologia empregada 
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no processo de extração (SIMÕES et al., 2010). O solvente escolhido 

deve ser o mais seletivo possível. É graças à seletividade que é possível 

extrair apenas as substâncias desejadas ou maior quantidade das 

mesmas. Como a seletividade depende da polaridade, o conhecimento 

do grau de polaridade do grupo de substâncias que se deseja 

preferencialmente extrair determina o solvente ou mistura de solventes 

que mais se aproxima do ótimo de seletividade para uma determinada 

extração (SMITH et al., 2003; MURGA et al., 2003; GUINDANI, 

2014). 

 

2.6.1 Soxhlet  

 

Com o aparato extrator desenvolvido em 1879, este método, 

desde então vem sendo considerado uma técnica de extração padrão. A 

extração em Soxhlet apresenta vantagens relacionadas ao contato 

constante da amostra com o solvente, a ausência da etapa de filtragem 

ao término da extração, a simplicidade da metodologia e o baixo custo 

do equipamento (CASTRO; PRIEGO-CAPOTE, 2010). Esses fatores 

auxiliaram na popularização dessa técnica. 

A extração em Soxhlet é um método contínuo, considerado um 

caso particular da lixiviação (processo de extração de uma substância 

presente em componentes sólidos através da sua dissolução em um 

líquido). Ainda que seja um método muito utilizado na extração de 

compostos orgânicos, ele apresenta elevado tempo de extração, que 

pode variar de 1 a 72 horas (MIGUEL; ANDRADE, 1989). Além disso, 

a integridade dos compostos extraídos pode ser afetada pela 

decomposição térmica ou pela reação com o solvente, já que, durante a 

extração, o recipiente que contém o solvente e os compostos já 

solubilizados é mantido na temperatura de ebulição do solvente 

(ARAÚJO, 2004). 

Uma das principais vantagens da extração em Soxhlet é a 

recirculação de solvente, que aumenta o coeficiente de partição e a 

eficiência da extração (LUQUE-GARCÍA; CASTRO, 2003). No 

entanto, mesmo após a evaporação do solvente, o extrato pode conter 

resíduos do solvente utilizado na extração, que em alguns casos pode 

levar a restrição da sua aplicação (ANDRADE, 2011). 

A Figura 2 ilustra o extrator Soxhlet. Nesse método, o sólido a ser 

extraído é colocado em um cartucho feito de papel de filtro ou de 

algodão no centro de uma câmara de vidro. O solvente extrator é 

aquecido em um balão contendo solvente e os seus vapores sobem até 

um condensador onde é liquefeito. O líquido permanece na câmara de 
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vidro aumentando de volume e extraindo o sólido até que o nível de 

líquido atinja o topo do tubo de sifão do aparato. Nesse ponto, a pressão 

hidrostática dentro da câmara faz com que o solvente seja sifonado de 

volta ao frasco de destilação. Este processo continua até que todo o 

soluto tenha sido removido do sólido. Trata-se, portanto, de uma 

extração contínua do tipo líquido-sólido (LANÇAS, 2008).  

 

Figura 2 – Extrator Soxhlet. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Lanças (2008). 

 

As maiores desvantagens da extração com Soxhlet em 

comparação a outras técnicas são o longo tempo necessário para a 

extração e a grande quantidade de solvente utilizado, o que representa 

um prejuízo econômico e um problema ambiental. Do mesmo modo, a 

amostra geralmente é extraída no ponto de ebulição do solvente durante 

longos períodos, o que pode resultar na degradação dos compostos 

termolábeis. Além disso, há a necessidade de eliminação do solvente, 

que pode ser incompleta, e o método apresenta baixa seletividade 

(CASTRO; PRIEGO-CAPOTE, 2010). 

 

2.6.2 Extração supercrítica (ESC)  

 

Os solventes são utilizados em larga escala nas indústrias 

químicas, farmacêuticas e alimentícias. Na procura por solventes 
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ecológicos está aumentando o interesse nos fluidos supercríticos para 

uma ampla variedade de aplicações (MAZZUTTI, 2012). 

 Um fluido supercrítico é uma substância cuja temperatura e 

pressão se encontram, ambas, acima de seu estado crítico, conforme 

representado no diagrama de fases da Figura 3. Esta característica 

confere aos fluidos supercríticos propriedades diferentes dos gases e 

líquidos, as quais podem ser utilizadas com diversas vantagens na área 

de extração (LEE; MARKIDES, 1990; LANÇAS; PEREIRA, 1999). A 

temperatura crítica (Tc) é a temperatura mais alta na qual o gás pode ser 

convertido em líquido pelo aumento da pressão. A pressão crítica (Pc) é 

a pressão mais elevada na qual o líquido pode ser convertido em gás 

pelo aumento da temperatura do líquido (GÓMEZ; OSSA, 2002; 

FREITAS, 2007).  

 
Figura 3 – Diagrama pressão-temperatura para um componente puro. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Fonte: Andrade (2011), adaptado de Mukhopadhyay (2000). 

 

Os fluidos supercríticos apresentam elevado poder de solvatação, 

servindo como excelentes solventes, ao mesmo tempo em que sua 

elevada difusividade permite fácil penetração em matrizes complexas, 

auxiliando na remoção dos solutos de interesse (KITZBERGER, 2005; 

LANÇAS, 2008; KALIL et al., 2017).  

Os fluidos supercríticos são os únicos solventes em que seu poder 

de solvatação pode ser controlado por pequenas alterações na pressão 

e/ou temperatura. Sua massa específica é muito maior do que aquela dos 

gases típicos e ligeiramente menor do que aquelas dos líquidos 

orgânicos. Por outro lado, a viscosidade do fluido supercrítico 

assemelha-se à dos gases típicos, e é muito menor do que a dos líquidos 

Esta característica assegura a capacidade elevada da fase fluida para a 
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transferência de massa, fazendo com que os fluidos supercríticos sejam 

escolhidos como solvente da extração (BRUNNER, 1994).  

A extração com fluidos supercríticos é uma operação unitária por 

contato que se fundamenta no equilíbrio e nas propriedades físico-

químicas dos fluidos supercríticos. Esta técnica é particularmente efetiva 

no isolamento de substâncias de massa molar média e polaridade 

relativamente baixa. A principal vantagem da extração supercrítica 

sobre outro processo de separação muito utilizado na indústria (extração 

com solvente) é o fato de que quando utilizado dióxido de carbono 

(CO2) como solvente, as temperaturas do processo de ESC são 

moderadas, de modo que os extratos quase não sofrem hidrólise, 

oxidação, esterificação, caramelização ou outras alterações térmicas 

(MEIRELES, 2003; PEREDA; BOTTINI; BRIGNOLE, 2008).  

A extração supercrítica consiste basicamente de duas etapas: 

solubilização dos compostos presentes na matriz sólida e separação 

desses do solvente supercrítico. Durante a extração, o solvente flui 

através do leito de partículas, solubilizando os compostos presentes na 

matriz vegetal. O solvente sai do extrator carregando as substâncias 

solubilizadas, e por meio da redução da pressão, o extrato é liberado do 

solvente (PEREIRA; MEIRELES, 2010). 

As aplicações da ESC na indústria de alimentos, fármacos e 

cosméticos são inúmeras. Alguns exemplos de processos consolidados 

que utilizam a extração com fluido pressurizado são a remoção de 

nicotina do tabaco e cafeína do café e chás, extração de aromas, óleos 

essenciais e antioxidantes, extração de óleos de sementes oleaginosas, 

extração de ervas medicinal e produção de extrato de lúpulo para a 

produção de cervejas. O único resíduo acumulado ao final do processo 

ESC é o sólido do qual foi extraído o soluto. Como a matéria-prima é 

uma matriz biológica ou parte desta, o resíduo pode ser incorporado ao 

solo sem prejuízo ao meio-ambiente. Em alguns casos, como na 

extração da cafeína do café, tanto o resíduo (grãos de café 

descafeinados) quanto o extrato (cafeína) são produtos comercializáveis 

(MUKHOPADHYAY, 2000).  

O fluido supercrítico mais usado é o dióxido de carbono, com 

suas propriedades críticas de temperatura e pressão estabelecidas em 

31,1 °C e 7,38 MPa, respectivamente. O CO2 é barato, ecológico, seguro 

e apresenta alta difusividade combinada com força de solvente 

facilmente ajustável. Na temperatura e pressão ambiente o CO2 é 

gasoso, o que torna a recuperação do analito muito simples e livre de 

solventes. Além disso, na preparação de amostras de produtos naturais e 

alimentos é importante a capacidade de operar em baixas temperaturas 
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usando um meio não oxidante, o que permite a extração de compostos 

termicamente lábeis ou compostos facilmente oxidáveis (BRUNNER, 

1994; HERRERO et al., 2010).  

Na ESC de produtos naturais utilizando CO2 como solvente, 

geralmente são extraídas misturas que contenham substâncias apolares e 

moderadamente polares. O emprego de modificadores orgânicos, 

chamados cossolventes, é capaz de alterar a polaridade do fluido 

supercrítico e aumentar o seu poder de diluição no composto de 

interesse. Estes modificadores também podem reduzir a interação 

composto-matriz melhorando a sua extração quantitativa (LI, 2008; 

HERRERO et al., 2010). A seleção do solvente é baseada nos 

parâmetros de solubilidade e na polaridade do componente de interesse 

e solvente.  

A Figura 4 ilustra um esquema simplificado do processo de ESC. 

O solvente pressurizado escoa continuamente através do leito de 

partículas. A matriz sólida o absorve e sua estrutura celular dilata-se, 

sendo que a resistência ao transporte de massa diminui. Na etapa de 

difusão, os componentes solubilizados são transportados para a 

superfície do sólido. Paralelamente, os compostos solúveis são 

dissolvidos pelo solvente. Estes componentes, agora todos dissolvidos, 

fazem parte da fase fluida e escoam para a saída do extrator. Após a 

extração ocorre a etapa de separação em que a pressão do sistema é 

reduzida, o poder de solubilização do solvente extrato diminui 

drasticamente e o soluto precipita. Após a separação, o solvente pode ser 

recirculado no sistema (BRUNNER, 1994; PEREIRA; MEIRELES, 

2010).  

A extração com fluidos supercríticos tipicamente utiliza pressões 

entre 10 e 50 MPa, temperaturas de até 80 °C, razão de alimentação de 

solvente entre 6 e 30 kg de CO2 por kg de amostra, queda de pressão 

máxima de 0,1 MPa, e adição máxima de 20 % de cossolvente 

(KASSING et al., 2010). Os parâmetros que afetam o processo de 

extração supercrítica podem ser divididos em dois grupos principais. O 

primeiro grupo inclui características específicas do material, como 

massa específica, superfície específica, diâmetro do poro, porosidade, 

geometria e teor de umidade. O segundo grupo inclui parâmetros do 

processo como pressão e temperatura de extração, vazão do solvente, 

tempo e temperatura e pressão de separação (MARTÍNEZ; VANCE, 

2008). 
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Figura 4 – Fluxograma simplificado do processo de ESC. 

 
 

Fonte: Pereira; Meireles (2010). 

 

2.6.2.1 Curvas globais de extração  

 

A representação da cinética da ESC é feita através da construção 

da curva de extração, que se caracteriza como um gráfico da massa 

acumulada de extrato em função do tempo de extração. Este gráfico 

fornece informações sobre o comportamento cinético da extração, 

possibilitando a determinação do tempo de ciclo mais viável para um 

processo de ESC. A curva obtida depende dos parâmetros de processo e 

dos fenômenos que ocorrem no leito fixo durante a extração. São vários 

os fatores que afetam o comportamento das curvas de extração, como 

por exemplo, vazão de solvente utilizada e tamanho da partícula 

formadora do leito. Desta forma, é difícil fazer a comparação entre 

curvas obtidas a partir de matérias-primas diferentes e de diferentes 

equipamentos, mas as informações que elas podem fornecer como a 

duração da taxa constante de extração, são úteis para comparar uma 

série de experimentos com o mesmo substrato e o mesmo equipamento 

(BRUNNER, 1994).  

De acordo com a literatura, as curvas de extração são divididas 

em três períodos, controlados por diferentes mecanismos de 

transferência de massa. Na Figura 5 estão representados os períodos: (1) 

período de taxa constante de extração (CER, do inglês Constant 
Extraction Rate); (2) período de taxa decrescente de extração (FER, do 

inglês Falling Extraction Rate) e (3) período difusional (DCP, do inglês 
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Diffusion Controlled Period) (SOVOVÁ, 1994; TALANSIER et al., 

2008; MEZZOMO; MARTÍNEZ; FERREIRA, 2009; PEREIRA; 

MEIRELES, 2010).  

 

Figura 5 – Curva de ESC com representação das três etapas da extração. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Martinez (2005). 

 

No período CER, o soluto está facilmente acessível na superfície 

das partículas da matriz. Nesta situação o processo de transferência de 

massa é controlado pela convecção (escoamento do solvente). Vários 

autores têm demonstrado que durante este período, aproximadamente 

entre 50 e 90 % da quantia total de extrato é obtida. Em geral, este 

período pode ser caracterizado pelos seguintes parâmetros: tCER 

(duração do período CER, s); YCER (razão mássica de soluto na saída 

do leito); MCER (taxa de transferência de massa, kg.s
-1

) e RCER 

(rendimento do período CER). No período FER, a taxa de transferência 

de massa decresce rapidamente como resultado da diminuição da 

transferência de massa por convecção e passa a ser significativo o 

processo de transferência de massa por difusão. O período difusional é 

caracterizado pela ausência de soluto facilmente acessível na superfície 

das partículas e predomínio do fenômeno difusivo no sólido 

(MAZZUTTI, 2012; ANDRADE, 2015). 
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2.6.3 Extração com líquido pressurizado (ELP) 

 

A extração com líquido pressurizado (ELP) pode ser considerada 

uma tecnologia verde para a extração de compostos bioativos de 

alimentos e plantas, quando se faz uso de solventes green. É uma 

técnica que permite uma extração rápida dos analitos, geralmente 

empregando períodos de tempo inferiores a 60 minutos, num ambiente 

inerte sob alta pressão, normalmente igual ou menor que 20 MPa e 

temperaturas entre 25 e 200 °C. Por permitir o uso de solventes a 

temperaturas acima do seu ponto de ebulição, tem as propriedades de 

solubilidade e transferência de massa melhoradas, resultando em um 

aumento na eficiência de extração em comparação com as técnicas 

realizadas a temperatura ambiente e pressão atmosférica (RICHTER et 

al., 1996; CAMEL, 2001). 

No ano de 1995, a empresa Dionex Corporation apresentou pela 

primeira vez um aparato de ELP chamado de Tecnologia de Extração 

Acelerada por Solvente (Acelerated Solvent Extraction - ASE
®

). Esta 

técnica também é conhecida como extração de solvente pressurizado; 

extração líquida pressurizada e extração de solvente reforçada. Quando é 

utilizado água como solvente de extração, a técnica é referida como 

extração de água quente pressurizada, extração de água subcrítica ou 

extração de água superaquecida (MUSTAFA; TURNER, 2011).  

Uma grande vantagem desta técnica sobre os métodos 

convencionais de extração por solventes conduzidos à pressão 

atmosférica está relacionada ao fato de que os solventes em elevadas 

pressões (até 200 bar) e temperaturas (até 200 °C) permanecem no 

estado líquido bem acima dos seus pontos de ebulição, o que permite a 

melhora da interação analito-solvente, o aumento da solubilidade, a 

redução da viscosidade e da tensão superficial dos solventes e a melhora 

na cinética de dessorção dos compostos bioativos a partir das matrizes. 

Assim, os solventes de extração, tais como o etanol, que não é tão 

eficiente em extrair antocianinas e outros polifenóis em baixas 

temperaturas, podem ser mais eficientes na ELP (SANTOS, VEGGI e 

MEIRELES, 2012; HEO et al., 2014). No estado líquido, é possível 

obter rendimentos mais elevados de extração num tempo mais curto 

utilizando volumes significativamente menores de solventes do que em 

métodos de extração convencionais (CASTRO-PUYANA et al, 2013). 

Existem duas configurações possíveis para aplicação desta 

técnica, sendo elas em modo estático ou dinâmico. Na configuração 

estática, o processo de extração consiste em um ou vários ciclos de 

extração com substituição do solvente entre os ciclos (PRONYC; 
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MAZZA, 2009). Enquanto no modo de operação dinâmico, o fluxo é 

determinado e ajustado e, então, o solvente de extração é bombeado a 

uma taxa constante através do recipiente de amostra (MUSTAFA; 

TURNER, 2011). 

Dependendo da matriz da amostra, agentes de papel filtrante, 

dispersantes ou secantes podem ser usados para facilitar a eficiência da 

extração. Pérolas de vidro podem ser usadas como agentes dispersantes 

quando não há necessidade de absorção de umidade da amostra. Os 

agentes de dispersão também são usados para preencher a célula de 

extração e reduzir o consumo de solventes (SAITO et al, 2004). 

O processo de extração pode ser explicado em dois estágios, 

primeiramente iniciando com o controle de solubilidade seguida de uma 

fase controlada por difusão. Em matrizes de amostras controladas por 

dispersão, geralmente há fortes interações entre matrizes e analitos, ou 

longos caminhos de difusão para que os analitos passem pela matriz da 

amostra. Neste caso, a temperatura do solvente e o tamanho de partícula 

podem ser fatores críticos para melhorar a eficiência de extração. Dessa 

forma, para evitar longos tempos de extração, aumentar a temperatura 

e/ou reduzir o tamanho das partículas é uma alternativa viável. Enquanto 

em matrizes de amostras controladas por solubilidade, as interações 

analito-matriz são bastante fracas e a taxa de extração depende 

principalmente da partição do analito entre a matriz e o fluido de 

extração. Neste caso, o rendimento é aumentado usando uma 

substituição (reciclo) mais frequente do solvente de extração (TURNER 

et al., 2001; PRONYC; MAZZA, 2009). 

O método de extração por ELP é considerado adequado para uma 

ampla gama de solutos, polares a não polares. Estudos apontam, no 

entanto, uma série de fatores que afetam a extração, dentre eles o tipo de 

solvente, tempo de extração, temperatura, tamanho de partícula e teor de 

água da amostra (CAMEL, 2001; MUSTAFA; TURNER, 2011). 

 

2.6.4 Extração sequencial (ES) 
 

O dióxido de carbono é o fluido no estado supercrítico mais 

aplicado em alimentos e produtos farmacêuticos. No entanto, a extração 

utilizando dióxido de carbono supercrítico (CO2-SC) é restrita para 

substâncias apolares ou de baixa polaridade. Diante dessa situação, uma 

alternativa para a utilização de CO2-SC na separação de compostos mais 

polares, é utilizar água ou etanol como cossolvente com objetivo de 

aumentar a polaridade (BITENCOURT et al., 2014). 
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Além disso, a utilização de técnicas de extração que envolvem 

várias etapas sequenciais com CO2-SC e combinações de CO2-SC, 

etanol, e água pressurizados têm sido muito bem sucedidas na extração e 

fracionamento antocianinas e fenólicos (SEABRA et al., 2010; PAULA 

et al., 2013; PAULA et al., 2014; GARMUS et al., 2014) obtendo-se 

extratos enriquecidos em compostos de interesse. 

De acordo com Brunner (1994), para um extrato com muitos 

componentes, uma extração em vários estágios pode gerar diferentes 

produtos se os componentes apresentarem diferentes polaridades, massa 

e pressão de vapor. Cada estágio de extração pode ser delineado com 

diferentes condições de processos e solventes distintos (PEREDA; 

BOTTINI; BRIGNOLE, 2008). 

Na extração supercrítica sequencial é possível realizar uma 

primeira extração operando a baixa densidade de CO2 quando, por 

exemplo, em baixa pressão de operação, seguida por uma segunda etapa 

de extração com alta densidade de CO2, em alta pressão operacional 

(BISCAIA; FERREIRA, 2009). Ainda dentro do processo de extração 

supercrítica sequencial, pode-se adicionar uma etapa de 

despressurização rápida do sistema, entre duas etapas de extração 

supercrítica. Estudos prévios de extração supercrítica com etapas de 

descompressão do CO2 relataram aumento no rendimento (SMITH JR et 

al., 2003; PEREIRA, 2002; SETIANTO, 2009; SANTOS; MEIRELES, 

2011).  

A otimização do processo de extração por aplicação de uma 

rápida despressurização do CO2 é atribuída aos efeitos de libertação de 

pressão na modificação da membrana celular devido à expansão rápida 

de gás, aumentando a disponibilidade de substâncias extraíveis no 

solvente (SMITH JR et al., 2003; SETIANTO, 2009). É observado que 

o trajeto percorrido pelos compostos é menor e a transferência de massa 

aumenta se o material, matriz, é triturado, e suas células destruídas. Isso 

porque a resistência do transporte pelas membranas diminui ou torna-se 

irrisório (BRUNNER, 1994). 

 

No estudo realizado por Bitencourt et al. (2014), a extração 

sequencial em leito fixo utilizando solventes green provou ser uma 

excelente alternativa aos solventes orgânicos para extrair e fracionar 

saponinas de raízes de ginseng brasileiro. O processo foi seletivo de 

acordo com a polaridade do solvente, dando frações enriquecidas em 

diferentes grupos de compostos. Em outro trabalho, realizado por 

Garmus et al., (2014) percebeu-se que a extração sequencial é um 
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método efetivo para a obtenção de extratos diferenciados utilizando a 

mesma matéria-prima.  

 

2.7 ESTADO DA ARTE 

 

A sociedade tem buscado cada vez mais hábitos de alimentação 

saudáveis, devido ao aumento de doenças relacionadas ao estilo de vida 

atual. Sendo assim, as preocupações relacionadas à saúde estão se 

tornando cada vez mais importantes.  

Além disso, a sociedade de hoje é mais consciente dos efeitos 

colaterais potenciais dos medicamentos e está procurando alternativas 

terapêuticas inovadoras. Assim, o uso de compostos naturais na 

prevenção de várias doenças e manutenção da saúde tem motivado 

pesquisas e despertado o interesse da população.  

Tem-se percebido uma elevada demanda por alimentos 

funcionais, que forneçam os nutrientes indispensáveis ao organismo e 

proporcionem benefícios adicionais à saúde. O emprego dos cogumelos 

comestíveis nesse âmbito vem aos poucos se ampliando, na medida em 

que as pessoas conhecem melhor o alimento e seus benefícios.  

O cogumelo Pleurotus sajor-caju, também conhecido como 

cogumelo ostra, é um fungo de fácil cultivo e que apresenta, além do 

alto valor nutricional, compostos com atividade biológica, sendo 

reconhecido na literatura científica por sua ação antimicrobiana, 

antioxidante, anti-inflamatória, antidiabética e antitumoral. Tais relatos 

justificam o estudo de técnicas que obtenham seus extratos e 

possibilitem a sua posterior aplicação. 

A busca por compostos bioativos de alta qualidade impulsiona as 

pesquisas acerca de fontes naturais e, na atualidade, cada vez mais se 

busca uma produção mais limpa e com menor geração de resíduos. 

Como usualmente os solventes são utilizados no processo de obtenção 

destes compostos e não são incorporados ao produto final é necessária 

uma etapa subsequente para a sua remoção, podendo haver geração de 

uma grande quantidade de resíduo. Logo, a pesquisa por solventes 

alternativos que tenham um ciclo funcional mais verde se faz necessária, 

reduzindo o impacto ambiental e também garantindo a obtenção de 

produtos de qualidade. Nesse âmbito, pode-se destacar o uso de fluidos 

supercríticos e líquidos pressurizados como técnicas viáveis de extração.  

Levando em conta a preocupação com a questão ambiental, é 

imprescindível alcançar um processo viável de fabricação industrial. A 

extração supercrítica e com líquido pressurizado são consideradas 

tecnologias verdes, que não agridem o meio ambiente. Com base em 

50



 

 

estudos já existentes, a ESC tem se mostrado uma tecnologia potencial 

para obtenção de antimicrobianos, enquanto a ELP é considerada um 

dos métodos promissores para a obtenção de antioxidantes naturais. 

Tendo em vista o fato de a literatura reportar estudos de atividade 

biológica para extratos obtidos a partir do cogumelo P. sajor-caju 

somente empregando extrações com solventes orgânicos, à pressão 

atmosférica (MIZUNO; ZHUANG, 1995; CARBONERO et al., 2003; 

NGAI; NG, 2004; PRAMANIK et al.; 2005; CARBONERO et al., 

2012; KANAGASABAPATHY et al., 2012; SATITMANWIWAT et 

al., 2012; ALVES et al., 2013; FINIMUNDY et al., 2013; REIS et al., 

2015; VALVERDE et al., 2015; CONTESSA et al., 2016; 

FINIMUNDY et al., 2018), optou-se por avaliar o potencial 

antimicrobiano e antioxidante de extratos obtidos a partir de tecnologias 

a alta pressão [por ESC, ELP e ES (ESC seguida de ELP)], em caráter 

de inovação, para posterior comparação com aqueles obtidos a baixa 

pressão utilizando solventes orgânicos.  

Esse estudo apresenta grande importância considerando o fato 

desta espécie de cogumelo ter seu potencial biológico muito conhecido e 

reportado pela literatura. Até o momento esse cogumelo não foi 

explorado quanto ao uso de processos a alta pressão, visando a extração 

dos compostos bioativos de P. sajor-caju, além disso, excelentes 

resultados encontrados em trabalhos anteriores no LATESC, realizados 

com outras espécies de cogumelos, demonstraram forte potencial da 

tecnologia a alta pressão na potencialização das atividades biológicas 

dos extratos obtidos.  
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

O trabalho foi realizado nas dependências da Universidade 

Federal de Santa Catarina (UFSC), no Departamento de Engenharia 

Química e Engenharia de Alimentos (EQA). A obtenção dos extratos, 

bem como as análises de atividade antioxidantes foram realizadas no 

Laboratório de Termodinâmica e Tecnologia Supercrítica (LATESC). Já 

as análises cromatográficas foram desenvolvidas na Central de Análises 

do EQA, enquanto as análises antimicrobianas foram realizadas em 

parceria com o Laboratório de Bioprocessos do Departamento de 

Microbiologia, Imunologia e Parasitologia (MIP) do Centro de Ciências 

Biológicas (CCB) da UFSC.  

 

3.1 MATÉRIA-PRIMA 

 

A amostra de cogumelo ostra P. sajor-caju desidratado (Figura 

6), lote 299/17, utilizado nas extrações foi adquirida junto à empresa 

Cogubras, de Curitiba – PR. A matéria-prima era composta por 

cogumelos de diferentes estágios de maturação e todo o corpo de 

frutificação foi utilizado.  

O cogumelo P. sajor-caju foi recebido já seco, porém o teor de 

umidade final foi alcançado após uma etapa posterior de secagem, 

durante 4 h em estufa com circulação de ar, mantendo a temperatura de 

50 °C, conforme procedimento aplicado pela empresa fornecedora. Esta 

etapa de secagem foi realizada para facilitar a moagem da matéria-

prima. A cada hora, as características da matéria-prima passaram por 

conferência, visando encontrar o ponto ideal de secagem em que 

pudesse ser moída e, evitando, assim, a perda de grande conteúdo de 

amostra. Os cogumelos foram moídos em moinho de facas tipo Willey, 

empacotados em saco plástico identificado e armazenados em 

congelador doméstico a -18 °C.  
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Figura 6 – Cogumelo P. sajor-caju desidratado (a) e amostra após a moagem (b) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(a)                                               (b) 
 

Fonte: O autor (2017). 

 

3.2 CARACTERIZAÇÃO DA MATÉRIA-PRIMA 

 

O teor de umidade das amostras de cogumelo P. sajor-caju 

desidratado e moído foi determinado por secagem direta em estufa a 

105 °C, conforme descrito pelo método 925.09 da AOAC (2005).  

Foram medidos 5 g de amostra em balança com precisão ao 

décimo de miligrama (Shimadzu, AY220, ± 0,0001 g, São Paulo/SP), 

dispostas em cápsulas de alumínio as quais foram previamente 

aquecidas a 105 °C durante 1 h em estufa (Odontobrás, Brasil, Brasil) e 

resfriadas até a temperatura ambiente em dessecador. As amostras 

permaneceram durante 24 h em estufa a 105 °C, foram resfriadas em 

dessecador até temperatura ambiente e, então, tiveram as massas 

medidas novamente.  

Para o cálculo do teor de umidade utilizou-se a Equação 1:  

 

   Teor de umidade e substâncias voláteis (%) = 
       

  
  𝑥 100         (1) 

 

onde mi é a massa inicial da amostra (g) e mf é a massa final da amostra 

(g). O ensaio foi realizado em triplicata e o resultado expresso como 

média ± desvio padrão.  

 

O diâmetro médio de partícula da amostra de cogumelo P. sajor-

caju após a etapa de moagem foi determinado por meio do cálculo 

proposto por Gomide et al. (1983). Nessa determinação, mediram-se 

100 g de amostra em balança com precisão de 0,02 g (Gehaka, BG 

2000, ± 0,02 g São Paulo/SP). Posteriormente, as amostras foram 

dispostas em agitador de peneiras (Bertel Metalurgic, Caieiras/SP) e 
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agitadas durante 30 min com peneiras da série Tyler de 20, 25, 32, 48, 

65 e 80 Mesh (W.S. Tyler, Wheeling, EUA), em duplicata. A massa das 

frações retidas (xi) foi medida e o diâmetro médio de partículas (Dp) foi 

calculado de acordo com as equações. O diâmetro médio de partícula foi 

expresso em milímetro (mm). 

 

                            Dp = √
∑

  

   
 
   

∑
  

    
 
   

                                    (2) 

                               

                        

                             xi = 
  

 
                                                (3) 

 

onde: Dp = diâmetro médio superficial das partículas (mm); 

Dpi = diâmetro médio da peneira i (mm); 

mi = massa de amostras retidas na peneira i (g); 

m = massa total das peneiras (g); 

n = número total de frações. 

 

3.3 EXTRAÇÃO A BAIXA PRESSÃO 

 

O processo de extração a baixa pressão do cogumelo P. sajor-

caju foi efetuado com o objetivo de comparar os resultados obtidos à 

extração supercrítica e extração com líquido pressurizado em termos de 

rendimento e atividade biológica.  

 

3.2.1 Soxhlet  

 

A extração em Soxhlet foi realizada de acordo com a metodologia 

da AOAC (2005), utilizando os solventes orgânicos etanol (P. A. 99,8 % 

NEON, Vila Prudente, São Paulo) e hexano (P. A. Lafan, Várzea 

Paulista, São Paulo), que possuem polaridades distintas, nos valores de 

5,2 e 0, respectivamente (BYERS, 2007; MAZZUTTI, 2012).  

A estrutura do sistema é composta de manta de aquecimento, 

balão de fundo redondo com solvente, aparato Soxhlet, cartucho de 

papel filtro com amostra, condensador e banho termostático. A Figura 7 

apresenta o sistema utilizado para extração em Soxhlet. 

Para cada extração, 5 g de amostra foram envolvidas em um 

cartucho de papel filtro e inseridas no extrator. O balão foi preenchido 

com 150 mL de solvente, garantindo uma proporção de 1:30 (m/v). No 
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processo de extração o solvente foi aquecido até sua temperatura de 

ebulição por uma manta (Fisatom 102E, São Paulo/SP). O vapor do 

solvente sobe até o condensador, resfria e condensa gotejando sobre a 

matriz vegetal, solubilizando os compostos. Quando a mistura 

soluto/solvente preenche o sifão, este é esvaziado, retornando ao balão 

onde é novamente aquecido e o processo de refluxo é repetido até o final 

de extração. As extrações foram realizadas durante 6 h, em duplicata e 

os extratos brutos obtidos foram submetidos à rotaevaporação à vácuo 

para o processo de eliminação do solvente, conforme item 3.2.2.    

 

Figura 7 – Equipamento para extração em Soxhlet em funcionamento. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
                            Fonte: O autor (2017). 

 

3.2.2 Eliminação do solvente  

 

Os extratos foram evaporados em rotaevaporador (Fisatom, 

modelo 801, São Paulo, Brasil) sob vácuo de 650 mmHg e rotação de 30 

rpm. As temperaturas de evaporação foram ajustadas para valores 

inferiores aos pontos de ebulição dos solventes utilizados, a fim de 

evitar alterações do extrato devido à aplicação de calor. Os extratos 

foram acondicionados em frascos âmbar e armazenados em congelador 
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doméstico a -18 °C. Os resultados de rendimento foram expressos como 

média ± desvio padrão. 

 

3.4 EXTRAÇÃO SUPERCRÍTICA 

 

Os experimentos de extração supercrítica realizados visaram 

determinar as condições de temperatura e pressão que resultam em 

maiores valores de rendimento global e também produzem os melhores 

parâmetros de qualidade dos extratos (composição e atividade 

biológica). A unidade de extração supercrítica utilizada neste trabalho 

foi desenvolvida pelo Laboratório Thermische Verfahrenstechnik da 

Technische Universität Hamburg-Harburg (TUHH), na Alemanha 

(ZETZL; LOZANO; BRUNNER, 2007) e está representado na Figura 8. 

A unidade de extração opera até uma pressão máxima de 300 bar e 

vazões de solvente de 1,67 g.min
-1

 a 36,67 g.min
-1

. 

O equipamento descrito foi empregado para a determinação do 

rendimento global de extração, com o emprego de dióxido de carbono 

puro ou com cossolvente. Os ensaios foram realizados através do 

método dinâmico de extração que se caracteriza pela passagem contínua 

do solvente supercrítico pela matriz sólida (FERREIRA et al., 1999). 

 

Figura 8 – Extrator supercrítico.  

 

 

 

                 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 
 

Fonte: O autor (2017).                                              
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3.4.1 Procedimento experimental 

 

O procedimento experimental de ESC foi baseado em trabalhos 

anteriores desenvolvidos pelo grupo de pesquisa do LATESC 

(MICHIELIN et al. 2005; ANDRADE et al. 2012; MEZZOMO et al. 

2013, MAZZUTI, 2016). Conforme o fluxograma apresentado na Figura 

9, a unidade supercrítica contém um cilindro de CO2 (1) com 99,9 % de 

pureza (White Martins) com tubo pescador que alimenta diretamente a 

linha de extração com uma pressão de 60 bar. A linha de solvente é 

imersa em um banho termostático (9) (Thermo Haake, C10 – K10, 

Alemanha) programado para manter a temperatura inferior a 0 ºC, 

garantindo assim que o CO2 esteja no estado líquido antes de sua 

entrada em uma bomba (5) (Maximator, booster M111, Alemanha). 

Essa bomba trabalha alimentada por uma linha de ar comprimido, 

filtrado e ajustado na pressão de trabalho.  

Durante o funcionamento, a bomba encaminha o CO2 

pressurizado à linha de extração, passando pelo extrator (3), que consiste 

de um cilindro de aço inox encamisado de 31,6 cm de altura, 2,0 cm de 

diâmetro interno e volume de 103,3 mL, com extremidades rosqueadas. 

O banho termostático de aquecimento (10) é mantido a uma temperatura 

constante de 65 ºC, de modo a evitar o congelamento da linha e da 

válvula micrométrica (V4) durante a despressurização da mistura 

soluto/solvente. A temperatura de operação do extrator é mantida 

constante através de um banho termostático de aquecimento (11) 

(Thermo Haake, DC30 – B30, Alemanha). 
 
  

58



 

 

Figura 9 – Diagrama da unidade de extração. (1) Cilindro de CO2; (2) Reservatório 

de cossolvente; (3) Coluna de extração; (4) Frasco coletor; (5) Bomba de CO2; (6) 

Bomba de cossolvente; (7) Rotâmetro; (8) Compressor de ar; (9) Banho de 

resfriamento do CO2; (10) Banho termostático; (11)- Banho de aquecimento da 

coluna de extração. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Mazzutti (2012). 

 

A identificação das válvulas é representada por V e os 

manômetros são indicados pela letra M, onde: 

V1 – Válvula de entrada de ar comprimido na bomba;  

V2- Válvula de CO2 no extrator;  

V3 – Válvula de saída de CO2 no extrator;  

V4 – Válvula de expansão (micrométrica)  

M1 – Manômetro de controle do cilindro de CO2;  

M2 – Manômetro de controle da bomba;  

M3 – Manômetro de controle do extrator. 

 

No início do processo de extração as válvulas V2, V3 e V4 são 

mantidas fechadas. O cilindro (1) é aberto e a bomba (5) é acionada 

através da regulagem do ar comprimido (V1) estabelecendo a pressão de 

trabalho desejada, ou seja, multiplica a pressão do ar comprimido para o 

sistema na ordem 1:130. Após a obtenção da pressão de trabalho 

desejada o fluxo de CO2 é aberto e mantido constante através da 
regulagem das válvulas V3 e V4, auxiliando na despressurização da 

mistura solvente + solutos. Após passar pela V4, o soluto é coletado em 

frascos âmbar (4) e o fluxo de CO2 é medido no rotâmetro (7) 

(Automation Products, ABB 10A61, Alemanha). No uso de cossolvente, 

uma bomba de cromatografia líquida de alta eficiência (6) (Waters 515 
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HPLC, UK; pressão máxima de até 340 bar e vazões entre 0,001 a 

10,000 mL.min
-1

) é conectada na linha de extração e a mistura de 

solventes se realiza por meio de adaptador antes da entrada do extrator.  

Os experimentos de extração supercrítica foram divididos em três 

grupos: (i) Curva global de extração com CO2, realizada com a 

finalidade de identificar os períodos cinéticos da extração (seção 3.4.2); 

(ii) Extração global com CO2 como solvente nas condições de 40 °C, 

200 e 300 bar, vazão de solvente de 12 ± 2 g.min
-1

 e tempo de 4 horas; 

(iii) Ensaios de extração com etanol como cossolvente (selecionado com 

base em dados da literatura), adicionado ao CO2 supercrítico nas 

concentrações de 0; 5,0 e 10,0 % (m/m). Os ensaios de ESC com 

cossolvente foram realizados, baseados nos dados de rendimento das 

extrações supercríticas com CO2, na condição de 300 bar, 40 °C, vazão 

de CO2 de 12 ± 2 g.min
-1

, tempo de 4 h. A eliminação do solvente 

presente nesses extratos seguiu o procedimento descrito no item 3.2.2. 

Os resultados dos rendimentos dos extratos foram expressos como 

média ± desvio padrão (item 4.3). 

 

3.4.2 Determinação da cinética de extração  
 

A curva global de extração fornece informações sobre o 

comportamento cinético do experimento, possibilitando a determinação 

do tempo de ciclo mais viável para um processo. No ensaio para a 

determinação da cinética de extração a coluna foi preenchida com 23 g 

de matéria-prima, correspondendo à metade do leito, o que permitiu a 

formação de um leito de partículas com altura de pelo menos o dobro do 

diâmetro do extrator considerando-se que, com esta relação entre altura 

e diâmetro do leito, a dispersão axial pode ser desprezada. Os ensaios 

foram realizados com CO2 puro a uma vazão de 12 ± 2 g.min
-1

, pressão 

de 200 bar e 40 ºC, durante 7 horas, baseados em resultados obtidos no 

LATESC por Kitzberger et al. (2009) e Mazzutti et al. (2012), os quais 

estudaram a extração supercrítica do cogumelo shiitake e do sol, 

respectivamente. 

Os frascos de coleta tiveram sua massa determinada e a coleta do 

soluto extraído foi realizada em intervalos de tempo pré-determinados. 

Após 5 minutos da coleta, a massa dos frascos foi novamente medida e 

determinou-se a massa de extrato obtida em função do tempo.  

Os tempos de cada um dos períodos de extração foram calculados 

a partir da construção da curva de extração. Os tempos tCER e tFER 

representam o final das etapas constante e decrescente de extração, 

respectivamente. A taxa de transferência de massa na etapa CER (MCER) 
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foi obtida a partir de regressão linear da curva de extração no período 

CER, realizada com o auxílio do software Microsoft Excel, enquanto a 

concentração de soluto na fase solvente na etapa CER (YCER) foi 

determinada pela razão entre MCER (taxa de transferência de massa) e 

QCO2 (vazão de dióxido de carbono). Os valores experimentais de massa 

de extrato acumulada estão apresentados no Apêndice A. 

 

3.5 EXTRAÇÃO COM LÍQUIDO PRESSURIZADO 

 

As extrações com líquido pressurizado foram realizadas 

utilizando uma unidade desenvolvida no LATESC (LASTA, 2017), 

conforme ilustrado na Figura 10. O solvente utilizado foi o etanol 99,8 

% (NEON, São Paulo, Brasil) devido a sua polaridade e de modo a ser 

utilizado como base comparativa ao método convencional de extração 

por Soxhlet. 
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Figura 10 – Equipamento de extração com líquidos pressurizados. (a) Imagem do 

equipamento desenvolvido no LATESC. (b) Fluxograma de ELP. 
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(b) 
Fonte: O autor (2017). 

 

Na unidade de ELP ilustrada esquematicamente na Figura 10, o 

solvente (1) é bombeado através da bomba de líquidos de alta eficiência 

(2) (Waters 515 HPLC, UK), passando através de uma célula de 
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extração em aço inox encamisada preenchida com a amostra, algodão e 

pérolas de vidro (4) (25,0 cm de altura, 1,25 cm de diâmetro interno e 

volume de 30,7 mL, com extremidades rosqueadas), a qual é aquecida 

por um banho termostático (3) (MQBMP-01, Microquimica, 

Palhoça/SC) que assegura a temperatura de processo. Duas válvulas de 

bloqueio (5) (HIP, 10-11NFA, USA), uma válvula back pressure (7) 

(Swagelok, KPB series, UK) e um manômetro na entrada da coluna (6) 

(Wika, Germany) foram utilizadas para controlar, manter e observar a 

pressão do sistema.   

 

 

3.5.1 Procedimento experimental de ELP 

 

A ELP foi realizada usando 6 g de cogumelo P. sajor-caju 
desidratado e moído, aferidas em balança analítica (SHIMADZU, 

AY220, São Paulo/SP). Os experimentos de ELP foram divididos em 

três grupos: (i) Curva global de ELP em modo dinâmico usando etanol; 

com a finalidade de identificar os períodos cinéticos da ELP 

(procedimento similar ao descrito no item 3.4.2); (ii) Extração global em 

modo estático utilizando etanol (30 mL, sendo esta a capacidade total do 

leito) à temperatura de 40 e 80 ºC e pressão de 100 bar, durante 25 

minutos e um único ciclo; (iii) Extração global em modo dinâmico 

utilizando etanol à temperatura de 40 e 80 ºC, pressão de 100 bar 

durante 45 minutos a uma taxa de fluxo de solvente de 2 mL/min. No 

primeiro grupo de experimentos a curva de extração foi obtida coletando 

o extrato de 3 em 3 minutos e após 12 minutos de extração a cada 5 

minutos, totalizando 92 minutos de ensaio.  

Os ensaios foram realizados em duplicata e os extratos recolhidos 

foram rotaevaporados, conforme procedimento descrito na seção 3.2, e 

armazenado posteriormente em freezer a -18 °C. Os resultados dos 

rendimentos dos extratos foram expressos como média ± desvio padrão 

(seção 4.3). 

 

3.6 EXTRAÇÃO SEQUENCIAL 

 

No presente estudo a Extração Sequencial (ES) compreende duas 

etapas de extração, sendo ESC o primeiro passo, seguido de ELP (2º 

passo), realizado em ambos os extratores (Figura 9 e 10, para o passo 1 

e 2, respectivamente), em sequência,  sendo os extratos recolhidos em 

diferentes frascos. A análise foi reproduzida em duplicata. A primeira 

etapa foi realizada seguindo o procedimento experimental para ESC a 
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300 bar e 40 °C por 4 h, cujas condições foram selecionadas 

considerando o maior rendimento de ESC, conforme apresentado na 

Seção 4.3. Dando sequência, o resíduo da ESC foi coletado (sólidos 

após ESC), o leito fixo para a ELP foi preparado e a segunda etapa 

iniciada (segundo passo da ES). A etapa ELP foi conduzida a 100 bar, 

25 minutos de tempo estático, na temperatura de 80 °C, sendo esta 

condição selecionada de acordo com o potencial antioxidante dos 

extratos analisados (seção 4.5), aliado à economia de solvente e energia 

gastos no processo. Os experimentos foram realizados com etanol como 

solvente, bombeado pela bomba de HPLC diretamente para a célula de 

extração. Os extratos, coletados em distintos frascos de vidro, foram 

armazenados sob refrigeração e ausência de luz para posterior remoção 

de solvente por evaporador rotativo. 

 

3.7 DETERMINAÇÃO DO RENDIMENTO GLOBAL (X0) 

 

O rendimento global de extração (Xo) foi calculado através da 

razão de massa de extrato de P. sajor-caju (mextrato) obtida e a massa de 

amostra (mamostra) utilizada para realizar a extração. Os ensaios foram 

realizados em duplicata e o resultado expresso como média ± desvio 

padrão. 

 

 

   (
        

        
)𝑥                            (4)     

 

 

3.8 DETERMINAÇÃO DO TEOR DE FENÓLICOS TOTAIS 

 

A determinação do teor de compostos fenólicos totais (TFT) 

presentes nos extratos foi realizada no LATESC utilizando o método 

espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu, baseado na metodologia de 

KOSAR et al. (2005). Este método está associado ao aparecimento da 

coloração azul devido à oxidação dos compostos fenólicos em meio 

básico (PESCHEL et al., 2006).  

Para a análise dos resultados foi necessário preparar uma curva 

analítica de ácido gálico, com o objetivo de representar a absorbância da 

amostra frente a concentração de ácido gálico. Os extratos foram 

diluídos nos solventes utilizados durante sua extração, em uma 

concentração de 10 mg.mL
-1

. O meio reacional foi preparado em 
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triplicata para cada amostra de extrato, em tubos de Eppendorf de 

1,5 mL, e cada triplicata teve um branco.  

Os reagentes foram adicionados na seguinte ordem: 0,6 mL de 

água, 10 µL de amostra, 50 µL do reativo de Folin. Agitou-se a mistura 

e adicionou-se 150 µL de solução 20 % de carbonato de sódio, 

aguardando repousar por 1 min e, então, inseriu-se 190 µL de água para 

completar o volume de 1 mL. Após adicionar todos os reagentes, os 

tubos foram homogeneizados e incubados durante 2 h à temperatura 

ambiente e na ausência de luz. A leitura das absorbâncias das amostras 

foi realizada em espectrofotômetro (Femto 800 XI, São Paulo/SP) 

calibrado com água e ajustado no comprimento de onda igual a 760 nm. 

A curva padrão de ácido gálico foi representada por meio do gráfico de 

absorbância versus concentração de ácido gálico (mg.mL
-1

) e está 

apresentada no Apêndice B.  

Os valores de absorbância encontrados para cada tipo de extrato 

foram correlacionados com a curva padrão, e o teor de compostos 

fenólicos totais (TFT) foi determinado através da Equação 5.  

 

 𝑇FT ( 
      

     
 )  =  

   

 
                                                        (5)  

 
onde EAG é o equivalente em ácido gálico obtido da curva (mgEAG.mL

-1
), 

D: diluição das amostras (gextrato. mL
-1

). 

Os ensaios foram realizados em triplicata, e os resultados 

expressos em mg de EAG.g
-1

 de extrato, como média ± desvio padrão. 

 

3.9 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE 

 

O comportamento da atividade antioxidante dos extratos, 

avaliado pelas metodologias descritas a seguir, foi determinado para 

mensurar a qualidade dos extratos obtidos pela extração por Soxhlet à 

pressão atmosférica, e por tecnologias a alta pressão como a ESC 

utilizando CO2 e CO2 com cossolvente, bem como a ELP e ES.  Os 

resultados obtidos foram comparados com o butil-hidroxitolueno 

(BHT), um composto sintético de reconhecida atividade antioxidante. 

 

3.9.1 Método DPPH 

 

O potencial antioxidante determinado pela captura do radical 

livre DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) foi realizado de acordo com a 

técnica proposta por Mensor et al. (2001). Este ensaio se baseia no 
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potencial antioxidante de uma substância em sequestrar o radical, 

reduzindo-o a hidrazina. Quando uma substância que age como doador 

de átomos de hidrogênio é adicionada à solução de DPPH, a hidrazina é 

obtida com mudança na coloração do violeta ao amarelo pálido (ALVES 

et al., 2010). 

 Nesse método, concentrações crescentes (0,625; 1,25; 5; 10 

mg.mL
-1

) dos extratos obtidos do cogumelo P. sajor-caju (710 µL) 

foram adicionadas a uma solução etanólica de DPPH 0,3 mM (290 µL), 

em tubos eppendorf de 1 mL. Após um período de tempo de 30 min, ao 

abrigo da luz e temperatura ambiente, efetuou-se a leitura das 

absorbâncias no espectrofotômetro a 517 nm. Para eliminar a 

interferência da cor dos mesmos na análise, preparou-se um branco com 

0,710 µL de extrato e 0,290 µL de etanol para cada uma das diluições. O 

espectrofotômetro foi calibrado com etanol puro. 

 O percentual de inibição das amostras testadas sobre o radical 

DPPH foi calculado convertendo-se a absorbância em percentual de 

atividade antioxidante (AA %), conforme a equação abaixo.  

 

A𝐴 % = 100 – *
(                       )      

           
+                              (6)      

 

onde: Absamostra é a absorbância da amostra após 30 min de reação; 

Absbranco é a absorbância do branco após 30 min de reação; Abscontrole é a 

absorbância do controle após 30 min de reação. 

A concentração das amostras necessárias para captar 50 % do 

radical livre DPPH (EC50 - Effective concentration) foi calculada por 

análise de regressão exponencial e linear. Os resultados encontrados de 

concentração efetiva (EC50) e atividade antioxidante (AA %) para os 

extratos analisados foram expressos como média ± desvio padrão.  

 

3.9.2 Método ABTS 

 

A atividade antioxidante pelo método do radical cátion 2,2‟- 

azinobis [3-etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico] (ABTS) dos extratos 

de P. sajor-caju foi avaliada de acordo com a técnica proposta por Re et 

al. (1999). O ensaio ABTS permite a avaliação da atividade de 

compostos de natureza hidrofílica e lipofílica (SURVESWARAN, et al., 

2007). 

Para essa análise utilizou-se o Trolox, vitamina E sintética (6-

hidroxi-2,5,7,8- tetrametilcromo-2-ácido carboxílico) como antioxidante 

referência. O radical ABTS foi dissolvido em água até a concentração de 
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7 mM, e submetido à reação com 2,45 mM de persulfato de potássio 

para a formação do radical em solução de proporção 1:1. A solução foi 

armazenada no escuro em refrigerador doméstico por 16 horas antes do 

uso. A solução do radical ABTS foi diluída em etanol até uma 

absorbância de 0,70 ± 0,02 a 734 nm. Em tubos de Eppendorf, foram 

inseridos 20    de extrato (5 concentrações diferentes variando de 0,31 

a 20 mg.mL
-1

), em triplicata, juntamente com 980    da solução de 

ABTS. Os tubos foram agitados e a reação ocorreu durante 45 min, sob 

proteção da luz. Ao término desse tempo, foram efetuadas as leituras em 

absorbância no espectrofotômetro a 734 nm e, a partir destas, a 

porcentagem de inibição do radical foi calculada através da Equação 7: 

  

% 𝑖𝑛𝑖𝑏𝑖çã𝑜 = 1 – (
    

    
) * 100                                   (7)  

 

onde o termo absf é a absorbância do radical ABTS adicionado a 

amostra após um tempo total de reação, e abs0 é a absorbância do 

radical. A curva padrão do antioxidante comercial Trolox foi plotada em 

função da porcentagem de inibição do radical ABTS pelas diferentes 

concentrações de Trolox (mM.mL
-1

). Desta forma, através da obtenção 

da porcentagem de inibição do extrato analisado, é possível calcular a 

atividade antioxidante (AA) deste através da Equação 8 com base na 

curva padrão de Trolox. A curva padrão de Trolox é apresentada no 

Apêndice C.  

                                  𝐴𝐴 = [ 
  

  
 ]                                           (8)  

 

onde Ca é a concentração (mM.mL
-1

) referente ao percentual de inibição 

obtido através das leituras espectrofotométricas do extrato e Ce é a 

concentração do extrato utilizada na técnica. A análise foi realizada em 

triplicata e os resultados foram expressos em μmol TEAC (capacidade 

antioxidante equivalente ao Trolox) por g de extrato (μmol de Trolox.g 

extrato
-1

), como média ± desvio padrão (item 4.5.2). 

 

3.10 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA  

 

A atividade antimicrobiana foi avaliada através da determinação 
da concentração mínima inibitória (CMI). As análises foram realizadas 

em parceria com o Laboratório de Bioprocessos do Departamento de 

Microbiologia, Imunologia e Parasitologia (MIP) do Centro de Ciências 

Biológicas (CCB) da UFSC. 
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A concentração mínima inibitória (CMI) foi determinada pelo 

método de microdiluição em caldo, com corante resazurina, conforme a 

metodologia descrita por Sarker et al. (2007) e Ud-Daula et al. (2016). 

Os extratos testados (20 mg) foram dissolvidos em 1 mL de Tween 80 a 

1 % e testados quanto ao seu potencial antimicrobiano frente às 

bactérias Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Escherichia coli ATCC 

11229, além da levedura Candida albicans MDM8.  

Os extratos brutos foram, inicialmente, repicados em ágar 

Mueller-Hinton para uma avaliação prévia da sua qualidade. 

Posteriormente, preparou-se a solução de resazurina dissolvendo 270 mg 

de corante em 40 mL de água estéril, bem como os caldos Mueller-

Hinton e Saboraud para as análises. Esse material foi esterilizado para a 

realização da análise. Preparou-se ainda uma solução de antibiótico 

ceftazidina em água destilada estéril, na concentração de 74 µg.mL
-1

, 

para ser utilizada como controle de inibição. 

Preparados todos os meios e soluções iniciou-se o preparo dos 

poços, em placas estéreis de microdiluição de 96 poços. Em cada 

orifício-teste foi adicionado 90 μL de caldo (Mueller-Hinton frente às 

bactérias e Saboraud para a avaliação da atividade antifúngica) e 90 μL 

da solução do extrato, para cada amostra em duplicata. Cada placa de 

microdiluição foi utilizada para um único micro-organismo e diferentes 

extratos. 

Depois de ter todos os poços preenchidos, foi adicionado 10 μL 

da suspensão do micro-organismo, com concentração aproximada de 

5x10
8
 UFC.mL

-1
. Para tanto, a cepa do micro-organismo foi sempre 

ativada no dia anterior ao ensaio.  

Foram preparados quatro controles nos poços, em duplicata. O 

primeiro referente ao controle do antibiótico, onde foi realizado o 

mesmo procedimento inicial dos demais, no entanto, substituindo a 

solução do extrato por 90 μL da solução de antibiótico no poço controle 

e, após, realizando diluição seriada nessa coluna. O segundo controle diz 

respeito ao solvente utilizado para diluir o extrato. Nesse caso, 

adicionou-se 90 μL do solvente (solução 1 % de Tween 80) substituindo 

a solução do extrato. Já o terceiro controle está relacionado com o 

controle de crescimento, sendo assim, faz-se o mesmo procedimento 

inicial, no entanto sem adicionar a solução do extrato. E, por fim, o 

controle sem micro-organismo, onde seus 10 μL devem ser substituídos 

por 10 μL de caldo. 

Terminado o preenchimento de todos os poços, conforme as 

etapas descritas acima foram adicionados 10 μL do corante resazurina 

em cada poço, as placas foram embaladas com papel filme para impedir 
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a desidratação dos micro-organismos e as mesmas foram incubadas a 

35 °C por 24 h para as bactérias e por 48 h para a levedura. A alteração 

da cor foi avaliada visualmente e o crescimento é indicado por mudança 

de cor púrpura para rosa. A concentração mais baixa em que houve 

alteração de cor foi considerada como o valor de CMI, sendo os 

resultados expressos em μg.mL
-1 

(seção 4.6).  

 

 

3.11 ANÁLISE DA COMPOSIÇÃO QUÍMICA DOS EXTRATOS 

 

Os principais constituintes dos extratos de P. sajor-caju 

estudados foram quantificados e identificados através de cromatografia 

gasosa acoplada à espectrometria de massas (CG-EM), análise esta que 

foi realizada junto a Central de Análises do Departamento de 

Engenharia Química e Engenharia de Alimentos EQA-UFSC. 

Os extratos analisados foram selecionados em função dos 

resultados de rendimento e qualidade encontrados. A análise foi 

realizada em um cromatógrafo a gás (Agilent 7890A GC System), 

equipado com um espectrômetro de massas (Agilent 5975C inert MSD 

with Triple-Axis Detector), utilizando hélio como gás de arrraste a um 

fluxo de 1 mL.min
-1

. A coluna cromatográfica utilizada foi a HP-5MS, 

com dimensões de 30,0 m x 0,25 mm x 0,25 µm. As amostras foram 

dissolvidas em diclorometano (1 mg.mL
-1

) e injetados no volume de 1 

μL para a análise. As temperaturas do injetor e detector foram de 290 e 

295 °C, respectivamente. A temperatura de programação teve início a 50 

°C e temperatura final de 290 °C, com taxa de aquecimento de 5 

°C/min. Os compostos majoritários foram identificados usando uma 

base de dados para produtos naturais (Standard Reference Data Series 

of the National Institute of Standard and Technology/NIST - Mass-
Spectral Library with Windows Search Program - Version 2), onde os 

espectros de massa foram comparados.  

 

3.12 ANÁLISE ESTATÍSTICA  

 

Os resultados de rendimento global, teor de compostos fenólicos 

totais, atividade antioxidante e atividade antimicrobiana foram avaliados 

estatisticamente por análise unidirecional de variância (ANOVA), 

utilizando o software Statistica 13.3.0 (StatsoftInc., EUA). A análise 

estatística foi realizada para detectar diferenças significativas entre os 

diferentes métodos analisados e dentre as condições de processo 
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estudadas para o mesmo método. As diferenças significativas (p < 0,05) 

foram analisadas pelo teste de Tukey. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

4.1 CARACTERIZAÇÃO DA MATÉRIA-PRIMA 

 

Na Tabela 4 pode-se observar os valores determinados para os 

parâmetros de umidade e diâmetro de partícula da amostra de cogumelo 

P. sajor-caju desidratado e moído.  

 
Tabela 4 – Caracterização do cogumelo Pleurotus sajor-caju 

Parâmetro Valor médio 

Umidade (% base úmida) 13,6±0,2 

Diâmetro de partícula (mm) 0,3±0,1 
Fonte: O autor (2018). 

 

Segundo Pourmortazavi e Hajimirsadeghi (2007), a quantidade de 

água presente na amostra pode afetar negativamente o rendimento da 

extração supercrítica. Assim, a fim de evitar interações indesejáveis 

entre a matriz e a água, essa deve ser removida ou ao menos ter seu 

conteúdo controlado. Sendo assim, realizou-se a secagem da matéria-

prima até a umidade final de 13,6 %, o que permitiu melhorar seu 

manuseio e facilitar sua moagem para posterior utilização nas análises, 

bem como evitou a formação de aglomerados de amostra durante o 

armazenamento. 

O valor do diâmetro médio de partícula determinado para P. 

sajor-caju (0,3±0,1 mm) se encontra próximo aos valores relatados por 

Kitzberger (2005) e Mazzutti (2012) de 0,214 (cogumelo shiitake) e 

0,316 mm (cogumelo do sol), respectivamente, em estudo de obtenção 

de extratos de cogumelos em alta e baixa pressão. O valor do diâmetro 

médio de partícula encontrado e utilizado nesse estudo com cogumelo P. 
sajor-caju, está de acordo com a faixa de valores relatada por Reverchon 

e Marco (2006), os quais afirmam que o valor médio ideal a ser 

utilizado em extrações supercríticas está entre 0,25 – 2 mm. De acordo 

com Martínez (2005), partículas muito grandes ou pequenas demais 

podem interferir na compactação do leito e comprometer o rendimento 

da extração devido à formação de caminhos preferenciais de solvente no 

leito de partículas. O conhecimento das características das partículas, 
bem como do leito de extração, é importante para o entendimento dos 

mecanismos de transferência de massa envolvidos no processo de 

extração, quando estes são avaliados por modelos matemáticos 

(MAZZUTTI, 2016).   
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4.2 CINÉTICA DE EXTRAÇÃO 

 

4.2.1 Cinética de extração supercrítica 
 

A avaliação do comportamento cinético da extração supercrítica 

permite a obtenção de parâmetros que levam às melhores condições 

operacionais. Sendo assim, testes preliminares foram realizados para 

definir as condições de operação adequadas para obtenção de extratos de 

cogumelo P. sajor-caju por meio de extrações com CO2 supercrítico. Os 

parâmetros de processo determinados nestes ensaios foram: vazão de 

solvente e tempo de extração. Os ensaios de cinética foram conduzidos 

na pressão de 200 bar, temperatura de 40 °C, vazão de 12 ± 2 g.min
-1

 e 

com duração máxima de 7 h. A curva cinética de extração foi construída 

através da obtenção da massa de extrato acumulado em função do tempo 

de processo. Nesse sentido, a fixação de um tempo de processo é um 

fator muito importante para a avaliação dos efeitos da pressão e 

temperatura no rendimento global (X0) de extração supercrítica. O 

tempo é fixado com base nas etapas da curva de extração, conforme 

descrito no item 3.4.2.  

A Figura 11 apresenta a curva cinética da extração supercrítica. 

Analisando o comportamento da curva de extração, foi possível verificar 

as três etapas de extração, tornando possível o ajuste aos dados 

experimentais. No Apêndice A são apresentados os dados 

experimentais, tempo e massa acumulada, utilizados na construção da 

curva cinética de ESC. 

A curva de extração pode ser dividida em três etapas: etapa de 

velocidade constante de extração (CER), etapa de velocidade 

decrescente de extração (FER) e o processo difusional (DCP). Nas 

determinações do rendimento de extração (X0), o tempo de extração 

utilizado foi o necessário para assegurar que o período difusional fosse 

alcançado (FERREIRA; MEIRELES, 2002).  
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Figura 11 – Cinética de extração supercrítica de cogumelo P. sajor-caju a 

200 bar, 40 ºC e 12 ± 2 g.min
-1

 de CO2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: O autor (2018) 

 

Na Figura 11 a inclinação da primeira reta representa a taxa de 

transferência de massa da etapa CER (MCER). O tempo correspondente à 

intersecção entre as duas primeiras retas é o tCER, o qual pode 

representar o tempo mínimo de duração de um ciclo de ESC; o tempo de 

intersecção entre a segunda e terceira reta é o tFER, que em geral, 

representa a duração máxima que um ciclo ESC pode ter para manter a 

viabilidade econômica do processo (MEIRELES, 2008). 

Observando a curva, percebe-se que após 240 min de extração, a 

etapa difusional foi alcançada. Dessa forma, o tempo de extração total a 

ser utilizado nos ensaios de rendimento foi definido como 4 h (linha 

pontilhada), garantindo assim que a maior parte de soluto tenha sido 

extraída. A partir dos dados obtidos pela cinética de extração, foram 

calculados os parâmetros cinéticos, conforme apresentados na Tabela 5. 

 

 

 

 

 

 

 

y = 0,0016x + 0,0146 

R2 = 0,951 

y = 0,0002x + 0,0957 

R2 = 0,944 

y = 0,0001x + 0,1132 

R2 = 0,976 
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Tabela 5 – Parâmetros da cinética de extração supercrítica do cogumelo P. 

sajor-caju a 200 bar, 40 °C e 12 ± 2 g.min
-1

 de CO2. 

 

Parâmetro  Etapa de extração 

 CER FER DCP 

t (min) 0-60 60-240 >240 

m (g) 0,1014 0,0438 0,0203 

X0 (%) 0,44 0,19 0,08 

M (g.min
-1

) 0,0016 0,0002 0,0001 
t: duração da etapa de extração; m: massa de extrato aproximada; X0: 

rendimento da etapa; M: velocidade de extração; CER: etapa de extração 

constante; FER: etapa de extração decrescente; DCP: etapa difusional. 

 

Na etapa CER, cerca de 61 % do extrato foi recuperado, enquanto 

que ao final da etapa FER recuperou-se 87 % do extrato. Nos 

experimentos de Mazzutti (2012) para o cogumelo do sol, nas mesmas 

condições estudadas nesse trabalho, foi verificado um percentual de 

recuperação igual a 67 e 90 %, para a etapa CER e FER, 

respectivamente. Já na cinética de extração supercrítica avaliada por 

Kitzberger (2005) para o cogumelo shiitake a 20 MPa, 40 ºC e 3,33 

g.min
-1

 de CO2, observou-se a recuperação de aproximadamente 78 % 

do extrato na etapa CER, sendo que ao final da etapa FER, cerca de 94 

% do extrato foi recuperado.  

De acordo com a Figura 11, o tempo necessário para que a etapa 

controlada pela difusão fosse alcançada aconteceu por volta dos 240 

min. Analisando o rendimento das etapas percebe-se que a extração 

realizada apenas com dióxido de carbono apresenta baixo rendimento. 

Com base nesses resultados observou-se a necessidade de estudar a 

influência do uso de modificadores no rendimento da extração. Dessa 

forma, os parâmetros de extração com cossolvente foram fixados de 

acordo com estudos já realizados no LATESC (KITZBERGER, 2005; 

MAZZUTTI, 2016; LASTA, 2017), utilizando 5 e 10 % de etanol, um 

solvente GRAS (Generally Recognized as Safe).  
 

4.2.2 Cinética de extração com líquido pressurizado 
 

Assim como para a ESC, a curva cinética de ELP é importante na 

determinação do tempo ideal de processo. Na Figura 12 são 

apresentadas as curvas cinéticas em modo dinâmico obtidas nas 

temperaturas de 40 e 80 °C, a uma pressão de 100 bar e vazão de 

2 mL.min
-1

, com etanol (99,8 %). 
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Figura 12 – Cinéticas de extração com etanol pressurizado para P. sajor-caju a 

40 e 80 °C, 100 bar e com vazão de 2 mL.min
-1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: O autor (2018). 

 

Analisando as curvas de extração percebe-se que o aumento da 

temperatura provocou um aumento no rendimento, sob pressão e vazão 

fixas. Conforme Camel (2001) e Heo et al. (2014), isso pode ser 

explicado pelo fato de que elevadas temperaturas, acima do ponto de 

ebulição do solvente, permitem uma maior interação com a matriz, 

melhorando as propriedades de solubilidade e transferência de massa e 

resultando em um aumento na eficiência de extração.  O tempo de 

extração é um dos parâmetros a ser avaliado, pois ele influencia não só 

no rendimento, como também na qualidade dos extratos. Neste trabalho, 

o tempo de extração por ELP foi estabelecido em 45 min para o modo 

dinâmico e 25 min para o modo estático, conforme encontrado na 

literatura (MUSTAFA; TURNER, 2011; PEREIRA et al.; 2016; 

SMIDERLE et al., 2017). 

 

4.3 RENDIMENTO DAS EXTRAÇÕES 

 

O rendimento global de extração (X0) é definido como a 

quantidade total de compostos presente na matriz sólida, possível de ser 

extraída pelo solvente, em função das condições de extração 

estabelecidas (SILVA, 2004). 
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A Tabela 6 apresenta os resultados médios do rendimento global 

de extração (X0) obtidos pela técnica de Soxhlet e técnicas de alta 

pressão (ESC, ELP e ES), realizados em duplicata para os extratos de P. 
sajor-caju.  

 
Tabela 6 – Rendimento global de extração (X0) para o cogumelo P. sajor-caju 

obtido por diferentes técnicas de extração 

 

*DIN = Dinâmico; **EST = Estático; ***ES = Extração sequencial utilizando a 

matriz residual da ESC 300 bar/40 °C para ELP 100 bar/80 °C. 
(1) 

Média (n=2); 

Letras iguais indicam que não há diferença significativa para o Teste de Tukey 

(p>0,05), onde: i) letras minúsculas indicam análise entre todos os métodos, ii) 

letras maiúsculas indicam análise entre as ESC, iii) símbolos gregos indicam 

análise entre as extrações ELP e iv) formas geométricas indicam análise entre 

extrações Soxhlet. Fonte: O autor (2018). 

 

Observando na Tabela 6, as extrações com CO2 supercrítico e 

com cossolvente apresentam tendência de aumento de rendimento com o 

aumento da pressão à temperatura constante, embora o aumento não seja 

significativo. Esta tendência é justificada pela elevação da massa 

específica do solvente supercrítico com a pressão. Segundo Angus, 

Armstrong e De Reuck (1976), a massa específica do CO2 a 200 bar e 40 

Técnica Solvente R (%) 
(1) 

ESC 200 bar/40 ºC CO2 0,3
gC

±0,1 

ESC 300 bar/40 ºC CO2 1,0
fB

 ±0,1 

ESC 200 bar/40 ºC CO2 + 5% etanol 1,1
fB

 ±0,1 

ESC 300 bar/40 ºC CO2 + 5% etanol 1,2
fB

 ±0,1 

ESC 200 bar/40 ºC CO2 + 10% etanol 2,3
eA

 ±0,3 

ESC 300 bar/40 ºC CO2 + 10% etanol 2,5
eA 

±0,1 

ELP 100 bar/40 ºC DIN
*
 Etanol 6,8

dδ
 ±0,2 

ELP 100 bar/80 ºC DIN Etanol 15,3
aα

 ±0,3 

ELP 100 bar/40 ºC EST
**

 Etanol 6,4
dδ

 ±0,1 

ELP 100 bar/80 ºC EST Etanol 10,6
bβ

 ±0,2 

ES 100 bar/80 ºC EST
***

 Etanol 7,5
cγ

 ±0,1 

Soxhlet Etanol 15,6
a∆

 ±0,1 

Soxhlet Hexano 1,2
f□

 ±0,1 
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°C é igual a 0,840 g.cm
-3

, enquanto para 300 bar e na mesma 

temperatura, é 0,911 g.cm
-3

, ou seja, ocorre um aumento do poder de 

solvatação do CO2 com a densidade (BRUNNER, 1994). Ainda, o 

aumento da pressão pode gerar rupturas na matriz e facilitar a liberação 

de compostos que não estavam disponíveis em pressões mais baixas, e 

dessa forma, aumentar o número de compostos solubilizáveis e, 

consequentemente, o rendimento do processo (CAMPOS et al., 2005). 

Dessa forma, devido ao baixo rendimento das ESC a 200 bar, decidiu-se 

não avaliar essa condição de extração quanto a atividade biológica, uma 

vez que a obtenção de uma quantidade razoável de extratos para as 

análises acarretaria um maior número de experimentos, elevando os 

custos de processo. 

O uso de cossolvente na ESC influenciou positivamente na 

extração, aumentando significativamente o rendimento, quando 

empregada a maior concentração estudada (10 %), o que pode estar 

associado à maior solubilização de compostos polares na mistura 

cossolvente/CO2, reduzindo desta forma a seletividade do processo e 

aumentando o rendimento. Esse comportamento se deve à interação 

cossolvente/soluto e ao inchamento da matriz (PEREIRA, MEIRELES, 

2010). 

Do mesmo modo, observando a Tabela 6 as ELP apresentaram 

maiores e significativos rendimentos na comparação com a ESC. O 

maior rendimento encontrado para a ELP (ELP 100/80 DIN = 15,35 %) 

apresentou um valor estatisticamente igual ao obtido pelo método de 

Soxhlet (15,61 %) utilizando etanol como solvente. Esse valor obtido 

pelo método de Soxhlet era esperado em função do longo período de 

extração e pela amostra sempre entrar em contato com o solvente puro, 

durante vários ciclos.  

Entretanto esse fato não ocorreu para a técnica de Soxhlet 

utilizando hexano (1,19 %) e comparável aos valores de ESC com CO2. 

A explicação para isso está relacionada com a polaridade do solvente, 

ambos solventes apolares, reduzindo a solubilização da fração de 

compostos polares da amostra. Este comportamento também foi 

observado no processo sequencial (ESC 300/40 seguido de ELP 100/80 

em modo estático), cuja segunda etapa com etanol aumentou o 

rendimento em relação à etapa inicial de ESC com CO2.  

Ainda observando a Tabela 6, os rendimentos de extratos obtidos 

por ELP aumentaram com o uso de temperatura mais elevada e isso 

pode estar relacionado com fatores ligados à redução da viscosidade e 

da tensão superficial do solvente, além da abertura da matriz celular das 

amostras. O modo ELP, dinâmico ou estático, analisando uma mesma 
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pressão e temperatura não apresentou diferença significativa para ELP 

100/40, porém com diferença significativa para ELP 100/80 (15,3 e 

10,6 % para o modo dinâmico e estático, respectivamente). 

Provavelmente, o uso de uma vazão de solvente maior que 2 mL.min
-1

 

no processo dinâmico ocasionaria uma maior troca de solvente que 

aumentaria ainda mais a diferença de rendimento de extrato na 

comparação com um processo estático. 

 

4.4 TEOR DE COMPOSTOS FENÓLICOS TOTAIS (TFT) 

 

Na Tabela 7 estão apresentados os valores encontrados para o 

teor de compostos fenólicos totais dos extratos de cogumelo P. sajor-

caju obtidos por extração em Soxhlet, ESC, ELP e ES. A curva padrão 

de ácido gálico, utilizada para o cálculo do teor de compostos fenólicos 

totais consta no Apêndice B. Segundo Velioglu et al. (1998), a atividade 

antioxidante de extratos está correlacionada com o conteúdo de seus 

componentes fenólicos, dessa forma torna-se interessante seu estudo. 

O teor de compostos fenólicos totais dos extratos de cogumelo P. 

sajor-caju variou entre 1,1±0,1 e 25,4±0,3 mg EAG.g
-1

 Os valores 

verificados estão bem abaixo dos 268 mg EAG.g
-1

 obtidos por Benelli et 

al. (2010), para o antioxidante sintético BHT, utilizando o mesmo 

método de determinação.  

Na identificação e isolamento de compostos bioativos em fontes 

naturais, muitas vezes faz-se necessária a realização da extração com 

solventes de polaridades diferentes, já que a atividade dessas substâncias 

depende de que compostos fenólicos estejam presentes. De modo geral, 

os compostos fenólicos são caracterizados como polares, e por isso são 

mais facilmente solubilizados em solventes de maior polaridade. 

Analisando a Tabela 7 pode-se observar que o teor de compostos 

fenólicos total aumentou para extratos obtidos com a utilização de 

solventes de maior polaridade. 
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Tabela 7 – Teor de compostos fenólicos total (TFT), expressos em equivalentes 

de ácido gálico para os extratos de cogumelo P. sajor-caju. 
 

*DIN = Dinâmico; **EST = Estático; ***ES = Extração sequencial utilizando a 

matriz residual da ESC 300 bar/40 °C para ELP 100 bar/80 °C. 
(1) 

Média (n=3); 

Letras iguais indicam que não há diferença significativa para o Teste de Tukey 

(p>0,05), onde: i) letras minúsculas indicam análise entre todos os métodos, ii) 

letras maiúsculas indicam análise entre as ESC, iii) símbolos gregos indicam 

análise entre as extrações ELP e iv) formas geométricas indicam análise entre 

extrações Soxhlet. 
(2)

Benelli et al. (2010). Fonte: O autor (2018). 

 

Observa-se que o método de extração por Soxhlet com etanol 

apresentou o melhor resultado de TFT. Esse bom resultado verificado 

para o etanol justifica o seu emprego como solvente e cossolvente nos 

processos ELP e ESC, respectivamente. Segundo Biscaia (2007), o 

etanol é o solvente mais indicado na extração de compostos 

antioxidantes, pois, devido à sua característica polar, promove a 

extração de compostos como ácidos fenólicos.  

Nesse contexto, os valores do TFT obtidos por ESC com 

cossolvente proporcionou um acréscimo de 7 a 21 % na comparação 

com os encontrados para a extração somente com CO2. O baixo valor do 
TFT obtido pela técnica de Soxhlet (1,02±0,13 mgEAG.g

-1
 extrato) 

utilizando hexano confirma a tendência de baixa obtenção de compostos 

fenólicos com solventes apolares. 

Técnica Solvente 
TFT  

(mg EAG.g-1 extrato) (1) 

ESC 300 bar/40 ºC CO2 7,9
gA

 ±0,3 

ESC 300 bar/40 ºC CO2 + 5% etanol 8,5
gA

 ±0,4 

ESC 300 bar/40 ºC CO2 + 10 % etanol 9,7
fB

 ±0,1  

ELP 100 bar/40 ºC DIN
* 

Etanol 11,1
eγ

 ±0,7  

ELP 100 bar/80 ºC DIN Etanol 14,1
dβ

 ±0,4 

ELP 100 bar/40 ºC EST
** 

Etanol 10,5
eγ

 ±0,3 

ELP 100 bar/80 ºC EST Etanol 13,3
dβ

 ±0,3 

ES 100 bar/80 ºC EST
*** 

Etanol 15,6
cα

 ±0,2 

Soxhlet Etanol 25,4
b∆

 ±0,3 

Soxhlet Hexano 1,1
h□

 ±0,1 

BHT
(2) 

- 268
a
 ±13 
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O teor de compostos fenólicos totais dos extratos de cogumelo P. 

sajor-caju obtidos pela técnica de ELP apresentaram uma tendência de 

aumento com o aumento da temperatura. Quando utilizada a maior 

temperatura (80 °C), o TFT foi superior ao obtido na temperatura mais 

baixa (40 °C) tanto para o método dinâmico quanto estático. Esse 

resultado pode estar relacionado a reações que ocorrem durante os 

processos de extração em temperatura mais elevada, como por exemplo, 

a formação de novos grupos estruturais de moléculas, ao qual melhoram 

a atividade antioxidante (KUSZNIEREWICZ et al. 2008; RYAN; 

PRESCOTT, 2010; JEONG et al, 2004). 

O método de extração sequencial (ES) foi o que apresentou o 

segundo melhor conteúdo de TFT, muito provavelmente pelo fato da 

primeira extração em ESC recuperar os compostos apolares da matriz, 

facilitando, dessa forma, a posterior obtenção dos compostos polares por 

ELP. Esse resultado é muito promissor, pois demonstra que a ES 

possibilita fracionar os extratos, com uma eficiente separação de duas 

frações importantes do extrato de cogumelo, ricas em diferentes 

compostos, sendo a primeira com bom potencial antimicrobiano e a 

segunda com maior potencial antioxidante, valorizando a matéria-prima 

e agregando valor aos produtos obtidos. O fato das ELP em modo 

dinâmico e estático terem apresentado TFT semelhantes e não terem 

diferido estatisticamente entre si, para as mesmas condições de processo 

estudadas nos diferentes modos de extração, pode ter ocorrido por se 

utilizar de uma vazão de solvente relativamente baixa na extração 

dinâmica (2 mL.min
-1

), impossibilitando maiores taxas de transferência 

de massa neste modo.  

Observando os resultados encontrados, percebe-se, também, que 

o aumento do tempo e renovação do solvente não apresentaram 

diferenças significativas para obtenção de TFT. Há possibilidade de os 

compostos fenólicos presentes na matriz terem sido extraídos em sua 

totalidade no menor tempo de extração (estático em 25 min), o que é 

muito positivo em termos de consumo de solvente e energia que são 

reduzidos. Seria necessário avaliar o emprego de maiores vazões de 

solvente na ELP dinâmica para poder confirmar esta hipótese. 

Finimundy et al. (2013) estudaram o teor de compostos fenólicos 

totais no extrato aquoso de P. sajor-caju após 1h de extração por 

maceração, sob agitação a 50 °C. A concentração expressa em teor de 

ácido gálico obtida foi de 35 mg.g
-1

, valor superior à De Pauli (2010) 

que obteve teor baixo de fenólicos (2,57 mgEAG.g
-1

) no extrato 

metanólico-aquoso (1:1) para esta mesma espécie de cogumelo. 
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A composição de fenólicos em cogumelos pode ser afetada por 

um grande número de fatores como: espécie; composição do meio de 

cultura (para espécies cultivadas in vitro); época de colheita; técnicas de 

manejo, condições de manipulação e preparação dos substratos (para 

espécies cultivadas); e a composição solo/substrato ou espécies 

hospedeiras associadas (para espécies silvestres). Todos esses fatores 

têm grande influência no metabolismo secundário dos fungos, incluindo 

as vias dos chiquimato e acetato e, dessa forma, afetam diretamente na 

produção dos fenóis (HELENO et al., 2010). 

Para que um processo de obtenção de extratos seja 

economicamente viável, deve-se avaliar tanto o rendimento quanto o 

teor de compostos fenólicos totais apresentados. Assim, para saber qual 

a melhor condição obtida, multiplicou-se o rendimento pelo resultado do 

teor de compostos fenólicos total, estando estes resultados apresentados 

na Tabela 8. O resultado dessa multiplicação foi chamado de índice de 

eficiência, onde efetuar esse procedimento possibilita determinar a 

melhor condição de processo (MAZZUTTI, 2012).  

Avaliando os resultados apresentados na Tabela 8, verificou-se 

que os processos que apresentaram melhores resultados foram obtidos 

na técnica de Soxhlet com etanol (3,82), seguidos pelo método ELP em 

modo dinâmico (1,55), ES (1,17) e ELP estático (1,12) na maior 

temperatura estudada (80 °C). Ainda na Tabela 8 observa-se que os 

valores obtidos para ESC encontrados nesse estudo (entre 0,08 e 0,28) 

ficaram próximos à faixa entre 0,09 e 0,6 obtidos por Mazzutti (2012), 

em estudo de obtenção de extratos de cogumelo do sol em baixa e alta 

pressão.  
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Tabela 8 – Rendimento (R) x Teor de compostos fenólicos total (TFT). 
 

*DIN = Dinâmico; **EST = Estático; ***ES = Extração sequencial utilizando a 

matriz residual da ESC 300 bar/40 °C para ELP 100 bar/80 °C. 

Fonte: O autor (2018). 

 

4.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE 

 
4.5.1 Potencial antioxidante pelo método do radical DPPH 

 

A Tabela 9 apresenta os resultados da atividade antioxidante dos 

extratos de cogumelo P. sajor-caju obtidos em ESC, ELP, ES e Soxhlet. 

A atividade antioxidante, referente à concentração de extrato de 

500 μg.mL
-1

 é apresentada em % AA e EC50, ou seja, a concentração 

efetiva a 50 %.  

Na presença de compostos antioxidantes, o radical DPPH recebe 

um elétron, tornando-se mais estável. Com isso, dá-se a redução da sua 

absorbância, e este processo pode ser avaliado visualmente, por meio da 

descoloração da solução contendo o DPPH e também com a utilização 

de espectrofotômetro. Quanto menor o valor de EC50, maior a atividade 

antioxidante do extrato, já que este valor representa a quantidade de 

extrato necessária para reduzir em 50 % a atividade do radical livre.  

 
  

Técnica Solvente 
Índice de eficiência 

(R*TFT) 

ESC 300 bar/40 ºC CO2                   0,08 
 

ESC 300 bar/40 ºC CO2 + 5% etanol 0,10 

ESC 300 bar/40 ºC CO2 + 10 % etanol 0,28 

ELP 100 bar/40 ºC DIN
*
 Etanol 1,07 

ELP 100 bar/80 ºC DIN Etanol 1,55 

ELP 100 bar/40 ºC EST
**

 Etanol 0,55 

ELP 100 bar/80 ºC EST Etanol 1,12 

ES 100 bar/80 ºC EST
***

 Etanol 1,17 

Soxhlet Etanol 3,82 

Soxhlet Hexano 0,01 
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Com base nos dados da Tabela 9, vê-se que a atividade 

antioxidante (%AA) dos extratos aumentou em função da polaridade dos 

solventes utilizados. Para ESC pode-se obsevar que ocorreu aumento 

significativo na atividade antioxidante quanto maior a concentração de 

etanol empregada, em relação àquela com CO2 puro, o que confirma a 

afinidade dos compostos antioxidantes com os solventes polares. 

A maior atividade antioxidante (47,2 %) foi obtida na extração 

pelo método de Soxhlet com etanol, valor este superior ao encontrado 

por Mazzutti et al. (2012), igual a 30,2 %, ao utilizar o mesmo método 

para obtenção de extratos de cogumelo do sol.  

Na extração de compostos fenólicos de matrizes naturais, a 

literatura tem demonstrado que a temperatura ótima de extração é 50 °C 

(PINELO; SINEIRO; NÚNEZ, 2006). No entanto, observando a Tabela 

9 pode-se observar que houve um aumento da atividade antioxidante 

com a elevação da temperatura de extração, indo de encontro com a 

literatura. Este episódio pode estar relacionado com as diferentes 

características dos compostos extraídos, o que também foi observado 

por Mazzutti (2012) para algumas das condições de extração estudadas 

para o cogumelo Agaricus brasiliensis. 

Os valores da atividade antioxidante dos extratos de ESC foram 

inferiores aos obtidos nas demais técnicas testadas, mesmo quando 

empregado cossolvente, variando entre 6,1 e 10,9 % e com valores de 

EC50 muito acima do padrão BHT, 261 μg.mL
-1

 (BENELLI, 2010), 

considerado um padrão com bom potencial antioxidante. A baixa 

atividade antioxidante pode estar associada à pequena quantidade de 

compostos com atividade antioxidante frente ao DPPH, com polaridade 

intermediária a alta, presentes nestes extratos, uma vez que o CO2, 

solvente apolar, não favorece a solubilização de tais compostos 

(BENELLI, 2010).  

Segundo Roginsky e Lissi (2005), a atividade antioxidante dos 

extratos é comumente relacionada com o conteúdo de fenólicos total, 

embora esses compostos apenas representem uma boa estimativa desta 

propriedade. Pode-se constatar que este fato está de acordo com os 

resultados obtidos neste estudo, quanto à atividade antioxidante dos 

extratos testados pelo método DPPH, pois ao analisar os dados das 

Tabelas 7 e 9 é possível perceber o mesmo comportamento para ambas 

as técnicas empregadas.  

Kitzberger et al. (2007) no estudo da atividade antioxidante 

através do método DPPH para extratos de cogumelo shiitake obtidos em 

técnicas de alta e baixa pressão detectou que, dentre os extratos 

supercríticos, nenhum apresentou atividade antioxidante, comparado ao 
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valor de até 6,1 % AA para extrato ESC com CO2 de cogumelo P. sajor-

caju obtidos a 300 bar e 40°C desse trabalho. Por outro lado, Mazzutti et 

al. (2012) encontrou valores superiores para o cogumelo do sol 

(Agaricus brasiliensis) pelo método ESC, na mesma condição de 

pressão e temperatura, com EC50 igual a 4622±8, correspondendo a uma 

atividade antioxidante de 9,6 %.  

Finimundy et al (2013), ao avaliar extratos aquosos de Pleurotus 

sajor-caju e Lentinula edodes, obtidos por maceração, sob agitação a 

50 °C por 1 h, identificou atividade antioxidante equivalente a 9,01 e 

3,45 % para cada cogumelo, respectivamente, o que corrobora com os 

resultados de ESC do presente estudo. 

As ELP apresentaram aumento da atividade antioxidante dos 

extratos de cogumelo ostra na maior temperatura de extração. O 

aumento da temperatura pode induzir a uma alta solubilização de 

compostos antioxidantes. O mesmo comportamento foi observado por 

Mazzutti (2016) para extratos de P. major e P. lanceolata onde a 

atividade antioxidante em altas temperaturas foi maior do que a dos 

extratos obtidos em condições mais brandas. 

A técnica de extração sequencial mostrou-se promissora, 

produzindo um extrato na segunda etapa com forte potencial 

antioxidante, alcançando o segundo melhor valor de % AA, muito 

próxima do valor da extração em Soxhlet. Esse resultado pode estar 

associado ao fracionamento dos extratos e obtenção de diferentes 

compostos em cada condição de extração avaliada. Percebe-se que, para 

este método, a ESC parece estar agindo como um pré-tratamento na 

matriz. Devido ao fato do CO2 ter afinidade com os compostos apolares, 

provavelmente proporcionou a captação dos mesmos na primeira etapa 

de extração, tornando a matriz mais apta para liberação dos compostos 

polares na ELP com etanol. 

 

4.5.2 Potencial antioxidante pelo método do radical ABTS  

 

A Tabela 10 apresentam os resultados do potencial antioxidante 

pelo método ABTS dos extratos obtidos através dos métodos à baixa e 

alta pressão. A técnica de Soxhlet com etanol e hexano apresentou o 

maior e menor resultado encontrado (803±11 e 62±3 μmoltrolox. gextrato
-1

, 

respectivamente) entre todas as técnicas estudadas.  

Avaliando os solventes empregados nos processos de extração, os 

melhores resultados de TEAC encontrados estão relacionados ao etanol, 

evidenciando a polaridade intermediária dos solutos presentes na matriz 

do cogumelo P. sajor-caju. Na Tabela 10 nota-se que os valores obtidos 
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para ESC utilizando cossolvente aumentaram entre 1,44 e 1,73 vezes o 

valor de TEAC, para 5 e 10% de etanol, respectivamente, na 

comparação com a ESC utilizando somente CO2. 
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Quanto à técnica de ELP pode-se observar que os resultados para 

o modo dinâmico são superiores (313,4±1,3 e 

640,1±8,2 μmoltrolox.gextrato
-1

 para 40 e 80°C, respectivamente) se 

comparados a capacidade antioxidante dos extratos obtidos no modo 

estático (287,5±3,1 e 483,6±2,4 μmoltrolox.gextrato
-1

 para 40 e 80°C, 

respectivamente). 

Avaliando o potencial antioxidante dos extratos obtidos pelo 

método de ELP, cabe ressaltar que o mesmo apresentou aumento 

significativo com o incremento da temperatura de processo, na mesma 

condição de pressão, sugerindo que os compostos responsáveis pela 

atividade antioxidante, detectáveis por este método, podem ter sofrido 

algum tipo de reação enzimática que possa ter levado à formação de 

novos compostos ou também aumentado a sinergia entre eles. 

Mazzutti et al. (2017) detectou que a atividade antioxidante 

apresentada pelos extratos de P. major e P. lanceolata obtidos em altas 

temperaturas foi maior do que a dos extratos obtidos em condições mais 

brandas, pelos métodos de extração com líquido pressurizado (PLE) e 

extração assistida por micro-ondas (MAE), utilizando água como 

solvente. Nesse estudo, o autor relata que o tratamento térmico pode 

induzir a formação de substâncias bioativas, sendo estes novos 

compostos derivados de reações que ocorrem durante o processo de 

extração, como reação de Maillard, caramelização e/ou termo oxidação.  

Segundo Ahmad e Langrish (2012), esta possibilidade poderia 

aumentar ainda mais o interesse em processos conduzidos em 

temperaturas elevadas, tendo em vista que estas técnicas seriam capazes 

não só de extrair os antioxidantes presentes na amostra, mas também 

permitir a produção de novos compostos antioxidantes (MAZZUTTI et 

al., 2017). 

Dentre as técnicas a alta pressão, o extrato de P. sajor-caju obtido 

por extração sequencial (ES) destacou-se quanto à atividade 

antioxidante (699,5±14,2 μmoltrolox.gextrato
-1

), porém, não comparável 

com o teor reportado por Cruz (2016) para o antioxidante padrão BHT 

(5238±236 μmoltrolox.gextrato
-1

). 

A comparação com dados de literatura para os resultados de 

atividade antioxidante do cogumelo P. sajor-caju é dificultada pela 

escassez de estudos disponíveis e relacionados com as técnicas e as 

características da matéria-prima.  

Tendo em vista os resultados obtidos e percebendo que os valores 

determinados para a atividade antioxidante dos extratos encontram-se 

abaixo do antioxidante padrão BHT, vê-se a possibilidade de aplicação 

de técnica complementar ao estudo, visando concentrar compostos e 
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aumentar a qualidade do extrato e possibilitando, assim, seu emprego 

como alternativa aos antioxidantes sintéticos.  Segundo Andreo e Jorge 

(2006) estágios adicionais de purificação dos extratos podem ser 

necessários remover substâncias indesejáveis. 

 

4.6ATIVIDADE ANTIMICROBIANA 

 

Atualmente há um crescente interesse em encontrar compostos 

antimicrobianos naturais como uma alternativa às substâncias sintéticas, 

que são frequentemente utilizadas na indústria de alimentos. A atividade 

antimicrobiana dos extratos de P. sajor-caju obtidos por diferentes 

técnicas de extração foi determinada pela técnica da microdiluição em 

meio líquido, descrita por Sarker et al. (2007) e Ud-Daula et al. (2016), 

frente a micro-organismos de diferentes configurações estruturais como 

a bactéria Gram-positiva Staphylococcus aureus, a Gram-negativa 

Escherichia coli e a levedura Candida albicans, visando avaliar a 

atividade antibacteriana e antifúngica dos extratos.  

As leveduras do gênero Cândida podem ser normalmente 

encontradas nas mucosas da boca e dos tratos digestivo, genital e 

urinário de indivíduos sadios, podendo desencadear infecções em 

pessoas que apresentem condições que comprometam o sistema 

imunológico (LIMA et al., 2006). A candidíase caracteriza-se como a 

infecção fúngica mais comum, sendo C. albicans seu agente etiológico 

mais frequente (PEIXOTO et al, 2014). Considerando a frequente 

dificuldade no tratamento de infecções fúngicas, relacionada à aquisição 

de resistência das leveduras pertencentes ao gênero Candida frente à 

ação dos antifúngicos atualmente utilizados, pode-se inferir que a busca 

de novos compostos antifúngicos de origem natual mostra-se de 

relevante significância (ARAÚJO et al., 2004). 

A Tabela 11 apresenta a concentração mínima inibitória (CMI) 

dos extratos de P. sajor-caju obtidos pelas diferentes técnicas de 

extração estudadas, contra os micro-organismos acima citados. De 

acordo com Sartoratto et al. (2004), Duarte et al. (2007) e Wang et al. 

(2008) é possível classificar os materiais como agentes antimicrobianos 

baseando-se no valor de CMI apresentado pelos seus extratos. Dessa 

forma, a classificação do extrato é comumente estabelecida como forte 

inibidor para CMI até 500 μg.mL
-1

; moderado inibidor para CMI entre 

600 e 1500 μg.mL
-1 

e fraco inibidor para CMI acima de 1600 μg.mL
-1

 

(ALIGIANNIS et al., 2001) .  
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Os extratos de P. sajor-caju obtidos por ESC com CO2 

apresentaram uma atividade antimicrobiana maior para todos os micro-

organismos avaliados. Para S. aureus, os extratos ESC com CO2 e com 

cossolvente e a extração  Soxhlet com hexano apresentaram os melhores 

resultados quanto à atividade antimicrobiana (CMI entre 28,1 e 

225 µg.mL
-1

), podendo ser classificados como fortes inibidores, de 

acordo com a classificação proposta por Aligiannis et al. (2001). 

Os extratos obtidos por ELP a 40 °C também apresentaram 

resultados positivos, CMI de 450 µg.mL
-1

, podendo ser classificados 

como  fortes inibidores, segundo Aligiannis et al. (2001).  Já os extratos 

obtidos a 80 °C não apresentaram atividade antimicrobiana. 

Possivelmente a alta temperatura empregada no processo pode ter 

favorecido a degradação térmica dos componentes responsáveis por essa 

ação biológica. A polaridade também afetou a extração desses 

compostos, pois pode-se perceber uma redução significativa na CMI 

com o emprego de maiores concentrações de etanol. O método de 

Soxhlet com etanol também não forneceu bons resultados para esse 

quesito, reforçando a suposição de interferência devido a questão da 

polaridade e temperatura.  

Este resultado corrobora com os trabalhos que vêm sendo 

realizados no LATESC, onde se tem observado que solventes mais 

polares apresentam maior capacidade de recuperação de compostos com 

atividade antioxidante, enquanto os menos polares recuperam 

compostos com atividade antimicrobiana. Estudos com diversas 

matérias-primas têm mostrado que a extração supercrítica possibilita a 

obtenção de extratos com maior atividade antimicrobiana do que 

técnicas tradicionais de extração que utilizam solventes polares 

(BENELLI et al., 2010; KITZBERGER et al., 2007; MAZZUTTI et al., 

2012; MICHIELIN et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2013). 
Dentre os extratos testados para a bactéria Gram-negativa E. coli, 

aquele obtido por ESC com CO2 a 300 bar e 40 °C apresentou valores 

de CMI (225 µg.mL
-
1) que o classifica como forte inibidor, de acordo 

com Aligiannis et al. (2001). O extrato de Soxhlet com hexano 

apresentou CMI de 675 µg.mL
-1

 que o classifica como moderado 

inibidor conforme a mesma classificação, assim como a CMI encontrada 

para os extratos obtidos por ESC com emprego de cossolvente a 5 e 10 

%, ambos no valor de 900 µg.mL
-1

. Os demais extratos não 

apresentaram atividade antibacteriana frente a este micro-organismo.  

Os extratos de P. sajor-caju obtidos por ESC com e sem o 

emprego de cossolvente, por ELP a 40 °C em modo estático e dinâmico 

e através de Soxhlet com hexano apresentaram maiores atividades 
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antimicrobianas frente a bactéria S. aureus (Gram-positiva) em 

comparação a bactéria E. coli (Gram-negativa). A menor inibição das 

bactérias Gram-negativas pode estar relacionada com as diferenças 

estruturais que estas bactérias apresentam em relação às Gram-positivas, 

tornando-as menos sensíveis aos agentes antimicrobianos (KONEMAN 

et al., 1999). As bactérias Gram-negativas possuem uma membrana 

externa em torno da parede celular, o que restringe a difusão dos 

compostos hidrofóbicos através do seu revestimento lipopolissacarídico. 

A parede celular de bactérias Gram-positivas, que não possui uma 

membrana exterior, pode ser permeada com mais facilidade pelos 

constituintes dos extratos (TIAN et al., 2009). No entanto, isto não 

significa que as bactérias Gram-positivas são sempre mais susceptíveis 

(TAJKARIMI; IBRAHIM; CLIVER, 2010). 

A atividade antifúngica dos extratos de P. sajor-caju analisados 

frente à levedura C. albicans continuou destacando a ESC, com a 

obtenção de valores de CMI de 56 µg.mL
-1

; 112,5 e 225 µg.mL
-1 

com 

CO2 e com 5 e 10 % de etanol como cossolvente, respectivamente, o que 

os classifica como fortes inibidores, conforme elencamento proposto por 

Aligiannis et al. (2001). Contudo, a quantidade de etanol utilizada na 

análise influenciou no potencial antimicrobiano dos extratos, 

apresentando aumento nos valores de CMI e diferindo estatisticamente 

entre as técnicas estudadas, quanto maior a inserção desse solvente. 

Neste caso, os extratos por ELP não se mostraram eficazes na inibição 

microbiana. O método de Soxhlet com hexano proporcionou extratos 

com forte potencial inibidor (450 µg.mL
-1

), segundo a classificação de 

Aligiannis et al. (2001). Os extratos obtidos ESC com CO2 merecem 

destaque, pois além de apresentarem o menor valor de CMI, foram os 

únicos a ser classificados como forte inibidor, conforme a classificação 

de Aligiannis et al. (2001), para todos os micro-organismos estudados. 

Os compostos que exercem essa atividade antimicrobiana ainda 

não estão completamente esclarecidos na literatura. Dessa forma, 

tornam-se necessários mais estudos para identificar os compostos com 

essa atividade e entender seu mecanismo de ação. Fortes e Novaes 

(2006), ao avaliar o potencial biológico de cogumelos comestíveis, 

constatou que a atividade antimicrobiana está a associada a presença do 

ácido linoléico.  

No estudo de Kitzberger et al. (2007), sobre a avaliação da 

atividade antimicrobiana de extratos de cogumelo shiitake obtidos por 

solventes orgânicos e ESC, os autores verificaram que os extratos 

obtidos no processo de ESC com CO2 puro e com a adição de 

cossolventes não apresentaram nenhuma inibição para S. aureus e E. 
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coli, constatando que os mesmos foram mais efetivos contra 

Micrococcus luteus (500-1000 µg.mL
-1) e B. cereus (250-500 µg.mL

-1), 

ambas bactérias Gram-positivas. Os autores também observaram que o 

extrato obtido a 150 bar e 30 °C foi efetivo na atividade antifúngica 

contra C. albicans, sendo classificado como moderado inibidor. Já 

quanto aos extratos obtidos a baixa pressão, os autores perceberam que 

estes não apresentaram atividade antimicrobiana.  

Mazzutti et al (2012), ao avaliar a atividade antimicrobiana de 

extratos de cogumelo do sol (Agaricus brasiliensis) obtidos por 

diferentes técnicas de extração a alta e baixa pressão, verificaram que as 

bactérias Gram-positivas foram mais sensíveis ao extrato de cogumelo 

do que as bactérias Gram-negativas, estando em acordo com o presente 

trabalho. No entanto, em termo de valores, os CMI determinados para os 

extratos de P. sajor-caju e classificados como forte inibidores são bem 

inferiores àqueles encontrados pelos referidos autores. Na mesma 

condição de temperatura e pressão da ESC estudada nesse trabalho (300 

bar e 40 °C), os autores encontraram fraca atividade do extrato (>2000 

µg.mL
-1

) para todos os micro-organismos testados. Sendo assim, 

comparando os valores encontrados percebe-se que o CMI encontrado 

para P. sajor-caju neste estudo é menor em um teor aproximado de 9, 35 

e 70 vezes, para E. coli, C. albicans e S. aureus, respectivamente, 

ressaltando a qualidade e potencial antimicrobiano do extrato de P. 

sajor-caju obtido por ESC com CO2. O menor CMI dos extratos de 

cogumelo do sol avaliados foi 250 µg.mL
-1

 para S. aureus a partir de 

ESC a 100 bar e 60 °C. 

As variações referentes aos valores de CMI de extratos naturais 

podem ser atribuídas a vários fatores. Dentre eles podemos citar a 

técnica aplicada, o micro-organismo e a cepa utilizada no teste, à origem 

do fungo, a época da coleta, se os extratos foram preparados a partir da 

matéria-prima frescas ou secas e a quantidade de extrato testada. Assim, 

torna-se difícil encontrar uma padronização nos métodos para expressar 

os resultados de testes antimicrobianos de produtos naturais (FENNELL 

et al., 2004).  

Segundo a literatura, utilizar uma técnica posterior de purificação 

dos extratos é uma alternativa viável para a concentração dos compostos 

de interesse. Nesse sentido, Contessa et al. (2016) verificaram, em 

estudo da atividade biológica do extrato aquoso do micélio de P. sajor-
caju obtido por maceração (sob agitação por 1h a temperatura 

ambiente), que a fração não purificada não apresentou potencial 

inibitório, ao contrário da purificada através de cromatografia de 

permeação em gel que resultou em um potencial de inibição de 84 e 31 
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% frente a bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, respectivamente. 

Souza et al. (2016) observou o mesmo comportamento para a qualidade 

antimicrobiana dos extratos de Agaricus blazei antes e após purificação, 

demonstrando a eficiência do processo de purificação, visto que a 

amostra bruta do extrato do cogumelo não apresentou inibição 

microbiana. Desta forma, esta pode ser uma opção de aprimoramento do 

extrato quando a técnica empregada não permite um alto potencial 

biológico inicial. 

Isolar e encapsular os compostos de interesse também pode ser 

uma alternativa viável para posterior aplicação do extrato como 

bioingrediente alimentar, podendo representar uma estratégia inovadora 

para prevenir ou reduzir os efeitos negativos da deterioração microbiana 

dos alimentos, bem como para possibilitar o desenvolvimento de novos 

suplementos, o que torna o extrato de P. sajor-caju consideravelmente 

relevante para as indústrias alimentar e farmacêutica. 

 

4.7 COMPOSIÇÃO QUÍMICA DOS EXTRATOS 
 

A Tabela 12 apresenta a lista dos compostos identificados nos 

diferentes extratos de P. sajor-caju obtidos pelas técnicas a alta e baixa 

pressão estudadas. A determinação da composição química desses 

extratos foi analisada em função dos resultados de rendimento e 

qualidade encontrados. 

No total, foram identificados vinte e um compostos presentes nos 

diferentes extratos de cogumelo P. sajor-caju analisados. O principal 

componente identificado foi o ácido 9-12-octadecadienoico (ácido 

linoleico), estando presente na maioria dos extratos. O ômega 6, como 

também é conhecido, é considerado ácido graxo essencial, visto que, 

não pode ser produzido pelo organismo, sendo necessário sua ingestão 

através da dieta (TURATTI, 2000). Tem importância na preservação e 

desenvolvimento do sistema nervoso, capaz de reduzir os níveis do 

colesterol LDL e do colesterol total, bem como dos triglicérides 

(FAGUNDES, 2002). Este ácido graxo apresenta função de reduzir a 

pressão sanguínea, agregação plaquetária e estimular o sistema 

imunológico (GREGORIO; LEMOS; CALDAS, 2002).  

O ácido linoleico é um ácido graxo insaturado, conhecido, 

também, por diminuir o risco de arterioloesclerose, câncer e doenças 

alérgicas (SANHUEZA; NIETO; VALENZUELA, 2002). Além disso, o 

ácido linoleico apresenta uma forte atividade antimicrobiana, que se 

deve provavelmente, à capacidade destes compostos em romper as 

membranas das células bacterianas e causar a lise das células (LEE; 
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KIM; SHIN, 2002). A presença do ácido linoleico nos extratos de 

cogumelo de P. sajor-caju pode ser o principal responsável pela 

atividade antimicrobiana detectada. No entanto, a atividade biológica de 

um extrato não pode ser atribuída à ação de um único componente, já 

que os efeitos de sinergismo entre os componentes desempenham um 

papel importante (ALVAREZ-CASTELLANOS; BISHOP; PASCUAL-

VILLALOBOS, 2001).  

A atividade antimicrobiana deve estar associada também ao 

composto 2-ethylacridine, um alcaloide conhecido na literatura como 

potencial antimicrobiano frente a diferentes micro-organismos 

(GRUMEZESCU; HOLBAN, 2017). O ácido pentadecanoico é descrito 

na literatura como um composto com atividade antimicrobiana (DUKE; 

BECKSTROM-STERNBERG, 2015). Devido ao fato desses compostos 

terem sido verificados somente nos extratos de ESC, pode-se dizer que a 

sua presença pode estar associada e em direta concordância com o maior 

potencial antimicrobiano encontrado. Além disso, a forte atividade 

antimicrobiana pode ser produto do sinergismo entre os compostos. Os 

melhores resultados dos extratos obtidos a alta pressão na temperatura 

de 40 °C em relação aos extratos de Soxhlet podem estar associados a 

ausência de oxigênio e luz durante o processo de extração, o que garante 

a preservação dos compostos (PALMA et al., 1999).  

Outro composto de interesse detectado em diferentes extratos foi 

a feniletilamina, alcaloide natural pertencente ao grupo das monoaminas 

e é o composto orgânico percursor de muitos outros compostos 

psicoativos e estimulantes. Funciona como um neurotransmissor no 

centro nervoso central. É utilizado como terapêutico para controle 

emocional (DADAKOVA; KALAC; PELIKANOVA, 2009). O 

aumento da concentração desta no sistema nervoso central leva à 

libertação de noradrenalina e dopamina, responsáveis pela motivação e 

bom-humor. Este composto também pode ser encontrado em alimentos, 

como o chocolate e estudos reportam sua presença em cogumelos do 

gênero Pleurotus (REIS; CUSTÓDIO; GLÓRIA, 2015). Segundo 

Bouaziz et al. (2016), alcaloides são amplamente utilizados na medicina 

como antimicrobianos, antioxidantes, antissépticos e preventivos de 

câncer. 

A fenilefrina, bem como a p-hidroxinorefedrina são descritas 

como substâncias com propriedades simpatomiméticas, que atuam 

principalmente causando a liberação de norepinefrina, neurotransmissor 

muito difundido no sistema nervoso central e autônomo. (MIRANDA et 

al., 2011; VIEIRA; MATTOS-JUNIOR, 2014). Farmacologicamente, 

são mais comumente utilizadas como vasoconstritoras nasais 
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(descongestionante) e inibidoras de apetite (CAPARROZ et al., 2016; 

DECS, 2018).  

Outro composto de interesse detectado no extrato obtido por ELP 

a 40 °C em modo dinâmico foi a beta-alanina, aminoácido precursor da 

carnosina, esta que é um dipeptídeo intracelular citoplasmático 

encontrado em altas concentrações no músculo esquelético, responsável 

pela manutenção do equilíbrio ácido-base intracelular (HARRIS, 

TALLON, DUNNETT et al., 2006). Conforme a literatura, a carnosina 

parece agir como neuroprotetor tendo sido utilizada com sucesso na 

melhora da função neurológica de pacientes autistas (CHEZ, 

BUCHANAN, AIMONOVITCH et al., 2002). Outros relatos atribuem à 

carnosina função antioxidante (BOLDYREV, 1993). A síntese de 

carnosina é dependente da captação de aminoácidos (L-histidina e beta-

alanina) pelas células musculares. De acordo com Artioli et al. (2009) e 

Sale et al. (2010) a suplementação de beta-alanina vem sendo estudada 

como uma nova estratégia nutricional para melhorar o desempenho 

esportivo de atletas, e tem demostrado ser eficaz na melhora do 

rendimento, reduzindo a fadiga. A literatura indica que a ingestão de 

beta-alanina permite aumentar a resistência e força, bem como 

possibilita o desenvolvimento muscular (EVERAERT et al., 2013; 

HOFFMAN et al., 2008). 
Kitzberger et al. (2007), avaliaram a composição de extratos de 

cogumelo shiitake obtidos por solventes orgânicos e extração 

supercrítica. Os autores verificaram que os extratos obtidos eram ricos 

em niacinamida, ergosterol e ácidos graxos linoleico e palmítico. No 

estudo de Mazzutti et al. (2012) para os extratos de cogumelo A. 

brasiliensis obtidos a alta e baixa pressão foram identificados vinte e 

sete compostos presentes nos diferentes extratos analisados. Os 

principais componentes identificados em termos de percentual de área 

relativa dos extratos foram o ácido n-hexadecanoico (ácido palmítico) e 

o ácido 9-12-octadecadienoico (ácido linoleico), independente da 

técnica de extração empregada, sendo que os extratos obtidos por 

extração supercrítica apresentaram uma composição mais rica em ácidos 

graxos, quando comparados aos extratos obtidos por Soxhlet. Nesse 

trabalho, os autores observaram que o composto majoritário do extrato 

obtido por ESC com CO2, a 300 bar e 40 °C foi o ácido linoleico, 

seguido do ácido esteárico. 

Pode-se verificar na Tabela 12 que poucos compostos com 

atividade antioxidante foram identificados. Acredita-se que atividade 

antioxidante dos extratos está provavelmente associada a esses 

compostos identificados e, também, à presença de compostos fenólicos e 
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flavonoides, os quais não foram identificados por essa análise de 

cromatografia gasosa. Esta técnica apresenta restrições para a análise 

destas substâncias, sendo necessária a realização de tratamentos 

químicos no extrato a fim de aumentar a volatilidade dos flavonoides, o 

que limita o uso desta técnica na detecção destes compostos 

(ZUANAZZI; MONTANHA, 2003). Em virtude destes resultados, 

sugere-se que seja empregada técnica mais específica para a 

identificação de flavonoides como análise de cromatografia líquida de 

alta eficiência (HPLC). 

Os compostos identificados apresentam importantes atividades 

biológicas, o que pode sugerir a utilização dos extratos em variadas 

aplicações terapêuticas, considerando, é claro, o efeito sinérgico entre os 

compostos. Em virtude da inexistência de dados em literatura referentes 

a ESC e a ELP de cogumelo P. sajor-caju não foi possível comparar os 

compostos detectados neste trabalho com resultados de outros trabalhos. 
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5 CONCLUSÃO 

 

Os resultados encontrados nesse trabalho mostram que os extratos 

de cogumelo P. sajor-caju obtidos por diferentes técnicas de extração se 

apresentaram como matérias-primas viáveis para a obtenção de 

compostos bioativos com atividade antioxidante e antimicrobiana. 

A técnica que apresentou o maior rendimento para extração foi 

Soxhlet empregando etanol como solvente, seguido da ELP na 

temperatura de 80 °C e em modo dinâmico. Com base nos resultados 

encontrados para as ELP nos diferentes modos estudados e, tendo em 

vista a economia de solvente e energia proporcionados pela ELP estática 

pode-se considerar este modo de processo como o mais viável e 

vantajoso. O maior rendimento para a ESC de cogumelo P. sajor-caju 

com CO2 foi verificado na condição de 300 bar e 40 °C.  No entanto, a 

adição de cossolvente ao processo de extração supercrítica mostrou-se 

interessante, proporcionando um incremento no rendimento.  

Os melhores resultados de teor de compostos fenólicos totais e 

atividade antioxidante foram verificados no extrato obtido por Soxhlet 

com etanol, seguido da ES e ELP a 80 °C, em modo dinâmico e estático, 

respectivamente, seguindo o mesmo comportamento para ambas as 

análises. A adição de etanol ao processo de extração supercrítica 

promoveu um incremento do teor de compostos fenólicos totais e 

atividade antioxidante dos extratos de cogumelo P. sajor-caju, 

confirmando a afinidade dos compostos antioxidantes com os solventes 

polares.  

Quanto à atividade antimicrobiana, os extratos supercríticos com 

e sem emprego de cossolvente, bem como aqueles obtidos por ELP a 

40 °C em modo estático e dinâmico e Soxhlet com hexano apresentaram 

alto potencial inibidor, sendo maior para bactérias Gram-positivas, com 

destaque para a ESC com CO2, a qual, além de apresentar o menor valor 

de CMI, foi a única a ter o extrato classificado como forte inibidor para 

todos os micro-organismos estudados. Para a C. albicans, apenas os 

extratos obtidos por ESC e Soxhlet com hexano apresentaram atividade 

antifúngica. A adição de etanol ao processo de extração promoveu 

redução na atividade antimicrobiana dos extratos de cogumelo P. sajor-

caju analisados.  

Foi possível observar os bons resultados da extração sequencial 

relacionados desde o rendimento de extração ao aumento significativo 

no potencial antioxidante do extrato em comparação àqueles obtidos a 

partir de técnicas de extração que utilizaram a matéria-prima bruta. 

Esses resultados indicam que a ES torna possível a obtenção de 
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diferentes frações de extratos, ricas em compostos distintos. Como 

observado neste estudo, a primeira fração apresentou ótimo potencial 

antimicrobiano, enquanto a segunda teve destaque quanto a ação 

antioxidante. O uso de técnicas sequenciais pode servir como uma 

estratégia para obter produtos com melhores atividades biológicas, 

valorizando a matéria-prima e agregando valor aos produtos obtidos. Os 

principais compostos identificados nos extratos obtidos por extração 

supercrítica foram o ácido linoleico, ácido pentadecanoico e 2-

ethylacridine, ambos com potencial antimicrobiano citado pela 

literatura. Apesar dos baixos rendimentos observados na ESC, esta 

técnica torna-se bem interessante na obtenção de compostos de alto 

valor agregado, devido a seletividade do processo. Dessa forma, a busca 

por condições operacionais que favoreçam o rendimento das extrações 

ou a qualidade deste extrato é uma alternativa para este cenário. 
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6 SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 

 

a) Avaliação da composição dos extratos através de técnica 

cromatográfica líquida;  

b) Extrações convencionais e à alta pressão empregando água e 

mistura de solventes; 

c) ESC e ES em diferentes temperaturas; 

d) Avaliar a influência da vazão na ELP dinâmica; 

e) Empregar método de purificação nos extratos de P. sajor-

caju e avaliar seu potencial antimicrobiano e antioxidante. 
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APÊNDICE A – Dados experimentais da curva de extração 

 

Tabela 13 – Tempo de extração, massa de extrato, massa de extrato 

acumulada e rendimento (X0) do experimento cinético a 200 bar, 40 ºC e 12 

± 2 g CO2 .min
-1

. 
 

  

Tempo  

(min) 

Massa ext  

(g) 

Massa acumulada 

(g) 

Rendimento 

(%) 

5 0,0248 0,0248 0,1088 

10 0,0077 0,0325 0,1426 

15 0,0090 0,0415 0,1821 

20 0,0087 0,0502 0,2203 

25 0,0084 0,0586 0,2572 

30 0,0122 0,0708 0,3107 

40 0,0172 0,0880 0,3862 

50 0,0083 0,0963 0,4226 

60 0,0051 0,1014 0,4450 

70 0,0044 0,1058 0,4643 

80 0,0068 0,1126 0,4941 

90 0,0016 0,1142 0,5011 

100 0,0053 0,1195 0,5244 

110 0,0047 0,1242 0,5450 

120 0,0018 0,1260 0,5529 

150 0,0057 0,1317 0,5779 

180 0,0060 0,1377 0,6043 

210 0,0060 0,1437 0,6306 

240 0,0015 0,1452 0,6372 

270 0,0020 0,1472 0,6460 

300 0,0062 0,1534 0,6732 

330 0,0031 0,1565 0,6868 

360 0,0040 0,1605 0,7043 

390 0,0050 0,1655 0,7263 

420 0,0011 0,1666 0,7311 
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APÊNDICE B – Curva padrão de ácido gálico 

 

Figura 13 – Curva padrão de ácido gálico utilizada no cálculo de TFT dos 

extratos de P. sajor-caju. 
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APÊNDICE C– Curva padrão de trolox 

 

Figura 14 – Curva de calibração de Trolox, utilizada na determinação de 

atividade antioxidante pelo método ABTS 
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