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RESUMO

O Agaricus brasiliensis, conhecido popularmente no Brasil como
cogumelo do sol, é amplamente utilizado nos paises orientais como um
cogumelo comestivel. Além disso, o cogumelo do sol tem sido
extensivamente estudado devido a suas propriedades medicinais,
havendo uma abundante literatura sobre o tema. O presente trabalho
avaliou a composicao quimica e atividade antioxidante e antimicrobiana
dos extratos de A. brasiliensis obtidos por extragdo supercritica (ESC)
com CO, puro e com a adi¢do de etanol como cossolvente. Para avaliar
0 método a alta pressdo quanto a rendimento, composi¢do e atividade
antioxidante e antimicrobiana dos extratos, métodos a baixa pressao,
como hidrodestilacdo, maceracdo etandlica e soxhlet com diferentes
solventes foram aplicados. As condicdes testadas na ESC foram: 40 °C,
50 °C e 60 °C e pressdes entre 10 MPa e 30 MPa. A cinética de extracdo
e 0 emprego de cossolvente no processo de extragdo supercritica
também foram avaliados. Os extratos obtidos por soxhlet utilizando
agua (56,8 %) e etanol (36,7 %) como solventes apresentaram 0s
maiores rendimentos, enquanto que o menor rendimento foi observado
na hidrodestilacdo (0 %). A extragdo supercritica de cogumelo do sol
apresentou rendimentos inferiores aqueles alcangados nas extragdes a
baixa pressdo, em soxhlet e maceracdo. O melhor rendimento no
processo de extragao supercritica utilizando CO, puro foi na condicao de
50 °C e 30 MPa (1,2 %). O emprego de 10 % de etanol como
cossolvente no processo de extragdo supercritica aumentou 3,8 vezes o
rendimento de extracdo. O teor de compostos fendlicos totais foi
avaliado pelo método de Folin-Ciocalteau e a atividade antioxidante
pelo método DPPH, sendo verificado que os melhores resultados foram
obtidos no extrato proveniente da maceracdo etantlica. A adicdo de
cossolvente ao processo de extragdo supercritica promoveu um
incremento do teor de compostos fendlicos totais e atividade
antioxidante dos extratos de cogumelo do sol. A atividade
antimicrobiana foi avaliada pela concentragdo minima inibitdria e pelo
método de difusdo em gel. Os extratos de cogumelos do sol obtidos por
técnicas a baixa pressdo como por extracdo supercritica apresentaram
atividade antibacteriana, sendo maior para bactérias Gram-positivas.
Apenas os extratos de cogumelos do sol obtidos por ESC (20 MPa/50
°C e 20 MPa/60 °C) apresentaram uma fraca atividade antifingica frente
a espécie Candida albicans. A quantificagdo e a identificacdo da
composicdo dos extratos foram realizadas por cromatografia. Os



principais compostos identificados nos extratos foram o &cido linoléico
e acido palmitico. Apesar dos baixos rendimentos observados na ESC,
esta técnica torna-se bem interessante na obtencdo de compostos de alto
valor agregado, devido a seletividade do processo. A busca por
condi¢des operacionais que favorecam positivamente o rendimento das
extracdes € uma alternativa a esta situagdo.



ABSTRACT

Agaricus brasiliensis, popularly known in Brazil as Sun mushroom, is
widely used in oriental countries as an edible mushroom. Furthermore,
Sun mushroom is a mushroom extensively studied for its medicinal
properties for several years and literature abounds on the topic. The
objective of this study was to obtain extracts from the mushroom
A.brasiliensis using supercritical fluid extraction (SFE) with pure CO,
and with CO; and co-solvent. In order to evaluate the high pressure
method in terms of process yield, extract composition and biological
activity, low pressure methods were also applied to obtain extracts, such
as maceration with ethanol (Mac), Soxhlet (Sox) with different organic
solvents, and hydrodistillation (HD). The SFE conditions were
temperatures of 40 °C, 50 °C and 60 °C and pressures from 10 to 30
MPa. The SFE Kkinetic the overall extraction curve (OEC) was
investigated. Soxhlet presented the highest yields when using water
(56.8 %) and ethanol (36.7 %) as solvent. Hydrodistillation technique
showed the lowest extraction yields (0 %). Supercritical extraction of
Sun mushroom showed lower yields than the low pressure extraction in
Soxhlet and maceration. The best conditions in the studied range to
obtain high yields resulted to be 30.0 MPa and 50 °C (1.2 %). When 10
% of ethanol was added as co-solvent, the yield of extraction increased
3.8 times. Total phenol content was evaluated by the Folin-Ciocalteu
and antioxidant activity by DPPH method, being verified the best results
for the maceration extract. The use of ethanol as a co-solvent in the SFE
improves antioxidant activity by DPPH assays and the total phenolic
content. Antimicrobial activity was evaluated by minimum inhibitory
concentration and gel diffusion assay. The antimicrobial activity
presented by SFE and low pressure methods indicated great potential of
the extracts as inhibitors of the microorganism growth, especially for
Gran-positive bacteria. Only extracts of sun mushroom obtained by SFE
(20 MPa/50 °C and 20 MPa/60 °C) showed a weak antifungal activity
against Candida albicans. The identification and quantification of the
composition of the extracts was performed by chromatography. The
major compounds identified in extracts were linoleic acid and palmitic
acid. Despite the low yields observed in the SFE, this technique is very
interesting in obtaining the compounds of high aggregated value due to
the selectivity of the process. The optimization of operating conditions
that favor a positive yield of extraction is an alternative to this situation.
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1 INTRODUCAO

Os cogumelos sdo alimentos valiosos, com baixos teores
energéticos e elevadas quantidades de minerais, aminoacidos essenciais,
vitaminas e fibras. O Agaricus brasiliensis € um cogumelo nativo do
Brasil e alcancou o topo no ranking dos melhores cogumelos medicinais
e culinérios. Este cogumelo € amplamente estudado nas areas de ciéncia
de alimentos, farmacologia, biotecnologia e medicina (LARGETEAU et
al., 2011). Na area medicinal, varios estudos tém reportado que o A.
brasiliensis apresenta atividade antibactericida (BERNARDSHAW;
JOHNSON; HETLAND, 2005), antioxidante (SILVA et al., 2009),
antidiabética (KIM et al.,, 2005), antiangiogénica (TAKAKU,;
KIMURA; OKUDA, 2001), anticancer (MANTOVANI et al.,
2008),entre outras.

O cogumelo medicinal A. brasiliensis é cultivado no Brasil em
escala comercial desde o inicio dos anos de 1990 em regides proximas a
costa atlantica, de temperaturas moderadas a quentes e elevada umidade,
dos meses de setembro a abril. As areas de producdo tém se expandido
do estado de Sdo Paulo, que se configura ainda como a regido mais
importante, para outros estados tais como Minas Gerais, Parang, Santa
Catarina, Rio Grande do Sul, Bahia e Ceara(MENDONCA et al., 2005).

Este cogumelo medicinal recebeu diversos nomes populares. No
Brasil é popularmente conhecido como cogumelo Piedade, cogumelo
medicinal, cogumelo de Deus e cogumelo do sol. No Japdo, seu corpo
de frutificagdo é conhecido como Himematsutake ou Kawariharatake e
na China como Ji Song (LARGETEAU et al., 2011).

Os extratos de vegetais e de cogumelos tém importante
participacdo nas composicdes de produtos e suplementos alimentares,
bem como em cosméticos e farmacos. Atualmente, os consumidores
estdo cada vez mais preocupados com a salde e buscam produtos
naturais de melhor qualidade e livres de tragos de solventes organicos.
Além disso, a legislagdo que regula os residuos fica cada vez mais
restritiva, pois acidentes envolvendo solventes tdxicos representam
riscos para 0 meio ambiente e para a salde humana. Este contexto tem
criado demanda no setor produtivo por processos que possam minimizar
0 impacto ambiental, diminuindo ou eliminando totalmente a geracao de
residuos téxicos, tendo também direcionado o setor académico a
pesquisar processos alternativos que possam atender a essas nhovas
demandas. O Brasil, como grande produtor de plantas e
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cogumelos,precisa aproveitar efetivamente seu potencial e desenvolver
e/ou adaptar tecnologias que sejam economicamente vidveis e
ecologicamente corretas.

A tecnologia supercritica, que utiliza solventes a alta pressdo, é
considerada um processo limpo, sendo que os extratos obtidos através
desta técnica apresentam alta pureza. Esta tecnologia tem sido muito
empregada na obtengdo de extratos que podem ser utilizados na
industria alimenticia, farmacéutica e cosmética. Este processo apresenta
vantagens distintas quando comparado com outras técnicas de
separacdo: compostos termicamente instaveis podem ser separados a
baixas temperaturas; o solvente pode ser removido facilmente do soluto
por redugdo de pressdo e/ou ajuste de temperatura; a necessidade de
energia térmica é inferior a do processo de destilacdo; alta seletividade
para os solutos; rapida extracdo devido & baixa viscosidade do solvente,
alta difusividade e bom poder de solvatacdo do solvente (BRUNNER,
1994).

No que diz respeito a técnicas que envolvem o uso de fluidos
supercriticos, o diéxido de carbono é quase impreterivelmente, a
substancia escolhida. O didxido de carbono (CO,) apresenta diversas
vantagens que decorrem do fato de ser um solvente barato, ndo
inflamavel, sem risco de explosdo e quimicamente inerte, produzindo
um extrato vegetal com alta pureza. O maior obstaculo ao uso da
extracdo supercritica na indlstria ainda é o alto custo fixo de
investimento necessario para a instalagdo de uma planta de extragéo
(PEREIRA; MEIRELES, 2010).

Para que seja possivel a aplicacdo industrial dessa técnica de
extracdo, é necessaria a determinacdo da eficiéncia do processo, o0 que
pode ser avaliado pela combinacdo de qualidade do produto, custo e
rendimento. Para atender este objetivo, o presente trabalho se dedica a
comparar o extrato obtido por técnicas convencionais de extracdo com o
extrato obtido por tecnologia supercritica. Além do fundamento
tecnologico, é importante determinar a composicdo quimica dos extratos
e a sua atividade biologica, como a atividade antioxidante,
antibacteriana e antifungica.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho é estudar o emprego do processo de
extracdo supercritica na obtencdo de extratos de cogumelo do sol
(Agaricus brasiliensis) e avaliar a composi¢do quimica e atividade
bioldgica destes extratos.

1.1.2 Objetivos especificos

a) Awvaliar as condicGes operacionais de temperatura e pressao para
a ESC de cogumelo do sol;

b) Comparar a extracdo supercritica a extracdo convencional
(extracdo por maceracdo seguida de particdo liquido-liquido,
soxhlet e hidrodestilagao);

c) Selecionar e avaliar a aplicagdo de cossolvente ao CO, no
processo de ESC;

d) Determinar a composicao através de cromatografia gasosa com
espectrometria de massas;

e) Avaliar a qualidade e a funcionalidade dos extratos de
cogumelo do sol através da analise da atividade antioxidante,
antibacteriana e antiflngica.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 COGUMELO DO SOL (Agaricus brasiliensis)

O A. brasiliensis € um cogumelo originario do Brasil, mais
especificamente da Floresta Atlantica localizada no sul de Sdo Paulo
(Figura 1). Este cogumelo foi descoberto em 1960 pelo agricultor e
pesquisador Takatoshi Furumoto e enviado para o Japdao em 1965, onde
foram iniciados os estudos sobre seus provaveis efeitos medicinais
(AMAZONAS; SIQUEIRA, 2003).

A classificacdo taxondmica deste cogumelo apresenta algumas
divergéncias, ndo havendo unanimidade a respeito do nome oficial.
Anteriormente, dois conceitos de Agaricus blazei existiam: A. blazei ss.
Murrill, reportado em trés localidades dos Estados Unidos e o A. blazei
ss. Heinemann, reportado no Brasil e cultivado no Japdo. Apds varios
estudos focados no esclarecimento de sua designacdo botanica foi
determinado que o cogumelo A. blazei ss. Heinemann ndo tinha nada em
comum com o A. blazei ss. Murrill, e entdo a nova espécie para a ciéncia
foi descrita como A. brasiliensis (WASSER et al., 2002).

Figura 1: Cogumelo A. brasiliensis




22

O corpo de frutificagéo fresco do cogumelo consiste de 85 a 87 %
de 4gua. A composicao quimica em base seca do cogumelo é de 40 a 45
% de proteinas, 38 a 45 % de carboidratos, 6 a 8 % de fibras, 5a 7 % de
cinzas e 3 a 4 % de lipidios. O cogumelo é rico em vitaminas como:
tiamina, riboflavina, niacina, vitamina K, tocoferol, € minerais como:
potéssio, célcio, fésforo, magnésio, zinco, ferro, selénio e cadmio. A
composicdo quimica dos cogumelos pode sofrer pequenas alteragdes na
gualidade e quantidade em funcdo do local e condi¢cdes de cultivo,
estddio de maturacdo da colheita, processamento e armazenagem
(MIZUNO, 2002).

N&o existem estatisticas oficiais sobre a producdo de cogumelos
no Brasil. De acordo com dados estatisticos do Ministério do
Desenvolvimento Indudstria e Comércio Exterior, em 2009, o volume de
exportacdo de A. brasiliensis do Brasil para o Japdo foi de 4 t. O valor
estd bem abaixo do praticado antes de 2006, quando a toxicidade
apresentada por alguns produtos de cogumelo Agaricus ocasionaram
uma reducdo estimada de 76 % das exportacdes para o Japdo (SECOM,
2010). Ao mesmo tempo em que as exportacbes diminuiram, ocorreu
uma melhoria no mercado nacional motivada pelo interesse da
populacdo brasileira com os beneficios desse cogumelo (MENDONCA
etal., 2005).

Os precos medios de importacdo, praticados atualmente no Japdo,
alcancam 10.000,00 lenes/kg (US$105,00) para aqueles provenientes da
China e 17000 a 18000 lenes/kg (US$179,00 a US$189,00) para os
originarios do Brasil. O preco, por quilograma, dos cogumelos no
mercado local é de cerca de US$270,00. Segundo os importadores
japoneses de “Agaricus”, o produto brasileiro é considerado de melhor
gualidade e mais eficaz do que o produto chinés (SECOM, 2010).

O cogumelo do sol é principalmente comercializado na forma
desidratada, sendo consumido, sobretudo, como um nutracéutico. Entre
2006 e 2007, a producéo brasileira de cogumelos desidratados foi de 40
t (TOMIZAWA et al., 2007). De acordo com os padrGes de mercado,
estes cogumelos secos sdo classificados como grau Extra, A, B ou C,
segundo critérios de cor, morfologia e tamanho (MENDONCA et al.,
2005).0 A. brasiliensis também é comercializado na forma de
cogumelos em po, tabletes, capsulas, extratos e chas. Atualmente,
muitos web sites oferecem esses produtos, principalmente no Brasil,
China e Japdo (WASSER et al., 2002).

A industria de cosméticos, que movimenta dezenas de bilhdes de
délares por ano, também tem demonstrado interesse na incorporacéo de
produtos naturais como os cogumelos em seus produtos. No mercado,
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sdo comercializados diversos produtos do A. brasiliensis, como cremes,
locOes, sabonetes, xampus, condicionadores, entre outros. Esses
produtos séo indicados para os cuidados dos cabelos e cuidados com a
pele, como cremes antienvelhecimento, cremes antioxidantes, cremes
para a revitalizacdo e clareamento da pele (HYDE; BAHKALI,
MOSLEM, 2010).

2.1.1 Principais substancias bioativas do A. brasiliensis

Os cogumelos sdo bastante empregados no uso terapéutico,
devido as vérias substancias bioativas que contém e que estdo sendo
identificadas. O progresso nos estudos sobre o A. brasiliensis coincide
com numerosas patentes sobre métodos de isolacdo, técnicas de cultivo
e suplementos dietéticos (WASSER et al., 2002). Dentre 0s potenciais
usos terapéuticos do cogumelo do sol estdo aqueles ligados as
propriedades antitumorais, e também a outros beneficios como as
propriedades antioxidantes, antivirais, imunomoduladoras, diminuigdo
do colesterol e diabetes, entre outras, como pode ser observado no
Quadro 1.

Quadro 1: Atividades bioldgicas do A. brasiliensis

Atividade Bioldgica Referéncia
Atividade antitumoral Kawagishi et al. (1987); Ohno et al. (2001)
Atividade antimutagénica Menoli et al. (2001)
Atividade antigenotdxica Martins de Oliveira et al. (2002)
Atividade do sistema imune | Kawamura e Kasai (2007); Yuminamochi et

al. (2007)

Atividade antibacteriana Bernardshaw; Johnson; Hetland, (2005)
Atividade antidiabética Hsu et al. (2007)
Atividade antiviral Sorimachi et al. (2001)
Atividade antioxidante Silva et al. (2009)

As B-glucanas sdo um dos compostos ativos do cogumelo A.
brasiliensis mais pesquisados. Os relatos cientificos tém demonstrando
gue este polissacarideo pode ser eficiente no tratamento de varias
enfermidades, incluindo doencas alérgicas (ELLERTSEN; HETLAND,
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2009), inflamacgdes (KOMURA et al., 2010), diabetes (KIM et al.,
2005), cancer (HETLAND et al., 2008), entre outras.

O cogumelo A. brasiliensis contém outros compostos que
também apresentam atividade biolégica como a lecitina que exerce
propriedade antitumoral, antimutagénica e hemaglutinizante; o
ergosterol que funciona como anticarcinogénico e inibidor da
angiogénese; o acido linoléico que atua como bactericida; os esterdides
gue atuam contra o0s tumores; a arginina que funciona como
anticarcinogénica e a glutamina com efeitos antioxidantes, entre outros
(LAKHANPA; RANA, 2005; FORTES; NOVAES, 2006;
SORIMACHI; NAKAMOTO, 2011)

2.2 METODOS DE EXTRACAO

A extracdo é uma operacdo unitiria que tem por objetivo a
separacdo de determinadas substancias a partir de diversas matrizes,
s6lidas ou liquidas, através de processos quimicos, fisicos ou mecanicos
(EGGERS; JAEGER, 2003). Nos processos de extracdo, a escolha do
solvente, a temperatura e a acdo mecanica (agitacdo e pressdo) sao
importantes. A extracdo é influenciada pela estrutura molecular do
soluto, o tamanho, localizacdo e a ligagdo com outros componentes. As
caracteristicas quimicas do solvente e a estrutura e composi¢cdo do
produto natural asseguram que cada sistema material-solvente mostre
comportamento pelicular, o qual ndo pode ser previsto facilmente. Os
processos extrativos dependem em grande parte dos fendémenos de
difusdo, sendo que a renovacdo do solvente desempenha um papel
importante na velocidade da dissolugdo, bem como a agitacdo pode
determinar a duracdo do processo extrativo (SOARES et al., 1998;
TSAO; DENG, 2004).

A extracdo com solvente organico ou &gua e extracdo liquido-
liquido j& sdo incorporados no processamento béasico de alimentos,
enquanto que a ESC é um método alternativo promissor para novas
aplicacdes ou aplicagbes melhoradas na engenharia de alimentos. Cada
uma destas técnicas apresenta vantagens e desvantagens. E importante
lembrar que o método de extracdo a ser selecionado para o
processamento dos produtos naturais deve levar em conta trés fatores
principais: (i) obtengdo de produto diferenciado do existente no mercado
(qualidade, atividade biol6gica, composicdo quimica, estabilidade,
auséncia de trago de solvente, etc.), (ii) custo de manufatura mais
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vantajoso (maior rendimento, menor tempo, menor consumo de
energia), e/ou (iii) reducdo no impacto ambiental.

2.2.1 Hidrodestilacao

A hidrodestilacdo é a técnica de destilagdo mais antiga e consiste
na imersdo da matéria-prima em &gua e aquecimento até a ebuli¢do. O
método de hidrodestilacdo utiliza a agua como agente de separacao.
Assim, esta técnica fornece produtos naturais livres de solventes
organicos e que podem ser diretamente utilizados em outros processos,
sem a necessidade de processos de separacdo adicionais. Os
equipamentos necessarios para a hidrodestilagdo sdo baratos, de facil
construcdo e com grandes capacidades, 0 que garante uma boa
rentabilidade (CERPA et al., 2008).

Entre as principais desvantagens dessa técnica estd a degradagdo
térmica de algumas espécies, o que afeta a qualidade dos produtos, e a
reacdo de hidrolise dos solutos. Além disso, como a matéria-prima deve
ser aquecida até a temperatura de ebulicdo, 0 consumo energético ¢ alto
(CERPA et al., 2008).

2.2.2 Soxhlet

O extrator soxhlet foi desenvolvido em 1879 e esta técnica vem
sendo considerada padrdo por mais de um século. A extragdo com
soxhlet convencional apresenta diversas vantagens. Nesse processo a
amostra esta sempre em contato com o solvente, havendo sua constante
renovacgdo. Além disso, ndo ha necessidade de filtragdo ao término da
extracdo, a metodologia € muito simples e ndo requer treinamento
especializado e o equipamento apresenta baixo custo (CASTRO;
PRIEGO-CAPOTE, 2010).

As maiores desvantagens da extragdo com soxhlet em
comparacdo a outras técnicas sdo o longo tempo necessario para a
extracdo e a grande quantidade de solvente utilizado, o que representa
um prejuizo econdmico e um problema ambiental. A amostra
geralmente é extraida no ponto de ebuligdo do solvente durante longos
periodos, o que pode resultar na decomposicdo térmica das espécies
termolabeis. Além disso, h4 a necessidade de eliminagdo do solvente,
gue pode ser incompleta, e 0 método apresenta baixa seletividade
(CASTRO; PRIEGO-CAPOTE, 2010).
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2.2.3 Maceragao

A maceracdo é uma das técnicas extrativas mais usuais devido a
simplicidade e custos reduzidos. O processo de maceragdo consiste em
deixar a matéria-prima em contato com o solvente por um determinado
tempo a temperatura ambiente para extrair 0s compostos de interesse.

As principais desvantagens da técnica de maceragdo Sd0 0S
longos periodos de extragdo, mesmo com agitacdo; a necessidade de
eliminacdo do solvente, baixa eficiéncia e a presenca de residuos de
solventes no extrato (CASTRO; PRIEGO-CAPOTE, 2010).

2.2.4 Extracdo supercritica (ESC)

Os solventes sdo utilizados em larga escala nas inddstrias
guimicas, farmacéuticas e alimenticias. Na procura por solventes
ecoldgicos estd aumentando o interesse nos fluidos supercriticos para
uma ampla variedade de aplicacdes. Um fluido supercritico é qualquer
substancia a uma temperatura e pressdao acima de seu ponto critico
termodinamico. Os fluidos supercriticos sdo os Unicos solventes em que
seu poder de solvatagdo pode ser controlado por pequenas alteracdes na
pressdo e/ou temperatura. Sua massa especifica € muito maior do que
aquela dos gases tipicos e ligeiramente menor do que aquelas dos
liquidos organicos. Por outro lado, a viscosidade do fluido supercritico
assemelha-se a dos gases tipicos, e € muito menor do que a dos liquidos.
Esta caracteristica assegura a capacidade elevada da fase fluida para a
transferéncia de massa, fazendo com que os fluidos supercriticos sejam
escolhidos como solvente da extragdo (BRUNNER, 1994).

A extracdo com fluidos supercriticos € uma operagao unitaria por
contato que se fundamenta no equilibrio e nas propriedades fisico-
quimicas dos fluidos supercriticos. Esta técnica é particularmente efetiva
no isolamento de substancias de massa molar média e polaridade
relativamente baixa. A principal vantagem da extracdo supercritica
sobre outro processo de separacdo muito utilizado na indUstria (extracdo
com solvente) é o fato de que quando utilizado diéxido de carbono
(CO,) como solvente, as temperaturas do processo de ESC sdo
moderadas, de modo que o0s extratos quase ndo sofrem hidrdlise,
oxidacdo, esterificacdo, caramelizacdo ou outras alteracBes térmicas
(MEIRELES, 2003; PEREDA; BOTTINI; BRIGNOLE, 2008).

As aplicacbes da ESC na industria de alimentos, farmacos e
cosméticos sdo inimeras. Alguns exemplos de processos consolidados
gue utilizam a extracdo com fluido pressurizado sdo a remocdo de
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nicotina do tabaco e cafeina do café e chés, extracdo de aromas, 6leos
essenciais e antioxidantes, extracdo de 6leos de sementes oleaginosas,
extracdo de ervas medicinal e produgdo de extrato de lGpulo para a
producdo de cervejas. O Unico residuo acumulado ao final do processo
ESC é o solido do qual foi extraido o soluto. Como a matéria-prima é
uma matriz bioldgica ou parte desta, o residuo pode ser incorporado ao
solo sem prejuizo ao meio-ambiente. Em alguns casos, como na
extracdo da cafeina do café, tanto o residuo (grdos de -café
descafeinados) quanto o extrato (cafeina) sdo produtos comercializaveis
(MUKHOPADHYAY, 2000).

O fluido supercritico mais usado é o dioxido de carbono
(propriedades criticas: 31,1°C e 7,38 MPa). O CO, é barato, ecoldgico,
seguro e apresenta alta difusividade combinada com forca de solvente
facilmente ajustavel. Na temperatura e pressdo ambiente o CO, é
gasoso, 0 que torna a recuperacdo do analito muito simples e livre de
solventes. Além disso, na preparacdo de amostras de produtos naturais e
alimentos é importante a capacidade de operar em baixas temperaturas
usando um meio ndo oxidante, 0 que permite a extragdo de compostos
termicamente labeis ou compostos facilmente oxidaveis (BRUNNER,
1994; HERRERO et al., 2010).

Na ESC de produtos naturais utilizando CO, puro como solvente,
geralmente sdo extraidas misturas que contenham substancias apolares e
moderadamente polares. O emprego de modificadores polares
(cossolventes) altera a polaridade do fluido supercritico e aumenta o seu
poder de diluicdo no composto de interesse. Os modificadores também
podem reduzir a interacdo composto-matriz melhorando a sua extragédo
guantitativa (LI, 2008; HERRERO et al., 2010). A selecdo do solvente é
baseada nos parametros de solubilidade e na polaridade do componente
de interesse e solvente.

2.2.4.1 Procedimento de extracdo

A extracdo supercritica € um processo baseado no contato entre
um leito fixo da amostra moida com um solvente em estado supercritico,
sendo um processo de separagao fisica que remove um soluto ou mistura
de solutos da fase sélida, e consiste em duas etapas principais: extracdo
e separacdo do extrato do solvente A Figura 2 ilustra um esquema
simplificado do processo de ESC. O solvente pressurizado escoa
continuamente através do leito de particulas. A matriz sélida o absorve e
sua estrutura celular dilata-se, sendo que a resisténcia ao transporte de
massa diminui. Na etapa de difusdo, os componentes solubilizados s&o
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transportados para a superficie do sélido. Paralelamente, os compostos
soluveis sdo dissolvidos pelo solvente. Estes componentes, agora todos
dissolvidos, fazem parte da fase fluida e escoam para a saida do extrator.
Ap0s a extracdo ocorre a etapa de separacdo em que a pressdo do
sistema é reduzida, o poder de solubilizacdo do solvente extrato diminui
drasticamente e o soluto precipita. Apds a separacdo, o solvente pode ser
recirculado no sistema (BRUNNER, 1994; PEREIRA; MEIRELES,
2010).

A extracdo com fluidos supercriticos tipicamente utiliza presses
entre 20 e 50 MPa, temperaturas de até 80 °C, razdo de alimentagdo de
solvente entre 6 e 30 kg de CO, por kg de amostra, queda de pressao
méxima de 0,1 MPa, e adicdo méxima de 20 % de cossolvente
(KASSING et al,. 2010).

Os parametros que afetam o processo de extracdo supercritica
podem ser divididos em dois grupos principais. O primeiro grupo inclui
caracteristicas especificas do material, como massa especifica,
superficie especifica, diametro do poro, porosidade, geometria e teor de
umidade. O segundo grupo inclui parametros do processo como pressao
e temperatura de extragdo, vazdo do solvente, tempo e temperatura e
pressdo de separacdo (MARTINEZ; VANCE, 2008).

Figura 2: Fluxograma simplificado do processo de ESC, o sistema
contém controladores de temperatura e pressao que ndo sao mostrados
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Fonte: Pereira; Meireles, (2010)
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2.2.4.2 Curvas globais de extragdo

A representacdo da cinética da ESC é feita através da construgdo
da curva de extracdo, que se caracteriza como um grafico da massa
acumulada de extrato em funcdo do tempo de extracdo. Este gréfico
fornece informagBes sobre o comportamento cinético da extracdo,
possibilitando a determinacdo do tempo de ciclo mais viavel para um
processo de ESC. A curva obtida depende dos pardmetros de processo e
dos fendmenos que ocorrem no leito fixo durante a extracdo. Sdo varios
os fatores que afetam o comportamento das curvas de extragdo, como
por exemplo, vazdo de solvente utilizada e tamanho da particula
formadora do leito. Desta forma, é dificil fazer a comparacdo entre
curvas obtidas a partir de matérias-primas diferentes e de diferentes
equipamentos, mas as informacGes que elas podem fornecer, como a
duracdo da taxa constante de extragdo, sdo Uteis para comparar uma
série de experimentos com 0 mesmo substrato e 0 mesmo equipamento
(BRUNNER, 1994).

De acordo com a literatura, as curvas de extragdo sdo divididas
em trés periodos, controlados por diferentes mecanismos de
transferéncia de massa. Na Figura 3 estdo representados os periodos: (1)
periodo de taxa constante de extracdo (CER); (2) periodo de taxa
decrescente de extragio (FER) e (3) periodo difusional (SOVOVA,
1994; TALANSIER et al., 2008; MEZZOMO; MARTINEZ;
FERREIRA, 2009; PEREIRA; MEIRELES, 2010).

No periodo CER, o soluto esté facilmente acessivel na superficie
das particulas da matriz. Nesta situacdo o processo de transferéncia de
massa é controlado pela convecgdo (escoamento do solvente). Varios
autores tém demonstrado que durante este periodo, aproximadamente
entre 50 e 90 % da quantia total de extrato é obtida. Em geral, este
periodo pode ser caracterizado pelos seguintes parametros: tcer (duracéo
do periodo CER, s); Ycer (razdo massica de soluto na saida do leito);
Mcer (taxa de transferéncia de massa, kg/s) e Reer (rendimento do
periodo CER).

No periodo FER, a taxa de transferéncia de massa decresce
rapidamente como resultado da diminuicdo da é&rea efetiva de
transferéncia de massa e passa a ser significativo o processo de
transferéncia de massa por difusdo. O periodo difusional é caracterizado
pela auséncia de soluto facilmente acessivel na superficie das particulas
e predominio do fenémeno difusivo no sélido.
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Figura 3: Representacdo da curva de ESC apresentando as 3 etapas da
extragao
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Fonte: Martinez, (2005)

2.2.4.3 Rendimento Global de Extragdo

O rendimento global é definido como a quantidade méaxima de
soluto que pode ser extraido do substrato sdlido em determinadas
condi¢des de temperatura e pressdo. Em outras palavras, € o rendimento
obtido em um processo exaustivo. A construgdo de isotermas do
rendimento global permite analisar os efeitos da temperatura e da
pressdo sobre a extracdo. Esta andlise pode ser feita em termos de
rendimento global de extracdo como um todo ou do rendimento global
de um composto especifico. O rendimento global esta estreitamente
relacionado com a solubilidade do soluto (ou mistura de solutos) no
fluido supercritico (PEREIRA; MEIRELES, 2010).

2.2.4.4 Extracdo supercritica de cogumelos

Abdullah, Young e Games (1994) estudaram a extragdo
supercritica de acidos graxos e carboxilicos dos cogumelos Agaricus
siluicola e Agaricus bisporus. A ESC forneceu resultados comparaveis
com as técnicas classicas de extragdo de acidos graxos livres e ésteres,
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mas com menos etapas de manipulagdo. Além disso, resultou na
caracterizacdo de &cidos ndo anteriormente relatados para essas fontes.

Coelho et al. (2005) estudaram a extracdo supercritica de
metabdlitos secundarios de corpos de frutificagdo jovens e do micélio de
A. blazei. Os cogumelos foram submetidos a temperaturas entre 40 e 80
°C, pressdes de até 60 MPa e vazdo variando entre 2 e 9 g de CO,/min.
A melhor condigdo utilizando CO, puro foi obtida a 40 MPa, 70 °C e
vazdo de 5,7 g de CO,/min, sendo que 0s principais componentes
identificados no extrato foram acido palmitico (49 %) e acido oléico (34
%). O emprego de 5 a 10 % de etanol como cossolvente aumentou o
rendimento da extracdo, uma vez que os metabolitos secundarios estdo
mais presentes nas fragdes lipidicas.

Kitzberger et al. (2007) avaliaram a atividade antioxidante e
antimicrobiana de extratos de cogumelo shiitake (Lentinula edodes)
obtidos por solventes organicos e tecnologia supercritica empregando
diferentes cossolventes (etanol, diclorometano e acetato de etila). Os
resultados indicaram que a fragéo obtida por ESC utilizando CO, e 15 %
de etanol apresentou atividade antioxidante similar a obtida pela técnica
a baixa pressdo com diclorometano. Além disso, apenas 0s extratos
obtidos pela ESC apresentam atividade microbiana contra Micrococcus
luteus e Bacillus cereus. De acordo com o0s autores, a atividade
antioxidante do extrato de shiitake pode estar relacionada ao contelido
de componentes fenolicos, especialmente pela presenca de flavonoides.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIA-PRIMA

A amostra de cogumelo do sol desidratado (A. brasiliensis)
utilizada para as extracoes foi fornecida pelo Mddulo de Cogumelos da
Universidade Estadual Paulista (UNESP), Séo Paulo — SP. Como pode
ser observado na Figura 4, a matéria-prima era composta por cogumelos
de diferentes estadios de maturacdo e foram utilizados tanto a estipite
como o pileo. Os cogumelos foram moidos em moinho tipo Willey,
empacotados em saco plastico identificado e armazenados em
congelador doméstico a -18 °C.

Figura 4: Cogumelo A. brasiliensis desidratado (a) e amostra ap6s a
moagem (b)

(b)

O teor de umidade e substancias volateis da amostra foi
determinado de acordo com a metodologia proposta pela AOAC (2005).
O método n° 925.09 se fundamenta na perda de umidade e substancias
volateis em estufa a 105 °C. O procedimento foi realizado em duplicata e
0s resultados expressos em porcentagem + desvio padréo.

O teor de proteina bruta da amostra foi determinado mediante
guantificacdo do nitrogénio total, pelo método Kjeldahl, utilizando-se o



33

fator 6,25 para conversdo do valor de nitrogénio em proteina, de acordo
com a metodologia da AOAC (2005). O procedimento foi realizado em
duplicata e os resultados expressos em porcentagem =+ desvio padréo.

O teor de cinzas da amostra foi determinado de acordo com a
metodologia da AOAC (2005), por incineracdo em mufla a 550 °C até
massa constante. O procedimento foi realizado em duplicata e o0s
resultados expressos em porcentagem + desvio padréo.

A determinacdo de lipidios totais da amostra foi realizada em
aparelho soxhlet utilizando hexano como solvente. O procedimento foi
realizado em duplicata e o0s resultados expressos em porcentagem =+
desvio padréo.

O conteudo de carboidratos e fibras na amostra foi determinado
por diferenga, sendo os resultados expressos em porcentagem.

3.2 CARACTERIZAGAO DO LEITO DE PARTICULAS DA
EXTRAGAO SUPERCRITICA

3.2.1 Determinagéo do didametro médio da particula

O didmetro médio de particula do cogumelo do sol foi
determinado atraves de microscopia eletronica de varredura (MEV). A
andlise de MEV foi realizada em microscopio JEOL JSM- 6390LV, no
Laboratorio Central de Microscopia Eletronica (LCME), da
Universidade Federal de Santa Catarina. O didmetro médio de particula
foi calculado a partir das micrografias pelo emprego do software Size
Meter versdo 1.1 (Luis Henrique Castelan Carlson, LCP/EQA/UFSC,
SC, Brasil).

3.2.2 Determinacédo da massa especifica real

A massa especifica real (p;) foi determinada no Laboratdrio de
Termodindmica e Extracdo Supercritica (LATESC), utilizando-se a
técnica de picnometria em gas Hélio, que segue o principio de
Arquimedes de deslocamento de fluidos, com o uso do equipamento
Accu Pyc Il 1340 da Micrometrics (Figura 5). A utilizacdo dessa técnica
em geral apresenta bons resultados, uma vez que o gas hélio penetra nos
poros da matriz vegetal devido a sua baixa tensdo superficial sem alterar
as caracteristicas das particulas.
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Figura 5: Picndémetro acoplado ao cilindro de gas hélio

3.2.3 Determinacao da massa especifica aparente

A massa especifica aparente (p,) foi determinada por meio da
relagcdo entre a massa de amostra utilizada nas extra¢fes e 0 volume do
leito.

3.2.4 Porosidade

Com os dados da massa especifica real (p;) € a massa especifica
aparente (p,) é determinada a porosidade total do leito de particulas (¢)
de acordo com a equacao.
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3.3 EXTRACAO A BAIXA PRESSAO

Os processos de extracdo a baixa pressdo do cogumelo do sol
foram efetuados com o objetivo de comparar os resultados obtidos a
extracdo supercritica em termos de rendimento e atividade bioldgica.
Além disso, a selecdo do cossolvente empregado na extracao
supercritica foi baseada nos resultados das extracdes a baixa pressao.

3.3.1 Extracao soxhlet

A extracdo soxhlet do cogumelo do sol foi realizada de acordo
com o método 920.39C da AOAC (2005), utilizando os solventes
organicos hexano, diclorometano, acetato de etila, etanol e agua. A
Tabela 1 apresenta os valores de polaridade dos solventes empregados.

Tabela 1: Indice de polaridade de solventes utilizados nos processos de
extracdo em soxhlet.

Solvente indice de polaridade
Hexano 0,0
Diclorometano 3,1
Acetato de etila 4,4
Etanol 5,2
Agua 9,0

Fonte: BYERS, (2007).

O sistema soxhlet consiste de um extrator que é acoplado na
extremidade inferior a um baldo e na extremidade superior a um
condensador. Para cada extracdo, 5 g de amostra foram envolvidas em
um cartucho de papel filtro e inseridas no extrator. O baldo foi
preenchido com 150 mL de solvente, o que corresponde a uma
proporcao de amostra-solvente igual a 1:30.

No processo de extracdo o solvente é aquecido até sua
temperatura de ebuli¢do por uma manta. 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
0 sifdo, este é esvaziado, retornando ao baldo onde é novamente
aquecido e o processo de refluxo é repetido até o final de extragdo. As
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extracOes foram realizadas durante 6 h, em duplicata e os extratos brutos
obtidos mantidos em refrigerador doméstico a 2 °C até o processo de
eliminagdo do solvente.

3.3.2 Maceracao seguida de particéo liquido-liquido

O método de maceracdo a frio e particdo liquido-liquido foi
realizado conforme o procedimento descrito por Mezzomo et al. (2010).
A extracdo foi realizada com 50 g de amostra e 200 mL de etanol, por 7
d em temperatura ambiente e uma agitacdo manual diaria. A mistura
resultante foi filtrada e concentrada até 10 % do volume inicial em um
rotaevaporador. Ao extrato bruto foram adicionados 20 mL de agua e 0
etanol restante evaporado.

O processo de parti¢do liquido-liquido empregado baseou-se na
utilizacdo de uma série de solventes com gradiente crescente de
polaridade, como segue: hexano, diclorometano e acetato de etila. Para a
parti¢do, adicionaram-se 40 mL de hexano ao extrato aquoso e colocou-
se a mistura em funil de separacéo, obtendo-se a fase orgénica e a fase
aquosa. A fase organica foi adicionada de Na,SO, para eliminar
residuos de agua, em seguida filtrada e evaporada para eliminar o
solvente. A fase aquosa foi colocada novamente no rotaevaporador para
eliminar os residuos do hexano. O mesmo procedimento foi realizado
para os demais solventes e obtiveram-se as respectivas fracdes: fracdo
hexano, fracdo diclorometano, fracdo acetato de etila e fragdo residual
aquosa.

O extrato bruto de etanol foi obtido pelo mesmo processo de
maceracao, alterando-se apenas a quantidade de amostra utilizada, sendo
mantida constante a propor¢ao de amostra/solvente de 1:4. As extracdes
foram em duplicata e os extratos obtidos mantidos em refrigerador
domeéstico a 2 °C até o processo de eliminacdo do solvente.

3.3.3 Hidrodestilacao

A hidrodestilagdo do cogumelo do sol foi realizada conforme o
procedimento descrito por Mezzomo et al. (2010) em um aparelho tipo
Clevenger. O procedimento consistiu na mistura de 50 g de amostra e
700 mL de 4gua destilada em um baldo. O sistema foi mantido em
ebulicdo durante 6 h. No setor de recuperacgéo do 6leo foram adicionadas
2 mL de hexano para dissolver o 6leo e facilitar a sua separacdo da dgua
condensada. As extracBes foram realizadas em duplicata e os extratos
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brutos obtidos mantidos em refrigerador doméstico a 2 °C até o processo
de eliminacdo do solvente.

3.3.4 Eliminacéo do solvente

Os extratos obtidos através de soxhlet, hidrodestilacdo e
maceracdo foram evaporados em rotaevaporador, sob vacuo de 400
mmHg e rotacdo de 30 rpm. Os extratos foram acondicionados em
frascos ambar e armazenados em congelador doméstico a -18 °C. Os
resultados de rendimento foram expressos em base seca como média +
desvio padréo.

3.4 EXTRACAO SUPERCRITICA

Os experimentos de extracdo supercritica foram realizados no
LATESC, no Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia de
Alimentos da UFSC. O método dindmico de extracdo supercritica foi
empregado nos experimentos cinéticos e na determinacdo do rendimento
global de extracdo. O método dindmico é caracterizado pela passagem
continua do solvente supercritico pela matriz sélida.

3.4.1 Unidade de extracédo supercritica

O equipamento de ESC utilizado foi desenvolvido pelo
Laboratorio Thermische Verfahrenstechnik da Technische Universitat
Hamburg-Harburg (TUHH), na Alemanha e esta representado na Figura
6. A unidade de extragdo opera até uma pressdo maxima de 30 MPa e
vazdes de solvente de 1,67 g/min a 36,67 g/min.

O sistema da Figura 6 consiste em:

1 - Cilindro de COy;

2 - Reservatdrio de cossolvente;

3- Coluna de extra¢do;

4- Frasco coletor;

5- Bomba de COy;

6- Bomba de cossolvente;

7- Rotametro;

8 - Compressor de ar;

9 - Banho de resfriamento do CO;
10 - Banho termostatico;

11 - Banho de aquecimento da coluna de extrag&o.
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Figura 6: Diagrama da unidade de extracao

M3

O
J7

V3 V4

A identificacdo das valvulas é:
V1- valvula e entrada de ar comprimido na bomba;
V2- vélvula de entrada de CO, no extrator;
V3- valvula de saida de CO, no extrator;
V4- valvula de expansdo (micrométrica).
A identificacdo dos manémetros é:
M1- man6émetro de controle do cilindro de CO,;
M2- mandmetro de controle da bomba;
M3- mandmetro de controle do extrator.

3.4.2 Procedimento experimental

Na unidade supercritica representada na Figura 6, o cilindro de
CO, com tubo pescador alimenta diretamente a linha de extragcdo. A
linha de solvente é imersa no banho termostatico (9) programado para
manter a temperatura inferior a 0 °C, garantindo assim que o CO, esteja
no estado liquido antes de sua entrada na bomba (5). A bomba trabalha
alimentada por uma linha de ar comprimido, filtrado e mantido na
pressdo adequada para cada condicgdo de trabalho desejada.

Durante o funcionamento, a bomba encaminha o CO,
pressurizado a linha de extracéo, passando pelo extrator (3), que consiste
de um cilindro de ago inox encamisado de 32,9 cm de comprimento, 2,0
cm de diametro interno e volume de 100 mL, com extremidades
rosqueadas. O banho termostatico de aquecimento (10) é mantido a uma
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temperatura constante de 65 °C, de modo a evitar o congelamento da
linha e da valvula micrométrica (V4) durante a despressurizacdo da
mistura soluto/solvente. A temperatura de operacdo do extrator é
mantida constante através de um banho termostatico de aquecimento
(12).

No inicio do processo de extracdo as valvulas V2, V3 e V4 sdo
mantidas fechadas. O cilindro (1) é aberto e aguarda-se a equalizagéo
dos mandmetros 1 e 2. A valvula V2 da linha de CO, é aberta e mantida
assim até a equalizacdo do mandmetro 3 com 1 e 2 e ap0s, fechada
novamente. A bomba (5) é acionada, e a valvula 2 é aberta e fechada até
a obtencdo da pressdo de trabalho desejada. A valvula V3 conectada na
saida do extrator auxilia a V4 na despressurizacéo do solvente e permite
o controle do fluxo de solvente. ApGs passar pela V4, o soluto é
conectado em frascos ambar (4) e o fluxo de CO, é medido no rotametro

(7).
3.4.3 Determinacéo da cinética de extracéo

A curva global de extracdo fornece informacBGes sobre o
comportamento cinético da extracdo, possibilitando a determinacdo do
tempo de ciclo mais viavel para um processo. No ensaio para a
determinacdo da cinética de extracdo a coluna foi preenchida com 15 g
de matéria-prima, o que permitiu a formacdo de um leito de particulas
com altura de pelo menos o dobro do didmetro do extrator
considerando-se que, com esta relacdo entre altura e diametro do leito, a
dispersdo axial pode ser desprezada. Apds a pressurizacdo, o0 CO, puro
foi admitido no sistema a uma vazéo de 12 + 2 g/min.

Os ensaios foram realizados a uma pressdo de 20 MPa e 40 °C
baseados nos resultados obtidos por Kitzberger et al. (2009), os quais
estudaram a extracdo supercritica do cogumelo shiitake. Os frascos de
coleta foram previamente medidos e a coleta do soluto extraido foi
realizada em intervalos de tempo pré-determinados. Ap6s 2 min da
coleta, os frascos foram medidos e determinou-se a massa de extrato
obtida em fungéo do tempo.

A curva global de extracdo estd representada na Figura 8. Os
tempos de cada um dos periodos de extracdo foram calculados a partir
da curva de extragdo. Os tempos tcer € trer representam o final das
etapas constante e decrescente de extracdo, respectivamente. A taxa de
transferéncia de massa na etapa CER (Mcgr) foi obtida a partir de
regressdo linear da curva de extragdo no periodo CER, realizada com
oauxilio do software Microsoft Excel, enquanto a concentracdo de
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soluto na fase solvente na etapa CER (Y cgr) foi determinada pela razéo
entre Mcer € Qcop. Os valores experimentais de massa de extrato estdo
apresentados no Apéndice I.

3.4.4 Determinacao do rendimento de extragédo

O rendimento é definido como a quantidade de soluto extraivel
presente na matriz solida (cogumelo do sol) referente a uma dada
temperatura e pressdo de extracdo. A influéncia da pressdo e da
temperatura no rendimento global (X,)da ESC foi avaliada por meio de
um planejamento experimental com 3 niveis e 2 variaveis, totalizando 9
experimentos (Tabela 2). Nos experimentos, realizados em duplicata, a
temperatura variou entre 40 e 60 °C e a pressdo entre 10 e 30 MPa. O
limite inferior de temperatura (40 °C) estd um pouco acima da
temperatura critica do CO, (31,1 °C) e é normalmente utilizada na
extracdo de materiais vegetais nos processos de ESC. O limite superior
de temperatura (60 °C) é baixo o suficiente para evitar danos aos
compostos sensiveis ao calor. O tempo de extracdo foi definido em 3,5 h
por meio da observagéo da curva global de extracdo obtida com 20 MPa,
40 °C e vazdo de solvente de 12 + 2 g/min, descrita no item 3.3.3
(Figura 8).

Nos experimentos, a altura de leito foi mantida constante pela
utilizacdo de 15 g de matéria-prima. As extremidades da coluna foram
revestidas com algoddo para evitar a entrada de particulas solidas na
linha de extragéo e o espaco restante do leito foi preenchido com esferas
de vidro.

A massa de extrato obtida nos frascos foi medida em balanca
analitica e armazenada em congelador doméstico a -18 °C até a
realizacdo dos ensaios de avaliacdo da atividade bioldgica. O valor de
Xo foi calculado através da razdo entre a massa de extrato obtida e a
massa de cogumelo do sol utilizada para formar o leito.
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Tabela 2: Planejamento experimental fatorial completo 3? com a
temperatura (T) e a pressao(P), variando em trés niveis.

Variaveis Variaveis Variaveis  Variaveis
Experimento  codificadas  codificadas reais de reais de
de T de P T P
1 -1 -1 40 100
2 -1 0 40 200
3 -1 +1 40 300
4 -1 50 100
5 0 50 200
6 0 +1 50 300
7 +1 -1 60 100
8 +1 0 60 200
9 +1 +1 60 300

3.4.5 Emprego de cossolvente

Com base nos resultados de rendimento das extracdes em soxhlet,
atividade bioldgica e dados da literatura, o alcool etilico em fragBes de
0; 2,5; 5,0 e 10,0 % (m/m) foi selecionado como cossolvente.

As condigBes de operacdo foram selecionadas com base nos
dados de rendimento das extracBes supercriticas e respeitando as
restricbes de trabalho da bomba de cossolvente. As extragdes foram
realizadas na condicdo de 20 MPa, 50 °C, vazédo de CO,de 12 + 2 g/min
e tempo de 3,5 h.

3.5 DETERMINACAO DO TEOR DE COMPOSTOS
FENOLICOS TOTAIS

A determinacdo do teor de compostos fendlicos totais presentes
nos extratos de cogumelo do sol foi realizada no Laboratério de
Termodinamica e Extracdo Supercritica (LATESC) através do método
de Folin-Ciocalteau (ROSSI; SINGLETON, 1965; PESCHEL et al.,
2006).

Para a construgdo de uma curva padrdo de acido clorogénico
preparou-se uma solucdo estoque de 0,005 g/mL de acido clorogénico



42

em &gua destilada. Em balGes volumétricos de 100 mL, foram diluidas
aliquotas da solucdo estoque para a obtencdo de fragdes finais de 0, 50,
100, 150, 200, 250, 350 e 500 mg/L. A reacdo de oxidacgdo foi realizada
em balbes volumétricos de 10 mL, sendo transferidos para estes 100 pL
de cada uma das fragdes, 2 mL de agua destilada e 0,5 mL do reativo de
Folin-Ciocalteau. Apo6s 30 segundos e antes de 8 min ap6s a adicdo do
reativo, foi adicionado 1,5 mL de solucdo aquosa de carbonato de sédio
a 20 % (m/v). Os baldes foram completados com &gua destilada até a
marca de 10 mL, agitados e deixados em repouso ao abrigo da luz e a
temperatura ambiente por 2 h para que a reagdo ocorresse. A
absorbancia de cada uma das solucBes foi medida a 765 nm em
espectrofotdmetro. Para o branco foi realizada a leitura apenas com agua
destilada. A curva padrdo de &cido clorogénico foi representada através
do gréafico de absorbancia versus concentracdo de acido clorogénico
(mg/L) e esta apresentada no Apéndice Il1.

Os extratos avaliados foram diluidos em alcool etilico absoluto
P.A. na fracdo final de 1667 mg/L, e seguiu-se 0 mesmo procedimento
de reacdo de oxidacdo descrito para a curva padrdo de &cido
clorogénico. Os valores de absorbancia encontrados para cada tipo de
extrato foram correlacionados com a curva padrdo, e o teor de
compostos fendlicos totais (TFT) foi determinado através da equago.
Os ensaios foram realizados em triplicata, e os resultados expressos em
mg de EAC/g de extrato, como média + desvio padrao.

EAC.1000
TFT(mgEAC/g) = {—}

D extrato

Onde:

EAC: equivalente em acido clorogénico, obtido através da curva
padrdo (mg EAC/L);
D: diluicdo da amostra (mg extrato/L).

3.6 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A determinacdo da atividade antioxidante presentes nos extratos
de cogumelo do sol foi realizada no Laboratério de Termodindmica e
Extracdo Supercritica (LATESC) através do método DPPH.
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A atividade antioxidante foi determinada em acordo com a
metodologia descrita por Mensor et al. (2001). Nesse método,
concentragGes crescentes (5, 10, 25, 50, 125, 250 e 500 mg/mL) dos
extratos obtidos de cogumelo do sol foram adicionadas a uma solucéo
etandlica de DPPH 0,3 mmol/L. Ap6s um periodo de tempo de 30 min,
ao abrigo da luz e temperatura ambiente, efetuou-se a leitura em
espectrofotdmetro em 517 nm. O percentual de inibicdo das amostras
testadas sobre o radical DPPH foi calculado convertendo-se a
absorbancia em percentual de atividade antioxidante (AA %), conforme
a equacao abaixo.

(Absamostra - Absbranco ) x 100
Abscontrole

A% =100

A concentracdo das amostras necessarias para captar 50 % do
radical livre DPPH (ECs, - Effective concentration) foi calculada por
andlise de regressdo exponencial e linear. Os valores de atividade
antioxidante calculados (ECsq) sdo referentes a maior concentracdo de
extrato testado (500 mg/mL). Os resultados encontrados de
concentracdo efetiva (ECsp) e atividade antioxidante (AA %) para 0s
extratos analisados foram expressos como média + desvio padrao.

3.7 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

A atividade antimicrobiana foi avaliada através da determinacdo
da concentragdo minima inibitéria (CMI). As andlises de determinacéo
da concentracdo minima inibitéria foram realizadas no Laboratério de
Antibioticos, do Departamento de Microbiologia e Parasitologia da
UFSC.

A concentracdo minima inibitéria (CMI) foi determinada pelo
método de microdiluicdo em caldo, conforme a metodologia descrita por
Avila et al. (2008). Os extratos testados (5 mg) foram dissolvidos em
250 pL de DMSO a 25 %, previamente esterilizado em autoclave.
Posteriormente, foram preparadas diluicGes seriadas desses, no mesmo
solvente, e distribuidos 10 uL em orificios distintos de uma placa de
microdiluicdo de 96 pocos. Em cada orificio-teste ainda foi adicionado
85 uL de caldo de Miueller-Hinton. Como controles de crescimento e
esterilidade foram usados apenas as misturas do meio de cultura e
DMSO sem a adi¢do de extrato. Nos orificios-teste e de controle de
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crescimento foram adicionados 5 pL de in6culo bacteriano, o qual
consistiu de uma suspenséo contendo aproximadamente 10’ UFC/mL de
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa.

Os experimentos foram desenvolvidos em duplicata e as placas
foram incubadas por 24 h a 36 °C. A leitura dos experimentos foi
realizada através de densidade Optica (DO), com uso de leitora de
microplacas e nos casos em que a turvacdo e/ou a coloracdo do extrato
interferiram na leitura da DO, foi utilizada uma solucdo reveladora de
crescimento bacteriano (cloreto de 2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-
feniltetrazolium). A CMI foi considerada a menor concentracdo do
extrato que inibiu o crescimento bacteriano, sendo os resultados
expressos em pg/mL.

3.8 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA

A atividade antifungica foi avaliada através do método de difuséo
em gel. As anélises foram realizadas no Laboratério de Antibidticos, do
Departamento de Microbiologia e Parasitologia da UFSC.

Os extratos de cogumelo do sol foram avaliados contra trés
espécies de Candida: C. albicans ATCC 14053, C. parapsilosis ATCC
22019 e C. krusei ATCC 6258. O inéculo constou de uma suspensdo de
células ajustada para uma turvacgao correspondente ao tubo 0,5 da Escala
de McFarland. O meio de cultura utilizado foi o Agar de Miller-Hinton
suplementado com 2 % de glicose. As suspensdes de células foram
semeadas na superficie do &gar com auxilio de swab estéril.
Posteriormente, 50 pL de uma suspensao de cada extrato preparada a 20
mg/mL em DMSO a 10 %, foram aplicados diretamente em orificios de
7 mm de didmetro feitos no agar (com auxilio de um furador de aco
estéril). Os sistemas foram incubados por 48 h a 35 °C, em estufa de
crescimento e em condicBes aerdbicas. Ap6s a incubacdo, as placas
foram observadas quanto a homogeneidade do crescimento flngico e
nos casos em que foi verificada inibicdo do crescimento, o didmetro do
halo foi medido em milimetros. Os testes foram realizados em duplicata
(NCCLS, 2004).
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3.9 DETERMINACAO DA COMPOSICAO QUIMICA DOS
EXTRATOS

A andlise de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG-EM) dos extratos foi realizada no Departamento de
Quimica Analitica, do Instituto de Quimica da Universidade Federal do
Rio de Janeiro - UFRJ.

A andlise foi realizada em cromatdgrafo CG-EM (GC-Varian
3800, MS/MS-Varian 1200L, Varian, Inc., CA, USA) e coluna VF5-MS
(30 m x 0,25 mm, 0,25 um, Varian, Inc., CA, USA). As amostras foram
dissolvidas em diclorometano e injetadas a uma taxa de 1:10 para a
andlise seguindo a condicdo: temperatura inicial da coluna de 50 °C e
temperatura final de 320 °C, com taxa de aquecimento de 10 °C/min,
durante 20 min e hélio como gas de arrraste a um fluxo de 1 mL/min. Os
compostos majoritarios 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 0s espectros de
massa foram comparados.

3.10 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados de rendimento global, teor de compostos fendlicos
totais e atividade antioxidante foram avaliados estatisticamente por
andlise unidirecional de variancia(ANOVA), utilizando o software
Statistica para Windows7,0 (Statsoftinc., EUA). A andlise estatistica foi
realizada para detectar diferencas significativas entre os valores de
rendimento em funcdo da temperatura e pressdo na ESC,e entre a
porcentagem de compostos fenélicos totais e atividade antioxidante.As
diferencas significativas(p <0,05)foram analisadas pelo teste de Tukey.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZAGCAO DA AMOSTRA

A caracterizacdo do cogumelo A. brasiliensis desidratado esta
apresentado na Tabela 3. Menezes et al. (2008) estudaram a composi¢do
guimica e nutricional de diferentes cepas e de sua mistura de cogumelo
do sol desidratado. Os autores verificaram teores de umidade entre 8,11
e 9,11 %, cinzas entre 4,34 e 7,82 %, proteinas entre 26,49 e 37,58 %,
lipidios entre 1,52 e 2,74 % e carboidratos entre 36,32 e 49,06 %. Na
caracterizacdo da composicdo quimica de cogumelo do sol in natura
realizada por Kurozawa et al (2011), os autores verificaram teores de
umidade de 88,7 %, cinzas de 7,3 %, proteina de 30,4 %, lipidios de 4,1
%, fibras de 6,8 % e carboidrato de 51,5 %.

Tabela 3: Caracterizacdo quimica do cogumelo A. brasiliensis
desidratado.

Determinacéo Valor médio (%)
Umidade 6,6 £0,2
Cinzas 6,39 + 0,03
Proteinas 51,7+0,2
Lipidios 19+0,2
Fibras e carboidratos 33,35

As diferencas apresentadas entre 0s valores obtidos neste trabalho
e os da literatura sdo compreensiveis, pois quando se trabalha com
material perecivel, a sua composi¢do centesimal é funcdo de diversos
fatores, tais como: época do ano, regido da qual o produto é oriundo,
ambiente, natureza do substrato de cultivo, linhagem, estadio de
maturacgdo, dentre outros.

A Tabela 4 apresenta o didmetro médio de particula da amostra
de cogumelo do sol, a massa especifica real do sdlido, a massa
especifica aparente e a porosidade do leito. A caracterizacdo das
particulas utilizadas na formacéo do leito da ESC é importante uma vez
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gue permite a aplicacdo de modelos de transferéncia de massa como o
de Sovova (1994). A Figura 7 representa a micrografia da amostra de
cogumelo do sol moido com um aumento de 25 vezes.

Tabela 4: Caracterizacdo do leito de particulas do cogumelo do sol.

Diametro Massa especifica Massa especifica

. Porosidade
médio real aparente
(mm) (g/cm?3) (g/cm?d) )
0,316 0,73 0,23 0,68

Figura 7: Micrografia da amostra de cogumelo do sol moido com um

aumento de 25 vezes.
s 25

Kitzberger et al. (2009) determinaram a massa especifica real do
cogumelo shiitake por picnometria com gas hélio e obtiveram um valor
igual a 1,45 g/cm3. O didmetro médio das particulas de shiitake
verificada pelos autores foi de 0,214 mm. Os valores da massa
especifica real e a massa especifica aparente calculados foram de 1,45
g/lcm3 e 0,32 g/cm3, respectivamente.
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4.2 DETERMINACAO DA CINETICA DE EXTRACAO

A avaliacdo do comportamento cinético da extracdo permite a
obtencdo de parametros que levam as melhores condi¢Bes operacionais
para o processamento do cogumelo do sol. Nos experimentos cinéticos e
experimentos de rendimento global subsequentes, utilizaram-se 15 g de
amostra para a formacdo do leito. O volume ocupado pela massa de
matéria-prima no extrator foi calculado através da altura preenchida
pelas particulas sélidas dentro do leito, sendo igual a 63,8 + 0,8 cm?. O
restante do volume do leito foi preenchido com esferas de vidro
separadas da matéria-prima pela adicdo de algodao, evitando sua mistura
e mantendo constante a altura do leito durante a extracéo.

Para avaliar a influéncia das condi¢fes de temperatura e pressdo
empregadas na determinacdo do rendimento global de extracdo (Xo)
com fluido supercritico € necessario fixar um tempo de extracdo. Este
tempo é definido com base nas etapas da curva de extracdo, a qual foi
construida para a condicdo de 40 °C e 20 MPa e esta representada na
Figura 8. A vazdo de solvente de 12 + 2 g/min foi empregada para evitar
gue ocorresse acimulo de extrato de cogumelo do sol nas tubulagdes do
equipamento de extracdo supercritica.

A curva de extracdo pode ser dividida em trés etapas: etapa de
taxa constante de extracdo (CER), etapa decrescente de extracdo (FER)
e 0 processo difusional. Para a determinagdo de Xo, 0 tempo de extracéo
deve assegurar que a etapa de extracdo quase nula, conhecida como
periodo difusional, seja alcancada (PEREIRA; MEIRELES, 2010). Pela
andlise do comportamento da curva (Figura 8), verifica-se que trés
periodos de extragdo podem ser distinguidos, sendo, portanto, o ajuste
de trés retas o mais adequado para a determinacdo dos pardmetros
cinéticos da extracdo. Na Figura 8 a inclinacdo da primeira reta
representa a taxa de transferéncia de massa da etapa CER (Mcggr). O
tempo correspondente & intersec¢do entre as duas primeiras retas € o
tcer, 0 qual pode representar o tempo minimo de duracdo de um ciclo de
ESC; o tempo de interseccdo entre a segunda e terceira retas € 0 trgg ,
que em geral, representa a duragdo méaxima que um ciclo SFE pode ter
para manter a viabilidade econdmica do processo (MEIRELES, 2008).

De acordo com a Figura 8, o periodo CER ocorre entre 0 e 80
min, o periodo FER estd compreendido entre 80 e 240 min e a etapa
controlada pela difusdo inicia-se apds 240 min. O tempo necessario para
gue a etapa difusiva seja alcancada é de aproximadamente 4 h. A partir
disto, padronizou-se que um tempo de extragdo de 3,5 h, sendo este
tempo fixado para todos os experimentos de determinagdo de X, devido
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a extracdo da maior parte de soluto disponivel. Este tempo e vazéo de
solvente implicam em um consumo de 2520 g de CO, por extra¢do (m
solvente /M= 168). O Apéndice | apresenta os dados experimentais de
massa acumulada de extrato em fungdo do tempo para a curva de
extracdo com fluido supercritico de cogumelo do sol a 20 MPa, 40 °C e
12 £+ 2 g/min de CO,.

Figura 8: Curva de extracdo com fluido supercritico de cogumelo do sol
a20 MPa, 40°C e 12 + 2 g/min de CO..
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A Tabela 5 apresenta os pardmetros cinéticos de cada um dos
periodos que foram obtidos a partir da Figura 8. Estes parametros
cinéticos tcer (tempo de duracdo da etapa CER) e Mcer (taxa de
extracdo da etapa CER) e Ycgr (concentracdo de soluto na fase solvente
na etapa CER) foram determinados pela regressdo linear dos dados
obtidos na curva de extracdo (Figura 8) e estdo apresentados no
Apéndice I.
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Tabela 5: Parametros cinéticos da extracéo com fluido supercritico do
cogumelo do sol, realizada a 20 MPa, 40 °C e 12 + 2 g/min de CO..

Periodo de extracdo

Paréametro CER® FER® —

Difusional
t® (min) 0-80 80 - 240 > 240
m® (g) 0,1048 0,0409 0,0187
Xo® (%) 0,67 0,26 0,11
M@ (g/min) 0,0014 0,0002 0,0001
Y® (kg/kg) 1,1666 10* i ]

@t duracéo da etapa de extracdo; m®: massa de extrato aproximada; Xo:
rendimento da etapa; M™: taxa de extragdo; Y®: concentrago de soluto na
fase solvente; CER® etapa de extracéo constante; FER"”) etapa de extracdo
decrescente.

Na etapa CER, cerca de 67 % do extrato foi recuperado, enquanto
gue ao final da etapa FER recuperou-se 90 % do extrato. Com o tempo
definido de extracdo em 210 min, estimou-se que 87 % do extrato foi
recuperado. O Apéndice Il apresenta os parametros cinéticos e dados
experimentais de massa acumulada de extrato em funcdo do tempo para
a curva de extracdo com fluido supercritico de cogumelo shiitake a 20
MPa, 40 °C e 3,33 g/min de CO, obtidos por Kitzberger (2005). Para o
cogumelo shittake, recuperou-se cerca de 78 % do extrato na etapa CER,
sendo que ao final da etapa FER, cerca de 94 % do extrato foi
recuperado. O valor de Ycgr obtido no trabalho Kitzberger (2005) foi
4,4 vezes maior do que o obtido no presente estudo devido a menor
vazdo do solvente utilizada.

4.3 DETERMINACAO DO RENDIMENTO GLOBAL DE
EXTRATO (Xo)

Os rendimentos dos extratos de cogumelo do sol obtidos por meio
das técnicas de extragdo a baixa pressdo, como soxhlet com diferentes
solventes, maceracéo etandlica e hidrodestilacdo, estdo apresentados na
Tabela 6. Os resultados de rendimento apresentaram diferencas
significativas entre si, variando entre 0,004 % para a hidrodestilacéo e
57 % para a extracdo de soxhlet com agua.
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Tabela 6: Valores de rendimento global (X,) obtidos para as extracGes a
baixa pressdo de cogumelo do sol com diferentes solventes.

Técnica Solvente Rendimento* (%0)
Soxhlet Hexano 1,9°+0,1
Soxhlet Diclorometano 2,21°+0,01
Soxhlet Acetato de etila 3,2°+0,2
Soxhlet Etanol 37"+ 1
Soxhlet Agua 57°+ 4
Maceragdo Etanol 2,4°+0,5
Hidrodestilagdo Agua 0,004°+ 0

* Letras iguais na coluna indicam que ndo ha diferenca significativa (p <
0,05).

A extracdo com a técnica de soxhlet empregando os solventes
hexano, diclorometano, acetato de etila, etanol e agua resultou em
diferentes valores de rendimento global. Os solventes hexano,
diclorometano e acetato de etila ndo diferiram significativamente entre
si e apresentaram 0s menores rendimentos. O maior rendimento foi
verificado pelo emprego do solvente agua e em seguida pelo solvente
etanol.

A solubilidade de diferentes compostos naturais varia de acordo
com os solventes empregados, por exemplo, solutos polares sdo sollveis
em solventes polares como metanol, etanol, agua, etc.; e solutos
apolares dissolvem-se em solventes apolares como hexano, benzeno,
ciclohexano, tolueno, etc. A solubilidade dos compostos naturais
geralmente aumenta com o aumento nos indices de polaridade
(JADHAV et al., 2009). No presente trabalho, o extrato de cogumelo do
sol apresentou rendimentos mais elevados com a utilizagdo de solventes
de maiores indices de polaridade, sugerindo que os compostos presentes
na matriz apresentam polaridade de intermediaria a alta.

De acordo com Barwick (1997), a polaridade de um composto é
definida em funcdo da habilidade da molécula em participar de
interacdes, de todos os tipos, com outras moléculas polares presentes no
sistema. Na extragdo soxhlet o solvente é utilizado na temperatura de
ebulicdo, e nesta condicéo, a tensdo superficial e viscosidade do solvente
sdo grandemente reduzidas quando comparadas com uma temperatura
mais baixa, portanto o solvente pode alcangar os sitios ativos dentro da
matriz com maior facilidade solubilizando os solutos (MARKOM et al.
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2007). A temperatura de operacéo, o reciclo do solvente e as interagdes
solvente-soluto sdo fatores que podem ter contribuido para o maior
rendimento da técnica soxhlet em comparacdo a maceragdo e a
hidrodestilag&o.

O rendimento do extrato obtido pela maceracdo etanolica foi
significativamente igual ao obtido pelas técnicas de soxhlet com hexano,
diclorometano e acetato de etila e pela hidrodestilagdo. Soares et al.
(2009) verificaram um rendimento de 31,65 % para a extracdo com
metanol de cogumelo do sol. Tsai, Tsai, e Mau (2007) utilizaram etanol
e agua quente para extrair compostos sollveis de cogumelo do sol e
obtiveram rendimentos de 15,6 % e 47,3 %, respectivamente.

A Figura 9 representa o rendimento das fracGes obtidas na
particdo liquido-liquido do extrato de cogumelo do sol. Os valores dos
rendimentos globais das fracfes variaram significativamente entre si. O
maior rendimento foi verificado na fracdo &gua, seguido pela fracdo
hexano. Kitzberger (2005) estudou a maceracdo etandlica a frio do
cogumelo shiitake (Lentinula edodes) seguida da particdo liquido-
liqguido com os mesmos solventes empregados no presente trabalho. O
autor verificou maiores rendimentos para os solventes hexano (1,25 %)
e agua (0,94 %) e menores rendimentos para diclorometano e acetato de
etila.

Figura 9: Valores de rendimento global (X0) obtidos da parti¢do
liquido-liquido com diferentes solventes da maceracdo etandlica de
cogumelo do sol.
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Os baixos rendimentos da maceracdo etandlica e das fragdes
obtidas pela parti¢do liquido-liquido se devem provavelmente ao uso de
baixas temperaturas no processo. Dessa forma, a tensdo superficial e
viscosidade dos solventes permanecem relativamente altas, dificultando
0 acesso aos compostos sollveis da matriz e reduzindo o rendimento.

A técnica de hidrodestilacdo ndo foi eficiente na extracdo do
cogumelo do sol, apresentando o menor rendimento (0,004 %). Na
hidrodestilacdo a ebulicdo da agua provoca formacdo de vapor que
arrasta 0s compostos mais volateis presentes na amostra, sendo o extrato
caracterizado como 6leo essencial. Nos demais processos de extragdo os
solventes e as condi¢Bes de processo empregadas permitem a obtencédo
de misturas mais complexas de compostos e desta forma, maiores
rendimentos. O resultado indica que o cogumelo do sol ndo apresenta
compostos volateis.

O rendimento global da extragdo para o processo de ESC em leito
fixo de particulas e método dinamico de extracdo é definido como a
guantidade de extrato presente na matriz sélida possivel de ser extraido
pelo solvente nas condigBes estabelecidas de temperatura e pressao para
um tempo de processo pré-determinado (MARTINEZ et al., 2003). A
Tabela 7 apresenta os resultados médios de rendimento global de
extracdo (Xo) dos experimentos realizados por ESC com cogumelo do
sol e as condicfes de temperatura e pressdo utilizadas nos ensaios. Os
dados correspondentes de massa especifica (p) do CO, também estéo
apresentados na Tabela 7 (ANGUS; ARMSTRONG; DE REUCK,
1976).

O maior rendimento para a ESC de cogumelo do sol foi
verificado na condi¢do de 30 MPa e 50 °C, sendo estatisticamente igual
aos valores obtidos nas condigdes de 20 e 30 MPa nas temperaturas de
40 e 60 °C. O menor rendimento global de extracdo foi verificado na
condicdo de 10 MPa e 60 °C.

Os efeitos encontrados para as varidveis no rendimento global
das extracdes de cogumelo do sol podem ser observados no Grafico de
Pareto apresentados na Figura 10. O Grafico de Pareto ilustra
graficamente a influéncia das variaveis independentes sobre as variaveis
respostas, considerando-se significativas aquelas cujas colunas
horizontais ultrapassam as linhas tracejadas, representativas para
intervalo de confianca de 95 % (p < 0,05).

Observando o Gréfico de Pareto pode-se afirmar que presséo e a
interacdo dos fatores pressdo e temperatura apresentaram efeito
significativo sobre o rendimento, enquanto a temperatura ndo teve efeito
significativo, para um nivel de 5 % de significancia.
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Tabela 7: Valores de rendimento global (X,) obtidos para as diferentes
condicBes de temperatura e pressdo para a ESC de cogumelo do sol
com vazao de CO, de 12 + 2 g/min.

Temperatura (°C)  Pressdo (MPa)  p CO, (g/cm?) Rendimento” (%)

40 10 0,629 0,85° + 0,05
40 20 0,840 1,05® + 0,03
40 30 0,911 0,98% + 0,01
50 10 0,385 0,6°+0,1
50 20 0,785 1,1%*+0,1
50 30 0,871 1,19%+ 0,01
60 10 0,295 0,5°+0,1
60 20 0,724 1,05% + 0,06
60 30 0,830 1,11% + 0,01

* Letras iguais indicam que ndo ha diferenca significativa (p < 0,05).

Figura 10: Graéfico de Pareto para rendimento
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Os dados da Tabela 7 estdo de acordo com a Figura 10, sendo
possivel observar que resultados do rendimento da extracdo aumentam
com 0 aumento da pressdo a temperatura constante. Para a condicdo
isotérmica de 50 °C, o rendimento aumenta de 0,6 + 0,1 % para 1,19 +
0,01 % quando a pressdo de operacdo é elevada de 10 para 30 MPa,
respectivamente. Uma das propriedades fisico-quimicas que afetam o X,
e pode explicar esse comportamento é a massa especifica do fluido
supercritico. A massa especifica do solvente é o fator predominante no
rendimento da extracdo, ou seja, 0 Xo aumenta devido ao aumento no
poder de solvatacdo do fluido supercritico com a pressdo (BRUNNER,
1994).

Embora ndo significativo no Gréafico de Pareto, o efeito da
temperatura sobre o rendimento de extracdo é mais adverso. Em baixas
pressdes a solubilidade diminui com o aumento da temperatura uma vez
gue a massa especifica do solvente decresce rapidamente com o
aumento da temperatura; a altas pressGes as mudancas de massa
especifica com a temperatura sdo muito mais discretas, de modo que o
aumento na pressao de vapor causado pelo aumento de temperatura
torna-se mais importante do que a ligeira diminuicdo de massa
especifica (BRUNNER, 1994). A Figura 11 apresenta as isotermas de
rendimento do extrato de cogumelo do sol em CO, supercritico como
fungdo da pressdo de operacdo, de acordo com o0s resultados da Tabela
7, para as temperaturas de 40, 50 e 60 °C.

Figura 11: Comportamento das isotermas de rendimento com a pressao
de extracdo para a ESC do cogumelo do sol.
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Os efeitos antagbnicos da massa especifica do solvente e da
pressdo de vapor do soluto ocasionam uma inversdo da curva de
solubilidade, fendmeno conhecido como retrogradacdo, que € resultado
da predominancia de um dos dois fatores (MICHIELIN et al., 2005).
Esse comportamento pode ser observado na Figura 11, onde na condigéo
de 10 MPa, o rendimento global da extracdo de cogumelo do sol diminui
de 0,85 + 0,05 para 0,5 + 0,1 com a elevacdo da temperatura de 40 °C
para 60 °C. Porém, um efeito contrario ocorre para pressdes acima de 20
MPa. Em pressbes mais baixas o rendimento é influenciado
majoritariamente pela pressdo, ja que a massa especifica do solvente
diminui consideravelmente com o aumento de temperatura. Nas
proximidades de 20 MPa ha convergéncia das isotermas (pressdo de
inversdo), e entdo, a pressdes mais elevadas, o rendimento global
aumenta com a temperatura.

Kizberger et al. (2009) relataram que a faixa de inversdo das
isotermas para o extrato de cogumelo shiitake é préxima a 17 MPa.
Segundo Mezzomo et al. (2010), a faixa de inversdo das isotermas de
30, 40 e 50 °C para o 6leo de améndoa de péssego ocorre entre 26 e 28
MPa. A discrepancia entre as faixas de inversdo mencionadas ocorre
devido a diferencas nas matrizes vegetais utilizadas, estando relacionada
a composicdo dos extratos, ou seja, pela influéncia dos grupos
funcionais e da estrutura dos acidos graxos presentes no soluto sobre a
pressdo de vapor dos diferentes extratos e, portanto, na solubilidade
destes no solvente supercritico (MEZZOMO et al., 2010).

O efeito ndo significativo da temperatura no rendimento global de
extracdo de cogumelo do sol pode ser devido ao efeito contrario que a
regido de inversdo das isotermas apresenta.

4.4 EMPREGO DE COSSOLVENTE

Apesar de todas as vantagens da utilizagéo do didxido de carbono
em processos de extracdo supercritica, nos casos em que 0S cOmMpostos
que se pretende isolar sdo substancias de maior polaridade, como
acontece com boa parte das substancias com propriedades antioxidantes,
o fato de o CO, ser um composto apolar torna o processo pouco
eficiente. Ao se comparar os rendimentos obtidos por ESC com CO,
supercritico puro aos resultados obtidos nas extragdes convencionais
(Tabelas 6 e 7) observa-se que as extracGes obtidos a baixa pressdo
apresentaram rendimentos superiores. Tais resultados podem ser
justificados pela extragcdo de compostos mais polares, ndo sollveis no
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CO,, e também, no caso da extragdo em soxhlet, pelo maior tempo de
operacdo e de volume de solvente empregados, quando comparado com
a ESC.

O etanol foi escolhido como cossolvente por ser um modificador
de grau alimenticio que pode ser introduzidos com a finalidade de
provocar um incremento de polaridade do solvente de extracdo e ter
apresentado bons rendimentos nos processos de extragdo a baixas
pressdes. O uso de cossolvente acrescenta uma etapa ao processo de
extracdo (remog&o do solvente do extrato final) e por isso as quantidades
de cossolvente utilizadas devem ser reduzidas. Assim, para que todas as
vantagens da extracdo supercritica fossem mantidas, empregou-se 0
etanol como cossolvente nas fragdes de 0; 2,5; 5 e 10 %. Os resultados
obtidos para ESC com cossolvente estdo representados na Figura 12.

Figura 12: Rendimento global X, para os extratos de cogumelo do sol
utilizando etanol como cossolvente.
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A adicéo de cossolvente ao processo de extracdo supercritica com
CO, elevou os valores de rendimento de extrato. A adicdo de 10 % de
cossolvente proporcionou um incremento de 3,8 vezes o rendimento
obtido. Além do incremento no rendimento de extracdo, a adicdo de
etanol proporcionou a obtencdo de maiores quantidades de compostos
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antioxidantes, como pode ser observado no item 4.6 (Atividade
antioxidante).

Kitzberger et al. (2007) verificou que o rendimento de extragdo
do cogumelo shiitake aumentou de 0,57 %, quando utilizado CO; puro,
para 3,81 % com o emprego de 15 % de etanol como cossolvente.
Coelho et al. (2005) obtiverem um pequeno incremento no rendimento
de extracdo de cogumelo do sol, quando utilizaram fragdes de 10 e 15 %
de etanol. O rendimento de extracdo aumentou 1,1 vezes quando
utilizado 10 % de etanol, sendo menor do que o incremento verificado
no presente estudo.

4.5 TEOR DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS (TFT)

A extracdo dos compostos fenolicos da matriz constitui uma das
etapas mais importantes do processo de analise, pois ela deve promover
0 maior rendimento possivel dessas substancias. Os valores encontrados
para o teor de compostos fendlicos totais dos extratos de cogumelo do
sol obtidos por extracdo em soxhlet, maceragdo, hidrodestilacdo e ESC
estdo apresentados na Tabela 8. A curva padrdo de acido clorogénico,
utilizada para o céalculo do teor de compostos fendlicos totais consta no
Apéndice IlI.

O teor de compostos fenolicos total dos extratos de cogumelo do
sol variou entre 12,6 e 74,1 mg EAC/g. Os valores verificados estdo
bem abaixo dos 423 mg EAC/g obtidos por Benelli et al. (2010), para o
antioxidante sintético BHT utilizando o mesmo método de
determinacao.

Na identificacéo e isolamento de compostos bioativos em fontes
naturais, muitas vezes faz-se necessaria a realizacdo da extragdo com
solventes de polaridades diferentes, ja que a atividade dessas substancias
depende de que compostos fenolicos estejam presentes. De modo geral,
os compostos fenolicos sdo caracterizados como polares, e por isso sdo
mais facilmente solubilizados em solventes de maior polaridade. Nas
extraces com soxhlet, o teor de compostos fendlicos total aumentou
com a utilizagdo de solventes de maior polaridade, exceto para a agua.
Um dos fatores que pode explicar esse desvio foi a dificuldade
encontrada para solubilizar o extrato para a realizacdo da andlise e
também da degradacdo térmica provocada pelo uso de altas
temperaturas.
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Tabela 8: Teor de compostos fendlicos total (TFT), expressos em
equivalentes de acido clorogénico para os extratos de cogumelo do sol.

Técnica Solvente TFT (mg EAC/g)*
Soxhlet Hexano 12,6+ 05
Soxhlet Diclorometano 27+ 2
Soxhlet Acetato de etila 46°+ 2
Soxhlet Etanol 47°+ 5
Soxhlet Agua 27+ 2
Maceragdo Etanol 74°+ 4
Hidrodestilagio Agua NT
ESC 10 MPa /40°C CO, 32°+4
ESC 10 MPa /50 °C CO, 229+3
ESC 10 MPa /60 °C CO, 14% + 3
ESC 20 MPa /40 °C CO, 24°+2
ESC 20 MPa /50 °C CO, 22042
ESC 20 MPa /60 °C CO, 24,6“+05
ESC 30 MPa /40 °C CO, 212405
ESC 30 MPa /50 °C CO, 19%+1
ESC 30 MPa /60 °C CO, 24°+ 1

* Letras iguais indicam que ndo ha diferenca significativa (p < 0,05).
NT - Néo testado

Entre os métodos de extracdo avaliados o melhor resultado de
teor de fendlicos total foi obtido com etanol na técnica de maceracgéo.
Apesar disso, 0 baixo rendimento de extracdo encontrado para esse
extrato (2,4 %) pode se tornar um fator limitante & viabilidade
econdmica do processo. Nas extracfes com soxhlet, os maiores teores
de compostos fendlicos foram verificados nos processos utilizando
etanol e acetato de etila como solventes. Os bons resultados verificados
para o etanol em ambas as técnicas justificam o seu emprego como
cossolvente nos processos de extracdo supercritica. Segundo Biscaia
(2007), o etanol é o solvente mais indicado na extragdo de compostos
antioxidantes, pois, devido a sua caracteristica polar, promove a
extracdo de compostos como acidos fendlicos.
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O teor de compostos fendlicos totais dos extratos de cogumelo do
sol obtidos por ESC ndo apresentou uma tendéncia de variagdo com a
mudanca da presséo ou da temperatura. Os valores do teor de compostos
fendlicos totais variaram entre 14 e 32 mg EAC/g, sendo
estatisticamente iguais aos obtidos na técnica de soxhlet. A utilizacdo de
etanol como cossolvente no processo de extracdo proporcionou um
acréscimo no teor de compostos fenolicos obtidos, conforme pode ser
observado na Figura 13. O emprego de 10 % de etanol como
cossolvente aumentou em 100 % a extragdo de compostos fendlicos.

Figura 13: Teor de compostos fenolicos total (TFT), expressos em
equivalentes de &cido clorogénico, para os extratos de cogumelo do sol
utilizando etanol como cossolvente.
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Silva et al. (2009) estudaram o teor de compostos fendlicos total
no extrato metanolico-aquoso (1:1) de cogumelo do sol com 6 h de
extracdo. A concentragdo expressa em teor de acido galico obtida foi de
15 mg/g de compostos fenolicos totais, valor superior a Tsai et al.
(2007), que obtiveram no extrato aquoso de A. blazei 5,67 mg/g de
compostos fenolicos. Soares et al. (2009) estudou o contetdo de
fendlicos totais em diferentes estadios de maturacdo e verificou que
cogumelos mais jovens apresentaram um teor de 29,64 mg/g e
cogumelos mais maduros 28,82 mg/g de extrato, expressos em teor de
acido galico.
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A composicdo de fendlicos em cogumelos pode ser afetada por
um grande ndmero de fatores como: espécie; composicdo do meio de
cultura (para espécies cultivadas in vitro); época de colheita; técnicas de
manejo, condi¢Bes de manipulacdo e preparacdo dos substratos (para
espécies cultivadas); e a composicdo solo/substrato ou espécies
hospedeiras associadas (para espécies silvestres). Todos esses fatores
tém grande influéncia no metabolismo secundario dos fungos, incluindo
as vias dos chiquimato e acetato e, portanto, na producdo dos fenois
(HELENO et al., 2010).

Para que um processo de obtencdo de extratos seja
economicamente vidvel, deve-se avaliar tanto o rendimento quanto o
teor de compostos fendlicos totais apresentados. Assim, para saber qual
a melhor condi¢do obtida, multiplicou-se o rendimento pelo resultado do
teor de compostos fendlicos total, estando estes resultados apresentados
na Tabela 9. O resultado dessa multiplicacdo foi chamado de indice de
eficiéncia. Avaliando os resultados, verifica-se que 0S processos mais
interessantes foram os obtidos na técnica com soxhlet utilizando etanol e
adgua como solventes. O melhor resultado no processo de extracdo
supercritica foi verificado na condicdo que empregou 10 % de etanol
como cossolvente, sendo compardvel aos resultados das técnicas de
maceracao etandlica e soxhlet com acetato de etila.
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Tabela 9: Rendimento x Teor de compostos fendlicos total (TFT)

Técnica Solvente indice de eficiéncia
Soxhlet Hexano 0,2
Soxhlet Diclorometano 0,6
Soxhlet Acetato de etila 1,4
Soxhlet Etanol 17,3
Soxhlet Agua 15,3
Maceracgédo Etanol 1,7
Hidrodestilagéo Agua -
ESC 10 MPa /40°C CO, 0,3
ESC 10 MPa /50 °C CO, 0,2
ESC 10 MPa /60 °C CO, 0,1
ESC 20 MPa /40 °C CO, 0,1
ESC 20 MPa /50 °C CO, 0,2
ESC 20 MPa /60 °C CO, 0,3
ESC 30 MPa /40 °C CO, 0,09
ESC 30 MPa /50 °C CO, 0,2
ESC 30 MPa /60 °C CO, 0,2
Cossolvente 2,5 % CO, + etanol 0,2
Cossolvente 5 % CO, + etanol 0,6
Cossolvente 10 % CO, + etanol 1,8

4.6 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A investigacdo da atividade antioxidante e dos compostos
fenolicos de cogumelos é importante porque contribui para o
estabelecimento de nutracéuticos potencias, uma vez que eles tém
provado ser bons sequestrantes de radicais e ter capacidade de inibi¢do
da peroxidacdo lipidica. As fontes de antioxidantes poderosos como
fendis e tocoferdis podem ser usadas contra doencas relacionadas ao
estresse oxidativo, aplicacdes dermatologicas, cosméticos, bem como
suplementos na industria de alimentos (HELENO et al., 2010). A Tabela
10 apresenta os resultados da atividade antioxidante dos extratos de
cogumelo do sol obtidos em soxhlet, maceragéo, hidrodestilacdo e ESC.
A atividade antioxidante, referente a maior concentracdo de extrato
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testada (500 pg/mL) é apresentada em AA % e ECsp, OU seja, a
concentracao efetiva a 50 %.

Na presenca de compostos antioxidantes, o radical DPPH recebe
um elétron, tornando-se mais estavel. Com isso, da-se a reducdo da sua
absorbancia, e este processo pode ser avaliado visualmente, por meio da
descoloragdo da solucdo contendo o DPPH e também com a utilizagdo
de espectrofotdmetro. Quanto menor o valor de ECsp, maior a atividade
antioxidante do extrato, ja que este valor representa a quantidade de
extrato necessaria para reduzir em 50 % a atividade do radical livre.
Segundo Campos et al. (2008), valores de ECsy acima de 250 pg/mL séo
considerados de baixo potencial antioxidante.

Tabela 10: Avaliacdo do potencial antioxidante dos extratos de
cogumelo do sol através do método DPPH, expressos através do
percentual de atividade antioxidante (% AA) e concentracdo efetiva a
50 % (ECsxp)

Técnica Solvente ECso(pug/mL)* 0/:’19;“;1890
Soxhlet Hexano 2647"+ 72 15,2°+0,2
Soxhlet Diclorometano ~ 1632" + 27 18°+3
Soxhlet Acetato de etila ~ 1172'+ 69 255°+0,5
Soxhlet Etanol 10537 + 30 30,2°+0,2
Soxhlet Agua 1033 + 21 25°+0,2
Maceracio Etanol 700% + 4 37,2°+0,3
Hidrodestilagdo Agua NT NT
ESC 10 MPa /40 °C CO, 6952° + 5 4,64' + 0,06
ESC 10 MPa /50 °C Cco, 5187°+ 24 7,42" + 0,07
ESC 10 MPa /60 °C CO, 7001°%+ 3 489'+0,3
ESC 20 MPa /40 °C Co, 4462° + 14 6,6"+0,2
ESC 20 MPa /50 °C Cco, 3543°+ 3 9,99+0,1
ESC 20 MPa /60 °C CO, 5765° + 11 8,0"+0,1
ESC 30 MPa /40 °C Cco, 46229+ 8 9,69+0,2
ESC 30 MPa /50 °C CO, 23799 + 64 10,09+ 0,4
ESC 30 MPa /60 °C CO, 2527" + 84 13,01+ 0,2
* Letras iguais na coluna indicam que ndo ha diferenca significativa (p <
0,05).

NT - Nao testado
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A atividade antioxidante dos extratos obtidos pelo método soxhlet
aumentou com a polaridade dos solventes utilizados, o que confirma a
afinidade dos compostos antioxidantes com os solventes polares. A
maior atividade antioxidante foi verificada no extrato obtido com o
solvente etanol (30,2%), seguida pelo acetato de etila (25,5 %) e agua
(25 %). De forma similar ao que ocorreu na determinagdo dos
compostos fendlicos, o extrato aquoso apresentou uma menor
performance.

A maior atividade antioxidante (37,2 %) foi obtida na extracdo
por maceragao com etanol. Este valor é superior ao encontrado por Silva
et al. (2009), no estudo da atividade antioxidante através do método
DPPH de extratos de cogumelo do sol obtidos por diferentes solventes e
tempos de maceracdo. A maior atividade antioxidante verificada pelos
autores foi de 28,9 %, apresentada pelo extrato metandlico-aquoso (1:1)
de cogumelo do sol obtido com um tempo de extracdo de 6 h. Por outro
lado, é inferior a verificada por Kim et al. (2008), no estudo da
concentracdo de compostos fendlicos e atividade antioxidante de
cogumelos comestiveis e medicinais da Korea, onde verificaram que o
extrato metandlico de A. blazei apresentou AA de 67 %.

A maior atividade antioxidante dos extratos de cogumelo do sol
obtidos por ESC foi verificada na condi¢do de 60 °C e 30 MPa. Na
extracdo de compostos fenolicos de matrizes vegetais, a literatura tem
demonstrado que a temperatura 6tima de extragdio é 50 °C
(PINELO;SINEIRO; NUNEZ, 2006). Na Tabela 10, pode ser observado
que para as condi¢des de pressdo de 10 e 20 MPa, os resultados de
atividade antioxidante e ECs, foram melhores para a temperatura de 50
°C, estando em acordo com a literatura. No entanto, para a condicdo de
30 MPa, foi verificado que a atividade antioxidante aumentou com a
elevacdo da temperatura de extracdo. Este comportamento aleat6rio
pode estar associado aos diferentes compostos extraidos em cada uma
das condicdes experimentais, refletindo em variagbes no potencial
antioxidante. Os valores da atividade antioxidante dos extratos de ESC
foram inferiores aos obtidos nas demais técnicas testadas, variando entre
4,64 e 13,0 % e apresentaram valores de ECso muito acima daquele que
é considerado o de um bom potencial antioxidante, 250 pg/mL (Campos
et al., 2008). A baixa atividade antioxidante pode estar associada a baixa
quantidade de compostos fendlicos, de polaridade de intermediaria a
alta, presentes nos extratos, ja que o CO,, solvente apolar, ndo favorece
a solubilizagdo de tais compostos (BENELLI, 2010).

A Figura 14 representa a avaliagdo do potencial antioxidante
expressa através do percentual de atividade antioxidante (% AA) para 0s
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extratos de cogumelo do sol utilizando etanol como cossolvente. O
emprego do etanol promoveu um aumento na extracdo dos compostos
antioxidantes. Na condicdo estudada, a atividade antioxidante passou de
9,9 %, utilizando CO; puro, para 24,9 % com o emprego de 10 % de
etanol como cossolvente.

Figura 14: Avaliacdo do potencial antioxidante pelo método DPPH,
expressos através do percentual de atividade antioxidante (% AA) para
os extratos de cogumelo do sol utilizando etanol como cossolvente.
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A atividade antioxidante dos extratos € comumente relacionada
com o conteldo de fendlicos total, embora esses compostos apenas
representem uma boa estimativa desta propriedade (ROGINSKY;
LISSI, 2005). Pode-se constatar que a atividade antioxidante dos
extratos testados ndo estd diretamente associada ao teor de compostos
fendlicos totais dos extratos testados, principalmente relacionando os
resultados obtidos por ESC.

O método DPPH é rotineiramente empregado para avaliar o
potencial sequestrante de radicais livres de uma molécula antioxidante,
sendo considerado como um método colorimétrico padrdo de facil
utilizacdo (MISHRA; OJHA; CHAUDHURY, 2012). Na literatura, ha
diversos outros métodos descritos que podem ser utilizados para avaliar
a atividade antioxidante, embora a maioria apresente problemas de
interferéncia,baixa resolucdo e longo periodo de tempo requerido
(ANDRE et al., 2010). A comparagdo dos resultados obtidos pelo
método DPPH com outros métodos é importante, uma vez que torna
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possivel avaliar qual método é mais sensivel para captar a atividade
antioxidante dos compostos presente. Andrade et al. (2012) avaliou a
atividade antioxidante de extratos de casca e borra de café empregando
0s métodos antioxidante DPPH e ABTS e verificou diferencas nos
valores quantificados. Diante disso, torna-se interessante a detec¢do da
atividade antioxidante dos extratos de cogumelo do sol empregando
outros métodos, sendo esta uma sugestao de trabalhos futuros.

4.7 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

A pesquisa de extratos com aglo antimicrobiana se apresenta
como uma saida para o combate aos microrganismos, em razdo do
grande aumento da resisténcia de microrganismos patogénicos a
maltiplas drogas, devido ao uso indiscriminado de antimicrobianos,
levando assim a procura dessas novas alternativas terapéuticas. A
atividade antibacteriana dos extratos de cogumelo do sol obtidos por
diferentes técnicas de extracdo foi determinada pela técnica da
microdiluicio em meio liquido (AVILA et al., 2008), frente aos
microrganismos Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,Escherichia
coli e Pseudomonas aeruginosa, e os resultados estdo apresentados na
Tabela 11. Para as analises foram selecionadas duas bactérias Gram-
negativas (E. coli e P. aeruginosa) e duas bactérias Gram-positivas (S.
aureus e B. cereus).

De forma geral, ndo had um consenso sobre o nivel aceitavel de
inibicdo de extratos quando comparado com padrbes. De acordo com
Sartoratto et al. (2004), Duarte et al. (2007) e Wang et al. (2008) ¢
possivel classificar 0s materiais como agentes antimicrobianos
baseando-se no valor de CMI apresentado pelos seus extratos.
Comumente, a classificacdo do extrato é estabelecida como forte
inibidor para CMI até 500 pg/mL; moderado inibidor para CMI entre
600 e 1500 pg/mL e fraco inibidor para CMI acima de 1600 pg/mL
(MICHIELIN et al., 2009).

Os extratos de cogumelos do sol obtidos por técnicas a baixa
pressdo assim como por extragcdo supercritica apresentaram uma
atividade antibacteriana maior para bactérias Gram-positivas. Para o S.
aureus, os extratos obtidos com soxhlet utilizando os solventes hexano,
diclorometano e acetato de etila e 0s obtidos por extracdo supercritica
nas condigBes de 20 MPa e 40 °C e 10 MPa e temperaturas de 50 e 60
°C podem ser classificados como fortes inibidores. A extragdo com
solventes de maior polaridade resultou em extratos com atividade
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antibacteriana menor. O emprego de cossolvente também reduziu a
atividade antibacteriana, alterando a classificacdo dos extratos de forte
inibidor para moderado inibidor.

Os resultados obtidos para o B. cereus foram similares do S.
aureus. Os extratos provenientes do soxhlet utilizando os solventes
hexano e diclorometano e os obtidos por extracdo supercritica nas
condigBes de 30 MPa e 60 °C e 10 MPa e temperaturas de 50 e 60 °C
podem ser classificados como fortes inibidores. A extracdo com
solventes de maior polaridade resultou em extratos com atividade
antibacteriana menor. O emprego de cossolvente também reduziu a
atividade antibacteriana, mas os extratos ainda podem ser classificados
como moderados inibidores.



Tabela 11: Valores da concentracdo minima inibitéria (CMI) dos extratos de cogumelo do sol para S. aureus, B.

cereus, E. coli e P. aeruginosa.

Técnica Solvente S. aureus B. cereus E. coli P. aeruginosa
Soxhlet Hexano 500 500 >2000 >2000
Soxhlet Diclorometano 375 312 1500 >2000
Soxhlet Acetato de etila 250 1000 >2000 >2000
Soxhlet Etanol >2000 >2000 >2000 >2000
Soxhlet Agua >2000 >2000 >2000 >2000
Maceragéo Etanol >2000 2000 >2000 >2000
Hidrodestilagio Agua NT NT NT NT
ESC 10 MPa /40 °C Co, 1000 1000 >2000 >2000
ESC 10 MPa /50 °C Co, 375 500 >2000 >2000
ESC 10 MPa /60 °C Cco, 250 375 >2000 >2000
ESC 20 MPa /40°C CO, 500 2000 >2000 >2000
ESC 20 MPa /50 °C CO, 750 1000 >2000 >2000
ESC 20 MPa /60 °C CO, 2000 1000 >2000 >2000
ESC 30 MPa /40°C Cco, >2000 >2000 >2000 >2000
ESC 30 MPa /50 °C CO, 1000 1500 >2000 >2000
ESC 30 MPa /60 °C CO, 1000 500 >2000 >2000
Cossolvente 2,5 % CO, + etanol 1500 1500 >2000 >2000
Cossolvente 5 % CO, + etanol 1000 1500 >2000 >2000
Cossolvente 10 % CO, + etanol 1250 1500 >2000 >2000

NT - Nao testado

89
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Os extratos testados para as bactérias Gram-negativas podem ser
classificados como fracos inibidores. A Unica excecdo foi o extrato
obtido com soxhlet utilizando hexano que pode ser classificado como
moderado inibidor. A menor inibicdo das bactérias Gram-negativas pode
estar relacionada com as diferencas estruturais que estas bactérias
apresentam em relacdo as Gram-positivas, tais como a presenca de uma
membrana externa sobre uma camada delgada de peptideoglicano, ou ao
maior nimero de bombas de fluxo (KONEMAN et al., 1999).

Os compostos que exercem essa atividade antibacteriana ainda
ndo estdo completamente esclarecidos na literatura. Dessa forma,
tornam-se necessarios mais estudos para identificar os compostos com
essa atividade e entender seu mecanismo de acdo. Segundo Fortes e
Novaes (2006), a atividade bactericida esta a associada a presenca do
acido linoléico.

Kitzberger et al. (2007), avaliaram a atividade antimicrobiana de
extratos de cogumelo shiitake obtidos por solventes orgéanicos e extracao
supercritica. Os autores verificaram que os extratos obtidos no processo
de ESC com CO, puro e com a adi¢do de cossolventes foram mais
efetivos contra Micrococcus luteuseB. cereus, enquanto que 0s extratos
obtidos a baixa pressado ndo apresentaram atividade antimicrobiana.

Oztirk et al. (2011), avaliaram a atividade antimicrobiana de
extratos metanolicos de trés espécies de Agaricus. Os autores
verificaram que as bactérias Gram-positivas foram mais sensiveis ao
extrato de cogumelo do que as bactérias Gram-negativas, estando em
acordo com o presente trabalho.

4.8 ATIVIDADE ANTIFUNGICA

Leveduras do género Candida podem ser normalmente
encontradas nas mucosas da boca e dos tratos digestivo, genital e
urinario de individuos sadios, podendo desencadear infecgdes em
pessoas com fatores predisponentes ou condi¢Bes que comprometam o
sistema imunoldgico (LIMA et al., 2006). Considerando a resisténcia
das leveduras pertencentes ao género Candida frente aos antifingicos
atualmente utilizados, pode-se inferir que a pesquisa de busca de novos
compostos antiflingicos de origem vegetal mostra-se de relevante
significancia.

Os extratos de cogumelo do sol obtidos pelos diferentes métodos
de extracdo foram testados contra trés espécies de Candida: C. albicans
ATCC 14053, C. parapsilosis ATCC 22019 e C. krusei ATCC 6258. Os
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resultados dos extratos que apresentaram atividade antifingica estdo
apresentados na Tabela 12. Como pode ser observado, apenas 0 métodos
de extracdo com fluido supercritico em duas condi¢des de temperatura a
20 MPa interferiu no crescimento da espécie C. albicans, apresentando
um discreto halo de inibi¢do. Para C. parapsilosis e C. krusei ndo foram
verificados halos de inibigdo para todos os extratos testados. A maior
seletividade e a utilizagdo de temperaturas de extracdo menores da ESC
em relacdo aos métodos convencionais podem explicar os resultados
positivos apenas para esta técnica.

Tabela 12: Extratos de cogumelo do sol que apresentaram atividade
antifungica frente a diferentes espécies de Candida utilizando-se técnica
de difusédo em gel.

Diametro do halo de inibigdo (mm)*

Técnica - —— -
C. albicans C. parapsilosis C. krusei

ESC 20 MPa /50 °C 9 0 0

ESC 20 MPa /60 °C 9,5 0 0

*Resultados dados em tamanho do halo de inibicéo do crescimento (mm).

Um importante fator a ser considerado quando se realiza qualquer
pesquisa envolvendo plantas medicinais e cogumelos e se tenta
extrapolar os resultados obtidos, é quanto a fatores ambientais
envolvidos no momento da coleta da amostra, como sazonalidade,
clima, tipo de solo, estagio de maturacéo e temperatura do ar.De acordo
com Freitas et al. (2004), a producdo de metabolitos secundarios ocorre
em funcdo da interacdo planta versus ambiente em resposta a fatores
guimicos e bioldgicos. Este fato pode explicar resultados de atividade
antioxidante, antimicrobiana e antifungica divergentes de extratos da
mesma espécie, mas coletado em locais e periodos diferentes.

4.9 DETERMINACAO DA COMPOSICAO QUIMICA DOS
EXTRATOS

A Tabela 13 apresenta o percentual relativo dos compostos
identificados nos diferentes extratos de cogumelo do sol obtidos pelas
técnicas a baixa pressdo e com fluido supercritico. No Apéndice IV,
estdo apresentados os espectros de massas de todos os extratos de
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cogumelo do sol, os tempos de retencdo e 0s percentuais relativos de
cada composto majoritéario, correspondentes aos dados de CG-EM. Os
extratos obtidos por soxhlet empregando dgua e etanol como solvente e
0 extrato da maceracdo etandlica ndo foram analisados, pois ndo foi
possivel a solubilizacdo destes em diclorometano (solvente utilizado
para a preparacdo das amostras).

A partir dos dados da Tabela 13, observa-se que foram
identificados vinte e sete compostos presentes nos diferentes extratos de
cogumelo do sol analisados. Os principais componentes identificados
em termos de percentual de area relativa dos extratos foram o &cido n-
hexadecandico (&cido palmitico) e o acido 9-12-octadecadiendico (&cido
linoléico), independente da técnica de extracdo empregada. Os 4cidos
graxos linoléico e palmitico apresentam funcdo de reduzir a presséo
sanguinea, agregacdo plaquetéria e estimular o sistema imunoldgico
(GREGORIO; LEMOS; CALDAS, 2002).

O acido linoléico é um acido graxo insaturado ndo sintetizado no
organismo, conhecido por diminuir os niveis de colesterol e
triglicérides, diminuir o risco de arterioloesclerose, cancer e doengas
alérgicas (SANHUEZA; NIETO; VALENZUELA, 2002). Além disso, 0
acido linoléico apresenta uma forte atividade antimicrobiana, que se
deve provavelmente, a capacidade destes compostos em romper as
membranas das células bacterianas e causar a lise das células (LEE;
KIM; SHIN, 2002). A presenca do acido linoléico nos extratos de
cogumelo do sol pode ser o principal responsavel pela atividade
antimicrobiana detectada. No entanto, a atividade bioldgica de um
extrato ndo pode ser atribuida a acdo de um Unico componente, ja que os
efeitos de sinergismo entre os componentes desempenham um papel
importante  (ALVAREZ-CASTELLANOS; BISHOP; PASCUAL-
VILLALOBOQOS, 2001).

A atividade antimicrobiana deve estar associada também ao
grande nimero de acidos graxos verificados nos extratos de cogumelo
do sol. Estudos tém reportado que os acidos graxos de cadeia longa,
incluindo n-3, n-6, n-7 e n-9, sdo substancias que apresentam atividade
antibacteriana (HUANG, 2011). Os principais representantes da familia
n-3 sdo o acido o-linoléico, o &cido eicosapentaendico e o &cido
docosahexaenoico e os principais representantes da familia n-6 sdo o
acido linoléico e o &cido araquiddnico.

O &cido n-hexadecanoico, comercialmente conhecido como 4cido
palmitico, possui um tempo de retencdo na coluna cromatogréafica de
15,65 min e é formado por uma cadeia apolar de 16 carbonos com
ligacGes simples, o que confere maior polaridade a sua molécula quando
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comparado com outros &cidos graxos, principalmente os insaturados.
Este &cido tem uma ampla aplicacdo, sendo emprego desde a
manufatura de sabdes até a utilizacdo desses sabfes como antioxidantes
em tintas, impermeabilizantes na industria de tecidos, na fabricacdo de
vela, juntamente com a parafina e preparacdo de cristal liquido
largamente utilizado na industria eletrénica (WENZEL, 1961).

O é&cido benzobico foi verificado em quase todos os extratos
analisados. Este composto aromatico ocorre naturalmente em balsamos
e resinas vegetais, sendo um dos primeiros conservadores utilizados em
alimentos com acdo bacteriostadtica e fungistatica (KAWASE;
COELHO; LUCHESE, 2009).

O ergosterol, composto identificados em alguns extratos obtidos
por soxhlet, é um esterol da membrana celular que esta fortemente
ligado nos fungos, sendo capaz de ativar a expressao de varios genes de
defesa e aumentar a resisténcia das plantas contra fungos patogénicos. O
ergosterol é encontrado principalmente em fungos e esta presente tanto
na forma livre como esterificada. As pesquisas tém demonstrando que o
ergosterol e seus produtos de peroxidacdo podem contribuir para
beneficios a salde e significativas fungdes fisioldgicas, entre elas,
reducdo da dor relacionada a inflamacdo, incidéncia de doencas
cardiovasculares, inibicdo da enzima ciclooxigenase e atividades
antibidticas, anticomplementares e antitumorais. A atividade antitumoral
do ergosterol pode ser devido a inibicdo direta da angiogénese induzida
por tumores solidos (SHAO et al., 2010).

Os extratos obtidos por extragdo supercritica apresentaram uma
composicdo mais rica em 4cidos graxos, quando comparados aos
extratos obtidos por soxhlet. Os componentes identificados foram o
acido hexanoico (acido caproico), o acido octandico (acido caprilico), o
acido 9-oxononandico que é resultante da ozondlise do &cido oleico, o
acido tetradecandico (acido miristico), o acido pentadecandico, o acido
heptadecandico, o acido oléico, o &cido octadecandico (acido estearico),
0 acido eicosandico e o acido docosandico. A menor capacidade dos
métodos tradicionais em extrair esses compostos pode estar relacionada
a: (i) métodos convencionais ndo sdo seletivos e muitas vezes
necessitam de varias etapas para obter o composto de interesse, sendo
que pode ocorrer perda desse composto durante as etapas de
fracionamento e (ii) as altas temperaturas empregadas no Soxhlet podem
degradar os compostos termolabeis (MOURA et al., 2012).

Coelho et al. (2005), estudaram a extracdo supercritica de
metabdlitos secundarios de corpos de frutificagdo jovens e do micélio de
A. blazei. O extrato que apresentou maior rendimento (40 MPa e 70 °C)
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foi analisado por cromatografia, sendo o acido palmitico e o acido oléico
0s compostos majoritarios identificados. Os autores também
identificaram trés outros 4&cidos graxos livres em menores
concentragdes, sendo eles, 0 acido estearico (acido octadecandico), o
acido linoléico e o &cido araquidico.

Abdullah, Young e Games (1994) estudaram a extracdo
supercritica de &cidos graxos e carboxilicos dos cogumelos A. siluicola e
A. bisporus.Os &cidos organicos identificados incluiam todos os &cidos
graxos saturados Cs-Co6, com predominio do &cido palmitico e esteérico.
O écido benzoico foi um dos principais constituintes do A. siluicola,
porém no cogumelo A. siluicola apareceu como um constituinte
minoritario. Os &cidos graxos insaturados foram identificados em
pequenas quantidades, sendo observado os acidos hexadecandico e
octadecendico.

Kitzberger et al. (2007), avaliaram a composicdo de extratos de
cogumelo shiitake obtidos por solventes organicos e extracdo
supercritica. Os autores verificaram que 0s extratos obtidos eram ricos
em niacinamida, ergosterol e acidos graxos linoléico e palmitico. O
composto majoritario do extrato obtido por ESC com CO, puro, 40 °C e
20 MPa foi o acido linoléico, seguido do acido palmitico.


http://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_octadecan%C3%B3ico

Tabela 13: Compostos identificados nos extratos de cogumelo do sol com os tempos de retencéo (TR) e area relativa
(%) detectados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM).

R Area relativa (%)
Composto Condicéo de extragdo*

min
(min) A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 Al10 A1l Al2 Al13 Al4 Ai15

2-Pentil furano 3,56 0,29

Acido hexanéico 428 0,73 1,88 4,67 0,23 0,94 029 1,40

Audo carbonico, 5,21 0,06

dihexyl ester

Acido octanéico 6,39 2,55 0,76 0,65 094 1731

Acido benzéico 686 076 1,9 113 015 042 1,30 09 115 009 032 0,58 051 1,10
(EE)24- 7,50 043 136 079 2,15 0,25
Decadienal

2,4-Decadienal 7,80 0,93

Pentadecano 8,42 0,39

Acido 9- 1053 057 872 837 066 1,75 1058 1,21 1,05

oxononanolco

Acido 1313 084 1,06 175 017 022 0,66 0,48

tetradecanodico

Acido 1415 192 170 294 075 068 157 081 0,67

pentadecandico

Acido n-

hexadecandico 15,44 19,18 57,67 41,41 3,75 22,88 54,10 32,73 53,99 21,44 12,43 1520 4,61 9,10 10,78 9,98

172



Area relativa (%)

TR -

Composto (min) Condicao de extragdo*
Al A2 A3 A4 A5 Ab AT A8 A9 Al10 A1l Al2 Al13 Al14 Al

Acido 16,02 0,11
heptadecandico
Acido oléico 16,62 2,36
Acido 9-12- 68,8
octadecadiendico 16,80 14,41 17,84 17,13 13,08 23,49 18,81 30,20 59,09 44,24 10,80 70,49 39,04 9
Acido
octadecanoico, 2-
(2-hidroxietoxi)etil  ~081 2,15
ester
Acido 17,02 72 315 383 539 640 7,69 867 540
octadecanoico
Acido eicosandico 18,51 0,98 0,68
Bis(2-ethylhexyl)
ester acido 18,64 27,44
hexanodioico
Acido docosandico 20,02 0,93 0,76
9(11)-
Dehidroergosteryl 22,53 0,64
benzoate
ﬁ(;\lthraergostatetrae 2384 0,61

=7



Area relativa (%)

TR -

Composto (min) Condicao de extragdo*

Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 Al10 All Al2 A13 Al4 Al5
Ergosterol 24,10 589 4,24
5,6-
Dihydroergosterol 2412 0.65
7,22-Ergostadienol 24,16 1,41 0,80 2,31 2,33 144 3,16
a-Ergostenol 24,49 0,92 0,73 1,34 1,33 1,37 1,87
v-Ergostenoll 24,52 1,24
Outros - 52,19 2231 33,46 6576 48,20 11,38 31,22 12,83 38,12 23,39 36,59 56,32 16,75 40,97 1%’7

* Al. CG-EM ESC 10 MPa/ 40 °C; A2. CG-EM ESC 10 MPa/ 50 °C; A3. CG-EM ESC 10 MPa/ 60 °C; A4. CG-EM ESC 20
MPa/ 40°C; A5. CG-EM ESC 20 MPa/ 50°C; A6. CG-EM ESC 20 MPa/ 60°C; A7. CG-EM ESC 30 MPa/ 40 °C; A8. CG-EM
ESC 30 MPa/ 50 °C; A9. CG-EM ESC 30 MPa/ 60 °C; A10. CG-EM ESC 20 MPa/ 50 °C/ 2,5 % de etanol; A11. CG-EM ESC
20 MPa/ 50 °C/ 5 % de etanol; A12. CG-EM ESC 20 MPa/ 50 °C/ 10 % de etanol; A13. CG-EM SOXHLET — Hexano; A14.
CG-EM SOXHLET — Diclorometano; A15. CG-EM SOXHLET — Acetato de etila

9L



5 CONCLUSOES

A extracdo de cogumelo do sol em soxhlet utilizando &gua e
etanol como solventes foi a técnica que apresentou 0 maior rendimento.
A hidrodestilagdo ndo foi eficiente para a extracdo de cogumelo do sol
com resultados de rendimentos proximos a zero.

A extragdo supercritica de cogumelo do sol apresentou
rendimentos inferiores aqueles alcangados nas extracdes a baixa pressao,
em soxhlet e maceracdo. O maior rendimento para a ESC de cogumelo
do sol foi verificado na condicdo de 30 MPa e 50 °C. No entanto, a
adicdo de cossolvente ao processo de extracdo supercritica mostrou-se
interessante no que diz respeito ao incremento do rendimento.

Os melhores resultados de teor de compostos fendlicos totais e
atividade antioxidante foram verificados no extrato obtido por
maceracdo etandlica. A adicdo de cossolvente ao processo de extracdo
supercritica promoveu um incremento do teor de compostos fendélicos
totais e atividade antioxidante dos extratos de cogumelo do sol.

Os extratos de cogumelos do sol obtidos por técnicas a baixa
pressdo como por extracdo supercritica apresentaram uma atividade
antibacteriana, sendo maior para bactérias Gram-positivas. A adigdo de
cossolvente ao processo de extragdo supercritica ndo promoveu uma
melhora na atividade antibacteriana dos extratos de cogumelo do sol
analisados.

Os extratos de cogumelo do sol ndo apresentaram atividade
antifungica frente a C. parapsilosis C. krusei. Para a C. albicans, apenas
0s extratos obtidos por ESC na condi¢do de 20 MPa e temperaturas de
50 e 60 °C apresentaram uma discreta atividade antiflngica.

Os principais compostos identificados nos extratos obtidos por
extracao supercritica foram o &cido linoléico e acido palmitico.

Apesar dos baixos rendimentos observados na ESC, esta técnica
torna-se bem interessante na obtencdo de compostos de alto valor
agregado, devido a seletividade do processo. A busca por condigdes
operacionais que favorecam positivamente o rendimento das extracGes é
uma alternativa a esta situacao.

Ll
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5.1 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

a)
b)

c)

d)

Extragdes convencionais utilizando misturas de solventes;

Verificagdo da atividade antitumoral dos extratos que
apresentaram maiores quantidades de ergosterol;

Avaliacdo do potencial antioxidante por outros métodos e in
vivo dos extratos empregando culturas de células endoteliais;

Avaliacdo da composicdo dos extratos através de outras
técnicas cromatograficas;

Fracionamento dos extratos na ESC.
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APENDICE I:
DADOS EXPERIMENTAIS DA CURVA DE EXTRACAO

Tabela 14: Tempo de extracdo, massa de extrato, massa de extrato
acumulada e rendimento (X,) do experimento cinético a 20 MPa, 40 °C
e12+2g CO;,/min.

: Massa Rendimento

Tempo (min) Massa (g) Acumulada (g) (%)
5 0,0061 0,0061 0,04
10 0,0136 0,0197 0,13
15 0,0118 0,0315 0,21
20 0,0091 0,0406 0,27
25 0,0099 0,0505 0,34
30 0,008 0,0585 0,39
40 0,0136 0,0721 0,48
50 0,0085 0,0806 0,54
60 0,011 0,0916 0,61
70 0,0103 0,1019 0,68
80 0,0039 0,1058 0,71
90 0,0057 0,1115 0,74
120 0,0115 0,123 0,82
150 0,0094 0,1324 0,88
180 0,002 0,1344 0,90
210 0,0042 0,1386 0,92
240 0,0042 0,1428 0,95
300 0,0022 0,145 0,97
360 0,0064 0,1514 1,01
420 0,0059 0,1573 1,05

A partir da Figura 15, podem ser obtidas as equacles que
apresentam as taxas de extragdo para cada um dos periodos de extragao.
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Para t < tcer (periodo CER):
Mmgyr = 0,0014 t + 0,0094
r2 =0,9668

Para tcer <t < teer (periodo FER):
mgyr = 0,0002 t + 0,9821
r? =0,9221

Para t > teeg (periodo difusional):

mgyr = 0,0001 t +0,1143
r2 =0,9221

Figura 15: Curva de extragdo com fluido supercritico de cogumelo do
sol a 20 MPa, 40 °C e 12 + 2 g/min de CO.,.
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De acordo com a equacéo:

Mcgr
Yeer =
Qco,

Assim:

Yerr =1,1666 107
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APENDICE II:

DADOS EXPERIMENTAIS DA CURVA DE EXTRACAO DO
COGUMELO SHIITAKE (KITZBERGER, 2005)

Tabela 15: Tempo de extracdo e massa de extrato acumulada de extrato
experimento cinético a 20 MPa, 40 °C e 3,33 g CO, /min.

Tempo (min) Massa Acumulada (g)

5 0,0025
10 0,0052
20 0,0076
30 0,0218
40 0,0438
50 0,0754
60 0,0878
70 0,1244
90 0,1300
110 0,1449
140 0,1494
170 0,1548
200 0,1594

A partir da Figura 16, podem ser obtidas as equacles que
apresentam as taxas de extracdo para cada um dos periodos de extragao.

Parat < tcer (periodo CER):

mgxr = 0,0001 ¢t — 0,0020
r? =0,941

Para tcer <t < teer (periodo FER):

Mgyr = 0,0000 ¢t + 0,098
r2 = 0,92
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Para t > teeg (periodo difusional):

mgyr = 0,000t + 0,126
r? =0,997

Figura 16: Curva de extracdo com fluido supercritico de cogumelo do
shiitake a 20 MPa, 40 °C e 3,33 g CO, /min.
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Tabela 16: Parametros cinéticos da extragdo com fluido supercritico do
cogumelo do shiitake a 20 MPa, 40 °C e 3,33 g CO, /min.

Periodo de extragéo

Parametro CER® FERD) Difsi

ifusional
t® (min) 0-70 70 - 140 > 140
m® (g) 0,1244 0,03 0,01
Xo® (%) 0,78 0,16 0,06
M® (g/min) 0,0017 0,0003 0,0001
Y©® (kg/kg) 5,105 10 - -

Mt: duragdo da etapa de extracdo; m®: massa de extrato aproximada; X,
rendimento da etapa; M“: taxa de extracdo; Y®: concentracdo de soluto na
fase solvente; CER® etapa de extragdo constante; FER™ etapa de extracéo
decrescente.
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APENDICE III:
CURVA PADRAO DE ACIDO CLOROGENICO

Figura 17: Curva padréo de acido clorogénico utilizada no calculo de
TFT dos extratos de cogumelo do sol
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APENDICE 1V:

CROMATOGRAMAS E COMPOSTOS IDENTIFICADOS DOS
EXTRATOS DE COGUMELO DO SOL

Al. CG-EM ESC 10 MPa/ 40°C

Figura 18: CG-EM do extrato de cogumelo do sol obtido por ESC a 10
MPa e 40 °C.
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Tabela 17: Compostos identificados, tempos de retencdo e area
percentual relativa do extrato de cogumelo do sol obtido por ESC a 10

MPa e 40 °C.

Componente Tempo ((%airlf)etengao Area (%)
2-pentil furano 3,56 0,29
acido hexandico 4,28 0,73
acido benzodico 6,86 0,76
acido 9-oxononanoico 10,53 0,57
acido tetradecanoico 13,13 0,84
cido pentadecandico 14,15 1,92
acido n-hexadecandico 15,44 19,18
acido 9-12-octadecadienoico 16,80 14,41
acido octadecandico 17,02 7,2
acido eicosandico 18,51 0,98
acido docosanoico 20,02 0,93
outros - 52,19
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A2. CG-EM ESC 10 MPa/ 50 °C

Figura 19: CG-EM do extrato de cogumelo do sol obtido por ESC a 10

MPa e 50 °C.
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Tabela 18: Compostos identificados, tempos de retengdo e area
percentual relativa do extrato de cogumelo do sol obtido por ESC a 10

MPa e 50 °C.

Componente Tempo de Retencéo Area (%)
(min)

acido hexanoico 3,93 1,88

acido octanodico 6,39 2,55

acido benzéico 6,46 1,96

acido 9-oxononanoico 10,27 8,72

acido tetradecanoico 13,06 1,06

acido pentadecandico 14,05 1,70

acido n-hexadecandico 15,18 57,67

acido  octadecandico, 2-(2-

hidroxietoxi)etil ester 16,81 2,15

outros - 22,31




A3. CG-EM ESC 10 MPa/ 60°C
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Figura 20: CG-EM do extrato de cogumelo do sol obtido por ESC a 10

MPa e 60 °C.
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Tabela 19: Compostos identificados, tempos de retencdo e area
percentual relativa do extrato de cogumelo do sol obtido por ESC a 10

MPa e 60 °C.
Componente Tempo de Retencéo Area (%)
(min)

acido hexanoico 4,21 4,67
acido octanodico 6,46 0,76
acido benzbico 6,60 1,13
acido 9-oxononandico 10,32 8,37
acido tetradecanoico 13,09 1,75
acido pentadecandico 14,08 2,94
acido n-hexadecanoico 15,23 41,41
acido oléico 16,62 2,36
acido octadecandico 16,83 3,15
outros 33,46
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A4. CG-EM ESC 20 MPa/ 40°C

Figura 21: CG-EM do extrato de cogumelo do sol obtido por ESC a 20
MPa e 40 °C.
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Tabela 20: Compostos identificados, tempos de retencdo e area
percentual relativa do extrato de cogumelo do sol obtido por ESC a 20
MPa e 40 °C.

Tempo de Retengdo

Componente (min) Area (%)
acido benzdico 6,95 0,15
(E,E) 2,4-decadienal 7,50 0,43
2,4-decadienal 7,80 0,93
pentadecano 8,42 0,39
acido 9-oxononandico 10,44 0,66
acido tetradecandico 13,13 0,17
acido pentadecanoico 14,12 0,75
acido n-hexadecandico 15,46 3,75

acido 9-12-octadecadienoico 17,18 17,84
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Tempo de Retencdo

Componente (min) Area (%)
acido octadecandico 17,31 3,83
acido eicosandico 18,61 0,68
acido docosandico 20,08 0,76
gg%steehldroergosteryl 22,53 0,64
anthraergostatetraenol 23,84 0,61
7,22-ergostadienol 24,16 1,41
y-ergostenoll 24,52 1,24
outros 65,76
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A5. CG-EM ESC 20 MPa/ 50°C

Figura 22: CG-EM do extrato de cogumelo do sol obtido por ESC a 20
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Tabela 21: Compostos identificados, tempos de retencdo e area
percentual relativa do extrato de cogumelo do sol obtido por ESC a 20

MPa e 50 °C.

Componente Tempo (d”e]is)etengéo Area (%)
acido hexandico 4,11 0,23
acido carbdnico, dihexyl ester 5,21 0,06
acido benzobico 6,91 0,42
(E,E) 2,4-decadienal 7,78 1,36
acido 9-oxononandico 10,45 1,75
acido tetradecandico 13,11 0,22
acido pentadecanoico 14,12 0,68
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Tempo de Retengdo

Componente (min) Area (%)
acido n-hexadecanoico 15,42 22,88
acido heptadecandico 16,02 0,11
acido 9-12-octadecadiendico 17,09 17,13
acido octadecandico 17,21 5,39
5,6-dihydroergosterol 24,12 0,65
a-ergostenol 24,49 0,92

outros

48,20
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AG6. CG-EM ESC 20 MPa/ 60°C

Figura 23: CG-EM do extrato de cogumelo do sol obtido por ESC a 20
MPa e 60 °C.
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Tabela 22: Compostos identificados, tempos de retencdo e area
percentual relativa do extrato de cogumelo do sol obtido por ESC a 20
MPa e 60 °C.

Tempo de Retengdo

Componente (min) Area (%)
acido hexandico 4,19 0,94
acido octandico 6,43 0,65
acido benzobico 6,78 1,30
cido 9-oxononandico 10,38 10,58
acido pentadecanoico 14,06 1,57

acido n-hexadecanoico 15,24 54,10
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Tempo de Retencgéo

A 0
Componente (min) Area (%)
acido 9-12-
octadecadiendico 16,64 13,08
acido octadecandico 16,88 6.40
outros . 11.38
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A7. CG-EM ESC 30 MPa/ 40 °C

Figura24: CG-EM do extrato de cogumelo do sol obtido por ESC a 30
MPa e 40 °C.
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Tabela 23: Compostos identificados, tempos de retencdo e area
percentual relativa do extrato de cogumelo do sol obtido por ESC a 30
MPa e 40 °C.

Tempo de Retengdo

Componente (min) Area (%)
acido hexandico 4,16 0,29
acido octandico 6,52 0,94
acido benzobico 6,83 0,96
acido 9-oxononandico 10,41 1,21
acido tetradecanoico 13,09 0,66
acido pentadecandico 14,10 0,81

acido n-hexadecandico 15,30 32,73
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Tempo de Retencgéo

A 0
Componente (min) Area (%)
acido 9-12-
octadecadiendico 16,75 23,49
acido octadecanoico 16,96 769
outros . 31,22
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A8. CG-EM ESC 30 MPa/ 50 °C

Figura 25: CG-EM do extrato de cogumelo do sol obtido por ESC a 30
MPa e 50 °C.
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Tabela 24: Compostos identificados, tempos de retencdo e area
percentual relativa do extrato de cogumelo do sol obtido por ESC a 30
MPae 50 °C.

Tempo de Retencdo

Componente (min) Area (%)
acido hexandico 4,15 1,40
acido octandico 6,45 1,31
acido benzobico 6,76 1,15
(E,E) 2,4-decadienal 7,82 0,79
acido 9-oxononandico 10,31 1,05
acido n-hexadecandico 15,21 53,99
acido 9-12- 16,64 18,81

octadecadiendico
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Tempo de Retencdo

(min) Area (%)

Componente

acido octadecandico 16,88 8,67
outros - 12,83
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A9. CG-EM ESC 30 MPa/ 60 °C

Figura 26: CG-EM do extrato de cogumelo do sol obtido por ESC a 30
MPa e 60 °C.
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Tabela 25: Compostos identificados, tempos de retencdo e area
percentual relativa do extrato de cogumelo do sol obtido por ESC a 30
MPa e 60 °C.

Tempo de Reten¢do

Componente (min) Area (%)
2,4-decadienal 7,50 2,15
acido tetradecandico 13,09 0,48
acido pentadecanoico 14,10 0,67
acido n-hexadecanoico 15,21 21,44
acido 9-12- 16,64 30,20

octadecadiendico
acido octadecandico 17,19 5,40
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Tempo de Retencdo

Componente (min) Area (%)
7,22-ergostadienol 24,14 0,80
a-ergostenol 24,50 0,73
outros - 38,12
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A10. CG-EM ESC 20 MPa/ 50 °C/ 2,5 % de etanol

Figura 27:CG-EM do extrato de cogumelo do sol obtido por ESC a 20
MPa, 50 °C e 2,5 % de etanol como cossolvente.
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Tabela 26: Compostos identificados, tempos de retencdo e area
percentual relativa do extrato de cogumelo do sol obtido por ESC a 20
MPa, 50 °C e 2,5 % de etanol como cossolvente.

Tempo de Retencdo

Componente (min) Area (%)
acido benzobico 6,56 0,09
acido n-hexadecandico 15,09 12,43
?Jf:ltggegc_aldzi;enéico 16,77 59,09
outros 28,39
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All. CG-EM ESC 20 MPa/ 50 °C/ 5 % de etanol

Figura 28: CG-EM do extrato de cogumelo do sol obtido por ESC a 20
MPa, 50 °C e 5 % de etanol como cossolvente.
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Tabela 27: Compostos identificados, tempos de retencdo e area
percentual relativa do extrato de cogumelo do sol obtido por ESC a 20
MPa, 50 °C e 5 % de etanol como cossolvente.

Tempo de Retencdo

Componente (min) Area (%)
acido benzdico 6,73 0,32
acido n-hexadecandico 15,09 15,20
?J((::Itggegc-aldzi;enéico 16,77 44,24
7,22-ergostadienol 24,11 2,31
a-ergostenol 24,48 1,34

outros 36,59
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Al12. CG-EM ESC 20 MPa/ 50 °C/ 10 % de etanol

Figura 29:CG-EM do extrato de cogumelo do sol obtido por ESC a 20
MPa, 50 °C e 10 % de etanol como cossolvente.
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Tabela 28: Compostos identificados, tempos de retencdo e area
percentual relativa do extrato de cogumelo do sol obtido por ESC a 20
MPa, 50 °C e 10 % de etanol como cossolvente.

Tempo de Retencdo

A 0,
Componente (min) Area (%)
acido benzoico 6,64 0,58
2,4-decadienal 7,80 0,25
acido n-hexadecanoico 15,12 4,61
acido 9-12- 16,70 10,80
octadecadiendico
bis(2-ethylhexyl) ester 18,64 27 44

acido hexanodiéico
outros - 56,32
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Al3. CG-EM SOXHLET ~-HEXANO

Figura 30: CG-EM do extrato de cogumelo do sol obtido por soxhlet
utilizando hexano como solvente.
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Tabela 29: Compostos identificados, tempos de retencdo e area
percentual relativa do extrato de cogumelo do sol obtido por soxhlet
utilizando hexano como solvente.

Tempo de Retencdo

Componente (min) Area (%)
acido n-hexadecandico 15,13 9,10
if:ltgge?:-aldzi;enéico 16,83 70,49
7,22-ergostadienol 24,13 2,33
a-ergostenol 24,48 1,33

outros - 16,75
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Al4. CG-EM SOXHLET — DICLOROMETANO

Figura 31: CG-EM do extrato de cogumelo do sol obtido por soxhlet

utilizando diclorometano como solvente.
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Tabela 30: Compostos identificados, tempos de retencdo e area
percentual relativa do extrato de cogumelo do sol obtido por soxhlet

utilizando diclorometano como solvente.

40

Tempo de Retencdo

Componente (min) Area (%)
acido benzdico 6,67 0,51
acido n-hexadecandico 15,14 10,78
?Jf:ltggegcaldzienéico 16,89 39,04
ergosterol 24,10 5,89
7,22-ergostadienol 24,13 1,44
a-ergostenol 24,47 1,37
outros - 40,97
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Al5. CG-EM SOXHLET — ACETATO DE ETILA

Figura 32: CG-EM do extrato de cogumelo do sol obtido por soxhlet
utilizando acetato de etila como solvente.
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Tabela 31: Compostos identificados, tempos de retencdo e 4&rea
percentual relativa do extrato de cogumelo do sol obtido por soxhlet
utilizando acetato de etila como solvente.

Tempo de Retencdo

Componente (min) Area (%)
acido benzobico 6,67 1,10
acido n-hexadecandico 15,07 9,98
?J((::Itggegcaldzienéico 16,73 68,89
ergosterol 24,05 4,24
7,22-ergostadienol 24,10 3,16
a-ergostenol 24,46 1,87
outros - 10,76




