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“The heat of autumn is different from the heat of summer. One ripens apples, 

the other turns them to cider." 

(Hirshfield, 2006) 

 



RESUMO 

 

A sidra, bebida alcoólica fermentada de maçãs, tem seu perfil sensorial definido 
principalmente por variedades e processamento. No Brasil, seu caráter suave e pouco 
complexo resulta do uso predominante de maçãs de mesa (como Gala e Fuji). Este 
estudo propõe a incorporação do fungo medicinal Cordyceps militaris, que possui 
compostos bioativos com propriedades funcionais, para aprimorar atributos sensoriais 
e funcionais da sidra nacional. A metodologia dividiu-se em duas etapas. 
Primeiramente, caracterizou-se o cogumelo (umidade, cinzas, proteínas, lipídeos) e 
otimizou-se a extração de bioativos via delineamento Box-Behnken (15 experimentos), 
avaliando fenóis totais, atividade antioxidante (FRAP, DPPH, ABTS), cordicepina e 
adenosina. A extração otimizada empregou solução hidroalcóolica 15%, amplitude 
ultrassônica de 80% e razão soluto:solvente 30:1, com toxicidade testada em Artemia 
salina. Posteriormente, conduziram-se fermentações em frascos de 250 mL (200 mL 
útil, 20°C ± 2, 15 dias) com quatro grupos: controle (C), cogumelo seco (COG), extrato 
otimizado (EXT) e meio líquido fúngico (ML). Monitorou-se diariamente viabilidade 

celular (câmara de Neubauer/azul de metileno), pH, cor e perda de CO₂. Adições 
tardias (após o 12º dia: COGAFT, EXTAFT) também foram avaliadas, com análises 
pós-fermentação de fenóis, ácidos orgânicos, voláteis e açúcares. Os resultados 
revelaram que o modelo de extração otimizado foi válido para fenóis totais (r = 0.98), 
FRAP (r = 0.94) e ABTS (r = 0.97), elevando esses parâmetros em 147%, 182% e 

89%, respectivamente. O extrato mostrou-se atóxico (DL₅₀ = 1379 ± 504 µL/mL). Nas 

fermentações, o grupo COG aumentou a produção de CO₂, fenóis totais, ácido 
clorogênico e ácidos orgânicos, mas reduziu aromas e exibiu leve toxicidade. O EXT 

foi atóxico, com maior etanol e menor CO₂. Adições tardias prolongaram a 
fermentação, mantendo atoxicidade e elevando ácido málico e açúcar residual (~1%), 
sendo que COGAFT incrementou fenóis, ácidos orgânicos e etanol, enquanto 
EXTAFT superou o controle em teores fenólicos. Microscopia eletrônica confirmou a 
ação do cogumelo cominuído como suporte para Saccharomyces cerevisiae. Conclui-
se que C. militaris agrega funcionalidade às sidras, embora teores elevados de ácidos 
orgânicos demandem ajustes sensoriais. 

 
Palavras-chave: sidra, cogumelo, fermentação alcóolica, extração hidroalcóolica, 

atividade antioxidante, toxicidade, ácidos orgânicos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 



ABSTRACT 

 

Cider, an alcoholic beverage fermented from apples, has its sensory profile defined 
primarily by varieties and processing. In Brazil, its mild and low-complexity character 
results from the predominant use of table apples (such as Gala and Fuji). This study 
proposes incorporating the medicinal fungus Cordyceps militaris—which contains 
bioactive compounds with functional properties—to enhance sensory and functional 
attributes of national cider. The methodology comprised two stages. First, the 
mushroom was characterized (moisture, ash, proteins, lipids) and bioactive extraction 
was optimized via Box-Behnken design (15 experiments), evaluating total phenols, 
antioxidant activity (FRAP, DPPH, ABTS), cordycepin, and adenosine. Optimal 
extraction employed a 15% hydroalcoholic solution, 80% ultrasonic amplitude, and 
30:1 solute:solvent ratio, with toxicity tested on Artemia salina. Subsequently, 
fermentations were conducted in 250 mL flasks (200 mL working volume, 20°C ± 2, 15 
days) with four groups: control (C), dried mushroom (COG), optimized extract (EXT), 
and fungal liquid medium (ML). Daily monitoring included cell viability (Neubauer 

chamber/methylene blue), pH, color, and CO₂ loss. Late additions (after day 12: 
COGAFT, EXTAFT) were also evaluated, with post-fermentation analyses of phenols, 
organic acids, volatiles, and sugars. Results revealed the optimized extraction model 
was valid for total phenols (r = 0.98), FRAP (r = 0.94), and ABTS (r = 0.97), increasing 
these parameters by 147%, 182%, and 89% respectively. The extract proved non-toxic 

(DL₅₀ = 1379 ± 504 µL/mL). In fermentations, the COG group increased CO₂ 
production, total phenols, chlorogenic acid, and organic acids but reduced aromas and 

exhibited slight toxicity. EXT was non-toxic, with higher ethanol and lower CO₂. Late 
additions prolonged fermentation while maintaining non-toxicity and elevating malic 
acid and residual sugar (~1%); COGAFT increased phenols, organic acids, and 
ethanol, while EXTAFT surpassed the control in phenolic content. Electron microscopy 
confirmed the comminuted mushroom acted as a support for Saccharomyces 
cerevisiae. It is concluded that C. militaris adds functionality to ciders, though elevated 
organic acid levels require sensory adjustments. 
 
Keywords: apple fermented beverage; mushroom; alcoholic fermentation; 

hydroalcoholic extraction; antioxidant activity; toxicity; organic acids. 
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INTRODUÇÃO 

 

A sidra é uma bebida alcoólica resultante da fermentação do mosto de maçãs, 

cujas propriedades sensoriais variam conforme a região de produção, tradições locais, 

variedades de maçã utilizadas e métodos tecnológicos aplicados no processamento. 

No Brasil, a produção de sidra utiliza predominantemente maçãs de mesa, como as 

variedades ‘Gala’ e ‘Fuji’. Essas cultivares proporcionam uma bebida com perfil 

sensorial mais suave, de baixa acidez e adstringência, e uma menor complexidade 

aromática. Outra característica das maçãs escolhidas para mosto é que elas não 

estão apropriadas ao comércio in natura, sejam por defeitos fisiológicos ou 

morfológicos como tamanho inapropriado, cor ou forma inadequadas, manchas, 

batidas ou com escurecimento e que apresentam algum tipo de defeito no 

armazenamento. 

Desta forma, a sidra brasileira se torna, culturalmente, uma bebida de 

consumo esporádico, relacionada a festas de fim de ano, e pouco valorizada, o que 

difere das mesmas bebidas produzidas na França, Inglaterra e Suíça, que tem 

tradição e investem em cultivares mais aromáticos, com teores de açúcares e 

nutrientes mais adequados para a fermentação e aceitação sensorial. Mesmo assim, 

segundo o relatório do IBGE (2018), o setor nacional aumentou a produção em 34% 

e o valor das vendas aumentou 78% de 2016 a 2018 (números relacionados ao total 

da categoria: sidra, hidromel e perada/poiré). Este crescimento ocorre devido a 

demanda por bebidas com teor alcoólico reduzido e sem a presença de glúten na sua 

constituição. Desta forma, o desenvolvimento de sidras com maior impacto sensorial 

e funcional se tornam importante para a valorização da matéria-prima e proporcionar 

uma maior diversidade de produtos com qualidade que possam ser consumidos ao 

longo do ano, impactando na renda dos produtores e empresas.  

O Cordyceps militaris é um fungo conhecido por sua utilização milenar na 

medicina tradicional Chinesa; em sua composição encontra-se ergosterol, manitol, 

adenosina, cordicepina e exopolissacarídeos. O composto mais estudado neste fungo 

é a cordicepina, por sua função antitumoral (efeito apoptótico em células 

cancerígenas), anti-fadiga, anticolesterolêmico e antioxidante. Desta forma, este 

fungo se tornou um candidato, por meio de seus compostos bioativos e suas 

características sensoriais, a auxiliar no desenvolvimento de um produto fermentado 

de maçã que trouxesse maior complexidade aromática e de sabores, valorizasse o 
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produto nacional e favorecesse o crescimento da indústria de beneficiamento da 

maçã.  

Este trabalho tem como objetivo o melhoramento funcional da sidra utilizando 

o fungo Cordyceps militaris na fermentação alcoólica, nas formas de cogumelo 

cominuído e extrato otimizado, adicionados ao mosto de maçã (dia zero) e no início 

da segunda fermentação (após 12 dias de fermentação).  
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OBJETIVOS 

 

OBJETIVO GERAL 

Avaliar a aplicação de Cordyceps militaris na fabricação da sidra a fim de 

melhorar a sua qualidade funcional. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Realizar caracterização físico-química e bioativa do fungo desidratado; 

• Otimizar a extração de compostos bioativos a partir de extratos aquosos 

e extratos hidroalcóolicos, com e sem auxílio de dispositivo ultrassônico; 

• Definir protocolo para elaboração de fermentado alcoólico de maçã 

adicionado de C. militaris ou de seu extrato; 

• Avaliar o efeito de diferentes apresentações do fungo no mosto 

(cogumelo seco cominuído, micélio seco, adição de extrato e adição de fermentado 

líquido fúngico) em relação aos parâmetros físico-químicos;  

• Avaliar o efeito da presença do C. militaris na curva de crescimento de 

Saccharomyces cerevisiae nas diferentes formulações de sidra a partir da cinética de 

crescimento da levedura nas diferentes condições propostas;  

• Avaliar a toxicidade do fermentado alcoólico de maçã com a presença e 

ausência do C. militaris em Artemia salina para definição preliminar da segurabilidade 

de ingestão; 

• Verificar alterações nos principais compostos voláteis responsáveis pelo 

aroma do fermentado de maçã devido à adição de C. militaris. 
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CAPÍTULO 1 - REVISÃO DE LITERATURA 

 

1.1 FERMENTADO DE MAÇÃ E SIDRA 

A sidra é uma bebida alcóolica, obtida exclusivamente da fermentação do mosto 

de maçã (Malus domestica). Segundo a legislação brasileira, deve conter entre 3 e 

8% de teor alcóolico. Permite-se a adição de açúcar, sucos e polpas de frutas, 

vegetais e suas partes, e mel, mas em quantidades controladas para não 

descaracterizar o produto (MAPA, 2020).  

O fermentado alcoólico é uma categoria mais ampla, também de acordo com a 

legislação (MAPA, 2012), ele deve ser fermentado com apenas uma fruta, ou seja, um 

fermentado de maçã deve ser exclusivamente fermentado a partir do mosto de maçãs. 

Em relação ao teor alcóolico, o fermentado pode variar de 4 a 14 % v/v.  

A fermentação alcóolica é um processo anaeróbico realizado por microrganismos 

onde o açúcar é consumido e forma-se etanol e gás carbônico. A fermentação 

depende principalmente da quantidade e qualidade do carbono, nitrogênio, oxigênio e 

hidrogênio absorvidos. Para a sidra, as concentrações de nitrogênio são de grande 

importância, pois além de participarem ativamente na formação de odores 

característicos também evitam que a fermentação seja lenta (em concentrações acima 

de 75 mg/L) (Alberti et al., 2011; Santos et al., 2015). 

Diversos autores têm observado uma tendência de procura, principalmente por 

jovens-adultos, por bebidas diversificadas, inovadoras, naturais, produzidas 

localmente, com teor alcóolico moderado e sem glúten (Miles et al., 2020; Alberti; 

Nogueira, 2021). Nos Estados Unidos, entre os anos de 2010 e 2018, o consumo per 

capta de ‘bebidas especiais’ (categoria que inclui a sidra) teve um aumento de 487%. 

Os jovens-adultos são os maiores consumidores da bebida no país, visto que a idade 

entre 18 e 29 consome sidra 3 vezes mais que a faixa etária dos 50 aos 64 anos 

(Statista, 2018).  

Este crescimento de mercado se deve a fatores como o aumento da procura de 

produtos sem glúten, diminutos em grau alcóolico e pela iniciativa de grandes 

cervejarias em lançarem sidras em seu catálogo, como a Heineken e a Stella Artois. 

Avaliando os dados de 2017 a 2020, o país com maior consumo de sidra é o Reino 

Unido, que sozinho consome mais que os próximos 10 países (8.140.000,36 hL e 

4.817.000,28 hL respectivamente). Na América Latina, em 2022, foram consumidos 

1.555.000,29 hL de sidra, o que corresponde a 6,2% do consumo global (AICV, 2024). 
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O mercado latino vem em uma crescente, de 2023 a 2024 o consumo aumentou em 

0,4% (AICV, 2023 e 2024)  

O maior e mais tradicional mercado ainda é a Europa e as sidras produzidas têm 

características diferentes dependendo do país de origem. A sidra francesa é 

considerada encorpada, robusta e frutada, fermentada a partir do mosto de maçãs 

agridoces, o que dá uma característica mais tânica e menos ácida. Quanto maior 

graduação alcoólica (alcohol by volume – ABV) mais seca, e quanto menor, mais 

tendência ao doce e a média de ABV varia de 2,0 a 4,0%. As sidras inglesas e 

irlandesas tem corpo e carbonatação médios em geral (porém, existem nichos de 

produção de tipos diversos nestes países), pode chegar a 8,5% ABV, mas a média é 

de 4,5 a 5,0%. As maçãs utilizadas também têm característica amargo-doce e são 

fermentadas até esgotamento de açúcares fermentescíveis, como característica 

nesses países, são adicionados açúcares após a fermentação (AICV, 2019). 

As sidras polonesas, são produzidas principalmente com maçãs de mesa, 

consideradas suaves, de doçura e carbonatação média. Podem chegar a 8,5% ABV, 

mas tem como valor comum 4,5%, também é permitida a adição de açúcar após a 

fermentação (AICV, 2019). 

Assim como a Polônia, as sidras brasileiras também são constituídas de maçãs  

de mesa, em sua maioria Fuji e Gala, que correspondem a mais de 90% da produção 

brasileira (Nogueira et al., 2019). No Brasil, não existem sidras monovarietais, toda 

produção utiliza mais de um tipo de maçã no mosto (Alberti et al., 2016). 

Outra diferença na produção internacional e nacional está no tamanho. Enquanto 

na Inglaterra e na França, por exemplo, a sidra é produzida em larga, média e pequena 

escala, incluindo desde grandes indústrias até pequenos produtores de maçã, no 

Brasil a produção é exclusivamente industrial (Alberti; Nogueira, 2021). 

Neste sentido, existe pouco estímulo no Brasil para o beneficiamento da maçã, 

para a diversificação das variedades e para a busca de sidras de maior qualidade, 

complexidade e variedade, diferentemente da viticultura brasileira, que investe em 

varietais para a produção de bebidas melhores, mais complexas e diferenciadas. O 

investimento em bebidas alcoólicas de maçã pode trazer aos produtores uma 

vantagem comercial, uma valorização da matéria-prima e o enriquecimento na 

diversificação da sidra nacional, não somente voltada a festas de fim do ano, mas 

também como uma opção leve, refrescante, com potencial de maior saudabilidade e 

que inclui outros grupos consumidores.  
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Uma alterativa para o melhoramento da sidra nacional estudada é a adição de 

crio-concentrado. Este método utiliza o congelamento para remover a água e 

concentrar o líquido, neste caso o mosto. Ao adicionar este ingrediente, elevam-se os 

teores de compostos fenólicos (57 % de aumento) e por consequência pode aumentar 

até aproximadamente 3 vezes o nível de antioxidantes. Esse aumento influencia na 

cor, que ganha mais intensidade, mas ao mesmo tempo traz a bebida uma 

adstringência mais pronunciada. Isso se traduziu em 81,6% de aceitação sensorial e 

85% de intenção de compra (Carraro et al., 2025).  

Uma categoria diferente de sidra surge no mercado no final dos anos 80. A sidra 

aromatizada (flavoured cider), que continha adição de sucos de outras frutas e/ou 

saborizantes. Com base nas diferentes legislações de sidra no mundo, a sidra 

aromatizada pode conter junto a base tradicional outros ingredientes como frutas, 

sucos, extratos e aromatizantes (AICV, 2024). Este é o primeiro relatório em que a 

AICV divulga a porcentagem de mercado da sidra aromatizada, que ocupou 25% em 

2023, comparado aos 71% da sidra tradicional.  

Consideram-se os frutos e os vegetais como importante fonte de compostos 

bioativos (Shashirekha; Mallikarjuna; Rajarathnam, 2013). A curta vida de prateleira 

desses produtos, porém, e a iminente mudança climática, afetam a disponibilidade 

desses produtos para o consumidor final. Algumas tecnologias como secagem, 

liofilização e produção de artigos como geleias e conservas se tornam alternativas, 

porém apresentam desvantagens como perda de compostos bioativos, adição de 

compostos em excesso como açúcar ou sal, ou tem o preço mais elevado (Rios-

Corripio et al., 2022).  

A fermentação alcóolica se torna um processo de transformação da fruta que pode 

ser vantajoso pela quantidade de compostos bioativos que se mantém na bebida, 

porém deve ser consumida com responsabilidade, tendo em vista a presença do 

etanol. Estuda-se também a questão da biodisponibilidade desses compostos 

benéficos quando em bebidas alcóolicas. Alguns pesquisadores chegaram à 

conclusão de que a fermentação alcóolica pode beneficiar a atividade antioxidante, 

anti-hipertensiva e antitrombótica, isso porque a matéria-prima tem os compostos 

fitoquímicos e as proteínas e peptídeos conjugados (menos biodisponíveis). Com a 

fermentação, ocorrem hidrólises e processos enzimáticos, que liberam esses 

compostos bioativos, tornando-os mais disponíveis para absorção pelo corpo humano 
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(Verardo; Gómez-Caravaca; Tabanelli, 2020; Verni; Verardo; Rizzello, 2019; García et 

al., 2013).  

Além da produção de etanol e gás carbônico, as leveduras responsáveis pela 

fermentação alcóolica produzem metabólitos secundários, como aromas e sabores 

diferentes dos presentes na fruta. Isso a torna atrativa sensorialmente e cria um 

mercado em que bebidas mais complexas e com processos diferentes são mais 

valorizadas pelos consumidores.  

  

1.2 PROCESSAMENTO DE FERMENTADO DE MAÇÃ E SIDRA 

 

O processo se inicia com o recebimento das maçãs, quando é feita a seleção, 

eliminando aquelas contaminadas, batidas e inaptas para o processo. Após 

selecionadas, as maçãs são lavadas e sanitizadas. Em moinho de martelos, as maçãs 

são trituradas e então levadas à prensa. Nessa etapa obtêm-se o mosto de maçã, 

pode-se adicionar metabissulfito de potássio (em concentração entre 70 e 150 mg/L). 

Adicionam-se enzimas pectinolíticas ao mosto que vão precipitar a pectina e clarificar 

o mosto; esta etapa acontece por 6 a 10 horas e então o mosto é trasfegado, 

realizando a separação do precipitado.  

O mosto pode ser adicionado de leveduras industriais (de 20 a 40 g/hL) ou 

pode ser fermentado de forma lenta e temperaturas reduzidas (entre 7 e 10 °C) com 

as leveduras selvagens presentes no mosto. A fermentação alcóolica ocorre em 

fermentadores munidos de batoque ou airlock que permitem a saída de gás carbônico 

formado na fermentação, sem permitir a entrada de oxigênio. Esta fermentação pode 

durar o tempo necessário para esgotar o açúcar disponível, tendo sido metabolizado 

em etanol e gás carbônico, ou pode-se interromper este processo, deixando 

propositalmente açúcar residual na bebida.  

Se ao final da fermentação alcóolica a acidez for muito alta, é possível realizar 

a fermentação malolática, um período de 20 a 35 dias em que o ácido málico é 

convertido em ácido lático, diminuindo o gosto ácido. Para conservação, é possível 

realizar a adição de metabissulfito de potássio ou sorbato de cálcio (as concentrações 

são variáveis dependendo da legislação de cada país). A sidra é então clarificada, 

adicionada de CO2, pode ou não ser pasteurizada e envazada em garrafas (Alberti; 

Nogueira, 2022).  
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O processo fermentativo da sidra é dividido em duas etapas: a fermentação 

alcóolica e a fermentação secundária (ou malolática), que pode ocorrer ou não. A 

fermentação alcóolica divide-se em fase oxidativa, onde os aromas se formam, e a 

fase fermentativa, onde os microrganismos transformam os carboidratos em etanol e 

gás carbônico. Os açúcares e os aminoácidos da sidra inicialmente contribuem para 

a reprodução celular e secundariamente para formação de outros compostos, como 

os compostos aromáticos (Alberti; Nogueira, 2022).  

Na fermentação oxidativa as leveduras originárias do mosto, chamadas de 

não-Saccharomyces, dominam o meio, enquanto as S. cerevisiae (normalmente 

adicionadas ao mosto) começam seu crescimento. As leveduras oxidativas podem 

realizar este processo por 5 a 15 dias e consomem cerca de 10 g/L de açúcares e 30 

a 40 mg/L de nitrogênio. Essa fermentação ocorre a uma temperatura entre 7 e 15 °C. 

As leveduras oxidativas produzem grande quantidade de enzimas, que interagem com 

precursores de aromas. Portanto, essa fase é de grande importância para a 

complexidade aromática da bebida, principalmente tendo em vista que as S. 

cerevisiae funcionam com o metabolismo mais voltado para a produção de álcool que 

de enzimas. No entanto, as leveduras oxidativas são sensíveis ao álcool, e à medida 

que as S. cerevisiae crescem e produzem etanol e gás carbônico pela fermentação, 

elas inibem as leveduras oxidativas.  

A adição de compostos como anidrido sulfuroso, para evitar escurecimento 

enzimático e diminuir a quantidade de microrganismos que degeneram o produto, 

pode diminuir a ação das leveduras oxidativas, ou até mesmo cessá-las. As sidras 

que são fabricadas apenas com a fermentação alcóolica, costumam ter odores mais 

neutros e menos complexos. Por outro lado, quando a fermentação ocorre apenas 

com leveduras oxidativas, que acabam por realizar a fermentação alcóolica depois de 

algum tempo, também não é vantajosa, pois nesses casos ocorre a produção 

exacerbada de acetato de etila, que em pequenas quantidades colabora com o aroma 

frutado, porém em maiores quantidades é prejudicial para o buquê (Alberti; Nogueira, 

2022). 

O metabolismo da S. cerevisiae é dividido em primário e secundário. No 

primário realizam-se as tarefas primordiais como crescimento, divisão celular e 

sobrevivência (produzindo metabólitos como o etanol e ácido acético). No 

metabolismo secundário são produzidos compostos não-essenciais para o 
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crescimento, como ésteres, compostos carbonílicos, sulfúricos, tiols e terpenoides 

(Hirst; Richter, 2016).  

Na fase fermentativa a S. cerevisiae transforma a cor, a acidez, a 

adstringência, a doçura, a composição volátil, polifenólica e antioxidante do mosto de 

maçã, além da produção alcóolica (Wei et al, 2020). A conversão dos açúcares em 

etanol e gás carbônico na sidra pode ser parcial ou total. A parcial é aquela que 

interrompe a fermentação ao alcançar os níveis desejados de álcool e açúcar residual, 

enquanto a total, como o nome sugere, leva a fermentação até o esgotamento dos 

açúcares fermentescíveis.   

Este processo pode ser realizado de forma lenta (30 a 60 dias), realizando 

algumas estratégias como utilizar temperaturas mais baixas (entre 7 e 15 °C) e realizar 

a clarificação (por meio de filtração ou centrifugação, por exemplo). A vantagem desse 

modo de fermentação é principalmente a maior formação de aromas e sabores.  

No processo de fermentação rápida (de 7 a 15 dias) os aromas mais 

predominantes são aqueles aromas de levedura ou de fermentação, que substituem 

os aromas frutados produzidos numa fermentação mais longa. A desvantagem e o 

cuidado na fermentação rápida devem estar na formação de compostos como o 

diacetil e a acetoína, pois elas trazem um odor rançoso para o produto e que são 

produzidos principalmente com as temperaturas maiores do processo e com a 

população elevada de leveduras (Alberti; Nogueira, 2022). 

  

1.3 COMPOSIÇÃO 

 

Neste tópico, serão abordadas as principais classes de compostos presentes 

no mosto de maçã e na sidra, assim como a importância da presença desses 

compostos e um comparativo das composições do mosto (antes da fermentação) e 

da sidra (após fermentação). A partir deste ponto será dada prioridade para 

informações de maçãs de mesa, que será o tipo de maçã utilizada neste trabalho, 

visto que é a maçã utilizada na sidra nacional, porém em alguns momentos serão 

feitos comparativos com as maçãs industriais, voltadas para a produção de sidra.  

O mosto de maçã é formado principalmente de açúcares, sendo a frutose a 

maior parcela da composição (32 a 115 g/L), seguida pela glicose e pela sacarose. 

Dentro da composição de carboidratos, também é possível encontrar, em menor 



24 

quantidade o sorbitol. A composição total de açúcares está entre 76 e 163 g/L (Alberti; 

Nogueira, 2022).  

 Os aminoácidos presentes no mosto de maçã ficam entre 512 e 1184 mg/L. Os 

compostos nitrogenados são de extrema importância para a fermentação, pois 

favorecem a multiplicação celular, a formação de enzimas e são precursores de 

aromas. Os principais aminoácidos presentes no mosto são a asparagina, a 

glutamina, o aspartato, o glutamato e a serina. A composição proteica das maçãs varia 

de acordo com a variedade, com o local de produção, com a época de colheita, 

quantidade de chuvas e nível de maturação (Alberti; Nogueira, 2022). 

 O nitrogênio é um nutriente limitante na fermentação, sua falta diminui o 

crescimento celular e se combinado com baixas concentrações de oxigênio dissolvido, 

resulta em uma fermentação vagarosa e “travada”, que não se traduz neste caso em 

maior produção de aromas, pois a levedura não tem nutriente suficiente. Níveis abaixo 

de 75 mg/L de nitrogênio são considerados baixos.  

 Dentre os minerais, o mosto apresenta potássio (861 a 2628 mg/L), cálcio (3 a 

141 mg/L), fósforo (53 a 111 mg/L) e magnésio (18 a 52 mg/L). Sua composição 

fenólica total está entre 86 e 525 mg/L (Alberti; Nogueira, 2022).  

 A composição base da sidra é água, açúcares, ácidos orgânicos (ácido lático, 

acético e málico), etanol (que varia de porcentagem de acordo com as legislações 

vigentes em cada país), minerais (sódio, potássio, cálcio, magnésio), vitaminas 

(normalmente B2, B5, B6, B8, B9 e B12) e compostos fenólicos como a catequina, 

rutina, ácido gálico, quercetina, ácido clorogênico, ácido cafeico, ácido p-cumárico e 

ácido cinâmico (Wei et al., 2020).  

  

1.3.1 Compostos Fenólicos 

Os compostos fenólicos são produto do metabolismo secundário de plantas e 

microrganismos. Eles contêm em sua estrutura ao menos um grupo fenol, ou seja, um 

anel aromático ligado a uma ou mais hidroxilas. O grupo de compostos fenólicos 

vegetais tem mais de 10.000 compostos catalogados e uma grande diversidade 

química, portanto exercem diversas funções nas plantas, como defesa de predadores, 

atração de polinizadores, defesa contra raios UV e redução de competição de outras 

plantas ao redor.  
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Em relação a sua origem nas plantas, devido a heterogeneidade dos 

compostos fenólicos, também há uma diversidade de rotas envolvidas. As duas rotas 

mais importantes são a do ácido chiquímico e a do ácido malônico.  

Na rota do ácido chiquímico, os precursores de carboidratos que saem da 

glicólise e da rota pentose-fosfato são convertidos em aminoácidos aromáticos. Essa 

rota produz compostos como a fenilalanina, a tirosina e o triptofano. A partir da 

fenilalanina, as plantas sintetizam os principais compostos fenólicos (Taiz; Zeiger, 

2013). 

 A quantidade de fenólicos na maçã e por consequência nos seus derivados, 

depende de fatores como a variedade, a maturação, das condições e do local de 

cultivo, além dos métodos de processamento, como o tipo de prensagem (Alberti; 

Nogueira, 2022). Durante o processamento da maçã, a oxidação é responsável pela 

maior perda de compostos fenólicos. Esta oxidação é catalizada pelas enzimas 

polifenoloxidase (PPO) e peroxidase (POD). A quantificação de compostos fenólicos 

totais é feita pelo método de Folin-Ciocalteau (Granato; Nunes, 2016) e nas maçãs 

brasileiras o teor pode variar de 456 a 1583 mg/kg de acordo com o estudo de Zardo 

et al. (2015). 

 Os flavonoides são compostos de grande interesse por possuírem grande 

capacidade antioxidante, isso acontece pela presença de um grupo o-dihidroxila em 

um de seus anéis e pela dupla ligação entre seus carbonos 1 e 2 juntos à um grupo 

oxo. Além disso, os flavonoides possuem a presença de hidroxilas nos carbonos 3 e 

5 e grupos hidroxila com posições favoráveis (Boroski, 2015). A presença do grupo 

orto-di-hidroxi e cetol em sua estrutura química causa a quelação de metais, que é o 

princípio da técnica para a detecção destes compostos. 

 Em geral, os antioxidantes são definidos como compostos capazes de diminuir 

a oxidação, seja em sistemas biológicos, como a pele, as células, quanto em alimentos 

e cosméticos. Os radicais livres possuem um ou mais elétrons desemparelhados e 

fazem parte normalmente do corpo humano, atuando como mediadores de 

transferência de elétrons no metabolismo, como na respiração celular. Estas espécies 

reativas ao oxigênio (ROS) prejudicam o organismo quando em quantidades 

descomedidas, gerando estresse oxidativo (Barbosa et al., 2010).  

 As análises de atividade antioxidante fornecem dados para a medida da 

capacidade de um composto ou conjunto de compostos em sequestrar radicais livres, 

identificando assim produtos que possam auxiliar na nossa obtenção de antioxidantes 
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tanto na dieta quanto para outros propósitos, como conservação de alimentos (Zardo 

et al., 2015). Os métodos mais utilizados para a determinação da atividade 

antioxidante in vitro utilizam compostos sintéticos com um radical colorido ou redox-

ativo, sendo possível verificar a variação em espectrofotômetro. Dentre esses 

métodos podemos citar o DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), ABTS (2,2'-Azino-bis(3-

ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid)), FRAP (poder antioxidante redutor de ferro) e 

CUPRAC (capacidade antioxidante redutora de íon cúprico).  

 As principais categorias de compostos fenólicos na maçã são os ácidos 

fenólicos e os flavonoides. A presença destes compostos está relacionada ao 

amargor, a adstringência e parte da cor nos fermentados de maçã, ajudando a compor 

o corpo da bebida. Esta é mais uma diferença de maçãs industriais selecionadas com 

a finalidade de compor uma bebida fermentada, elas têm aproximadamente 30 vezes 

mais compostos fenólicos que as maçãs de mesa, utilizadas na produção nacional de 

sidra (Alberti; Nogueira, 2022). 

 Alguns compostos fenólicos como as procianidinas são responsáveis pelo 

amargor e adstringência. A oxidação do ácido clorogênico, das procianidinas e das 

catequinas contribuem com a cor da bebida. Além disso, alguns ácidos 

hidroxicinâmicos são precursores de compostos voláteis, participando da formação do 

aroma na sidra (Verdu et al., 2013).  

A fermentação da sidra diminui a quantidade de fenólicos totais do mosto em 

média 30%, porém essa quantidade depende da variedade da maçã e estádio de 

senescência, podendo alterar a quantidade e compostos decrescidos. Na maçã Gala, 

os compostos mais afetados na fermentação foram os ácidos fenólicos, enquanto na 

maçã Fuji Suprema foram os flavonoides. Ainda assim, a variedade Gala e Lis Gala, 

demonstraram maior quantidade de compostos fenólicos e uma maior atividade 

antioxidante pelas análises FRAP e DPPH, respectivamente. Desta forma, a utilização 

das maçãs Gala e Lis Gala para a produção de sidra, dentre as maçãs analisadas 

pelos estudos apresentados, obtém maiores teores, tendo em média 822 μmolTE/L 

(Da Silva et al., 2019). 

 

1.3.2 Compostos Aromáticos 

Os compostos aromáticos presentes no mosto e nas bebidas fermentadas de 

maçã variam por diversos motivos, como a maturação da fruta, o processamento, a 

fermentação, o tipo de levedura usada, a oxidação e o envelhecimento, por exemplo. 



27 

Os principais compostos de aromas presentes na sidra são os ésteres, álcoois 

superiores, compostos carbonílicos, ácidos graxos voláteis, aldeídos e ácidos (Pinto; 

Vilela, 2021).   

A participação de um composto na composição global do aroma depende do 

seu limiar de odor (threshold), que é a mínima concentração a qual um composto pode 

ser detectado pelo cheiro. O VAO (valor de atividade de odor), é a relação entre a 

concentração de um composto e o seu limiar de odor.  

 

1.3.2.1 Álcoois primários 

Durante a fermentação os álcoois primários são os compostos voláteis mais 

amplamente produzidos. Pertencem a este grupo o propanol, o álcool isoamílico, o 2-

feniletanol. Álcoois primários são assim classificados por estarem ligados a um 

carbono primário. Esses álcoois são formados pela via metabólica de Ehrlich ou pelo 

metabolismo central de carbono. Ainda não se conhecem todas as enzimas 

envolvidas nessas vias (Stanzer et al., 2023).  

Os álcoois primários podem ter impactos positivos ou negativos no aroma 

global da bebida, dependendo da quantidade em que se apresentam. Concentrações 

de álcoois primários iguais ou superiores a 400 mg/L podem resultar em aromas 

pungentes e com semelhança a solventes, enquanto quantidades abaixo de 300 mg/L 

conferem aromas de caraterística frutada. Nas sidras, os álcoois primários, 

principalmente o 2-feniletanol, são fundamentais para a composição do flavor1 típico 

da bebida. O 2-feniletanol é descrito como tendo um aroma de mel e floral.  

A via de Ehrlich envolve três etapas, uma transaminação que tem como 

composto resultante um α-cetoácido, a descarboxilação desse composto e a redução 

formando um álcool fusel (ou álcool superior) (Teixeira, 2015). Álcool fusel é o termo 

dado aos álcoois superiores formados na fermentação e que são considerados 

indesejáveis quando em excesso, porém, em baixas concentrações, ajudam na 

complexidade da bebida. Álcoois superiores são aqueles com 3 ou mais carbonos em 

sua composição (incluindo os fuséis).  

                                            
1 Flavor pode ser definido como conjunto de moléculas voláteis e não-voláteis que constroem o aroma, 

o sabor e a sensação na boca, sendo um conjunto sensorial que acontece estando um relacionado ao 
outro. 
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Apesar de não haver um limite expresso de álcoois superiores, a Organização 

Internacional da Vinha e do Vinho (OIV, 2021) e o estudo de Ribéreau-Gayon (2006) 

indicam valores máximos entre 400 e 500 mg/L.  

O propanol, o butanol e o isobutanol são descritos como tendo um odor 

alcóolico, já o álcool amílico e o isoamílico possuem um odor de banana e amêndoas. 

A importância dos álcoois primários na sidra também pode ser definida pela sua 

participação como precursores de outros aromas importantes, os ésteres de acetato 

(Wang et al., 2024). 

 

1.3.2.2 Ésteres  

Os ésteres, mesmo em pequena concentração, contribuem de forma efetiva 

na qualidade sensorial da bebida. Eles trazem os aromas florais e frutados e se 

formam principalmente no metabolismo secundário das leveduras. A reação para 

formação dos ésteres necessita de um álcool, uma acetilcoenzima A (acetil-CoA), uma 

enzima sintetizadora de éster e uma adenosina trifosfato (ATP). Os ésteres dividem-

se em dois grupos principais: os ésteres de acetato e os ésteres de etila.  

Os ésteres de acetato se formam a partir da esterificação da acetil-CoA e do 

etanol ou de álcoois complexos vindos do metabolismo de aminoácidos. Estes 

compostos são mais facilmente identificados na bebida pois normalmente se 

apresentam em quantidades mais elevadas. Pode-se citar como representantes deste 

grupo o acetato de etila (descrito como odor frutado agradável) e acetato de isoamila 

(odor de banana). O acetato de etila é o mais comum em bebidas alcóolicas pela 

quantidade de etanol resultante nos processos metabólicos e pela facilidade de 

reação dos álcoois primários (Hirst; Richter, 2016).   

Já os ésteres de etila têm sua formação ligada por um lado ao etanol e por 

outro aos ácidos graxos de cadeia média, que fornecem o grupo acila. O hexanoato e 

o octanoato de etila dão o cheiro característico de maçã e exemplificam este grupo de 

compostos, assim como o decanoato de etila, que traz um aroma mais floral para a 

bebida (Santos, 2011). Os ésteres de etila variam quanto a descrição sensorial, mas 

são normalmente descritos como tendo aroma de maçã, morango, pera e anis.  

Durante o final da fase exponencial de crescimento da levedura, os ácidos-

graxos de cadeia média são liberados do complexo citoplasmático de síntese de 

ácidos-graxos. Isso ativa a síntese os ésteres. 

 



29 

1.3.2.3 Compostos carbonílicos 

O diacetil tem um aroma descrito como levemente tostado, caramelo e nozes, 

porém em altas concentrações, passa a trazer um aroma rançoso. As leveduras são 

capazes de sintetizar o diacetil durante a fermentação, no entanto são as bactérias 

láticas que predominantemente realizam essa produção. O diacetil é formado fora da 

célula (extracelular), por uma descarboxilação do α-acetolactato. Uma vez produzido, 

esse composto pode ser convertido a acetoína ou butano-2,3-diol, ambos com um 

threshold mais alto, e por isso menos significativos para a formação do aroma final 

(Santos, 2011).  

 

1.3.2.4 Influência do nitrogênio na formação do aroma 

 

A adição de nitrogênio no mosto deficiente deste mineral é um processo 

comumente utilizado pelas indústrias de sidra (Alberti; Nogueira, 2022). Essa adição 

tem como objetivo suplementar o mosto para o crescimento celular e para a formação 

de aromas. Conforme visto nos tópicos anteriores, algumas vias metabólicas como a 

via de Ehrlich, utilizam do catabolismo de aminoácidos para a formação de álcoois 

superiores.  

Barbosa et al. (2009) avaliou a adição de nitrogênio em mosto de uva em 

diferentes momentos da fermentação e a sua consequência na formação de aromas. 

Este autor percebeu que a adição de nitrogênio durante a fase estacionária da 

levedura (72h) reduziu a formação de etanol e ácido acético pelas três cepas testadas 

quando comparado às fermentações em que o nitrogênio foi adicionado antes do início 

da fermentação. A acidez volátil também diminuiu com a adição do nitrogênio na fase 

estacionária. Isso se explica pela priorização das células pelo crescimento e pela 

produção de NADH em condições de aumento de disponibilidade de nitrogênio.  

Em relação ao 2-feniletanol e ao álcool isoamílico, a tendência é de uma 

relação inversamente proporcional à concentração de nitrogênio, porém, quando o 

estudo adicionou o nitrogênio na fase estacionária, os álcoois superiores já tinham 

sido produzidos pela levedura que estavam até então em meio deficiente de 

nitrogênio. A adição na 72° hora da fermentação aumentou a produção de ésteres 

etílicos e ésteres de acetato. Estes resultados foram observados na fermentação do 

vinho, mas é possível que isso se observe também na fermentação do mosto de maçã, 
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porém até o presente momento não existem estudos direcionados a isto (Barbosa et 

al., 2009).   

 

1.4  UTILIZAÇÃO DE COGUMELOS EM BEBIDAS 

 

Cogumelos comestíveis são alimentos nutritivos, funcionais e considerados 

saudáveis pelas suas baixas calorias, alto teor proteico, alto conteúdo de fibras, 

vitaminas e minerais.  A aplicação de cogumelos em bebidas é relativamente antiga, 

tendo em vista a utilização de chás e sendo parte de culturas indígenas, chinesas, 

indianas e tibetanas, por exemplo (Mckenna; Jones; Hughes, 2012). Seja em sua 

forma in natura, seco, ou até mesmo seu extrato, a utilização em estudos ainda é 

recente e está atrelada principalmente a questões legislatórias, culturais, sensoriais e 

aos avanços de estudos científicos. 

Os cogumelos mais comumente estudados para aplicação em bebidas são o 

Shiitake (Lentinus edodes) (Wang et al., 2023; Qiu; Zhang; Chang, 2022), Ganoderma 

lucidum (XIN et al., 2020), Trametes versicolor (Liu et al., 2023), Juba de leão 

(Hericium erinaceus) (Makhamrueang et al., 2021), Pleurotus eryngii (Cirlincione et al., 

2023).  

As pesquisas se voltam a adição dos cogumelos principalmente para conferir 

propriedades funcionais às bebidas. Os cogumelos têm composições extremamente 

variadas e a escolha do fungo depende da propriedade desejada, seja ela sensorial 

(aroma, sabores, textura) ou de saudabilidade. Os polissacarídeos fúngicos são uma 

classe de compostos estudada pela sua bioatividade, principalmente 

imunomodulatória. No shiitake existe o lentinano, um polissacarídeo betaglucano com 

uma ligação glicosídica β-1,3: β-1,6. Esse polissacarídeo é conhecido pela sua função 

imunomoduladora, atua mitigando sintomas exacerbados ou anormais do sistema 

imune ou melhorando a resposta imune humoral e celular (Wang et al., 2023). Quando 

de alta pureza, ele é usado como medicamento, porém, nos extratos complexos 

retirados do cogumelo em que ele se encontra em menores concentrações, pode-se 

utilizar como suplemento alimentar ou parte constituinte de formulações de bebidas 

funcionais.  

Na China usa-se o extrato bruto na maioria das bebidas feitas de shiitake com 

objetivo de reforço imunológico. No Brasil, não existe uma legislação específica que 

regulamente a adição de cogumelos em bebidas ou bebidas com base de cogumelos, 
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sejam elas fermentadas ou não. A bebida de cogumelo ou o uso deste como 

ingrediente segue a Resolução nº 16, de 30 de abril de 1999, que dispõe sobre registro 

de alimentos ou novos ingredientes (ANVISA,1999).  

Pode-se citar algumas das bebidas encontradas na literatura e nos mercados 

internacionais como kombucha, café, chá, bebidas mistas funcionais, fermentados de 

cogumelo, cervejas e vinhos.  

O processo para fazer café de cogumelos (mushroom coffee) envolve 

liquefazer e secar diferentes tipos de cogumelo para fazer um extrato que é então 

misturado com o café regular. O pó do cogumelo pode ser também misturado ao pó 

de café e extraídos juntos. O cogumelo pode adicionar diversas propriedades como 

antioxidantes, imunomoduladores, reguladores de açúcar no sangue e até mesmo 

balancear a acidez do café, evitando problemas como a gastrite.  

Os chás de cogumelos são extremamente antigos e tradicionais, foram e 

ainda são parte de rituais religiosos, culturais e sociais. Os chás são infusões do 

cogumelo em água usando cogumelos comestíveis, medicinais ou psicodélicos. 

Existem muitas variações no modo de fazer a infusão, como diferentes tempos, 

temperaturas e uso de vitamina C, como ao adicionar limão ou laranja no chá 

(Srivastava; Attri; Sharma, 2020). 

Su et al. (2022) desenvolveu e estudou uma bebida feita a partir de chá verde 

adicionada do fungo viável do cogumelo Houbitake (Pleurotus sajor-caju) para uma 

co-fermentação com objetivo de melhorar o flavour e a qualidade. O estudo concluiu 

que essa co-fermentação foi capaz de reduzir o flavour herbal e gramíneo, enquanto 

os conteúdos de geraniol e linalol foram aumentados, que junto com a produção do 

metil salicilato (vinda do cogumelo) trouxeram uma característica frutal e floral para a 

bebida. A co-fermentação também diminuiu o conteúdo de polifenóis que causou 

diminuição na adstringência e no amargor.   

Quando o fungo viável é adicionado para participar da fermentação da bebida, 

uma das dificuldades é encontrar aqueles que se adaptam às condições da 

fermentação, como a baixa acidez e a disponibilidade ou não de oxigênio. Cogumelos 

que degradam madeira, segundo Udhav et al. (2021), se adaptam melhor a essas 

condições. 
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1.5 Cordyceps militaris  

 

O Cordyceps militaris é uma espécie de fungo entomopatogênico (termo que 

representa a infecciosidade em insetos) que foi reconhecida como mais adaptada ao 

cultivo laboratorial do que espécies como Cordyceps sinensis (Shrestha et al., 2012).  

Em estudo metabolômico comparativo entre os dois gêneros realizado por 

Chen et al. (2018) foi concluído que o Cordyceps sinensis tem uma maior carga de 

compostos bioativos e com algumas diferenças de compostos com o Cordyceps 

militaris, porém segundo Zhou, Li e Tian (2014) o primeiro oferece poucas condições 

de produção industrial. Com isso em vista, o C. militaris oferece uma solução mais 

interessante por se adaptar melhor e ainda oferecer uma quantidade de bioativos 

significativa.  

Seu corpo frutificado é culturalmente utilizado em chá em países orientais 

como a China, Tibete e Índia. No sequenciamento do DNA deste fungo não foram 

encontrados ortólogos de micotoxinas que afetem humanos (Zheng et al., 2011), o 

que justifica sua longa utilização como bebida “medicinal” por estes povos.  

Hur (2010) estudou a composição de macromoléculas deste cogumelo, 

encontrando: 69,32mg/g de aminoácidos (maior abundância de lisina, ácido glutâmico, 

prolina e treonina). A formação de lipídeos é de 70% de ácidos graxos de cadeia 

insaturada, sendo o ácido linoleico o mais considerável em quantidade.  

Os compostos mais largamente estudados neste fungo são a cordicepina e a 

adenosina, dois nucleosídeos presentes no micélio e no corpo frutificado, que serão 

abordados no próximo tópico, além de uma gama de polissacarídeos com funções 

bioativas. 

O quadro 1 apresenta diferentes pesquisas utilizando diferentes partes e 

compostos do C. militaris para diferentes funções.  
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Quadro 1. Funções estudadas para diferentes compostos do fungo Cordyceps spp. 

Tipo de extrato Composto Função estudada Tipo de 

estudo 

Estudo 

Aquoso CPS-1 (polissacarídeo) Antiinflamatória In vivo Yu et al., 2004 

Aquoso Enzima fibrinolítica Serina protease semelhante à quimiotripsina 

- atividade de ligação à fibrina 

In vitro Kim et al., 2006 

Ácido acético, mercaptoetanol 

e cloreto de sódio 

CMP (Proteína) Ação apoptótica In vivo Bai; Sheu, 2018 

MeOH e H2O  Ácido linoleico, oleico e outros de cadeia 

insaturada e manitol 

Estudo da presença e quantificação dos 

compostos 

In vitro Chen et al., 2018 

Aquoso CM1 e CMS (polissacarídeos) Melhora da saída do colesterol das células In vitro Hu et al., 2019 

Aquoso Extrato complexo Efeito citotóxico em células de câncer 

colorretal HT29, atividade antioxidante  

In vitro Mohd Azrie et al., 

2020 

Aquoso e etanólico Extrato complexo  Efeito anti-bacteriano contra S. aureus, 

Pseudomonas aeruginosa, Cutibacterium 

acnes e S. aureus resistente a meticilina 

(MRSA) 

In vitro Eiamthaworn et al., 

2022 

Fonte: autoria própria 

Nota: CPS-1: Polissacarídeo 1 do C. militaris. CMP (Cordyceps militaris protein): proteína do Cordyceps militaris. MeOH: Metanol. H2O: Água. CM1 e CMS: 

polissacarídeos solúveis em água identificados no C. militaris. HT29: linhagem de células de câncer colorretal.  
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Observa-se que diferentes frações do fungo têm diferentes compostos 

presentes, e que extrações diversas fornecem benefícios diversos.   

 

1.5.1  Cordicepina  

A cordicepina (C10H13N5O3) é um nucleosídeo de purina que por ser muito 

similar à adenosina (apenas uma hidroxila a menos) age como um antimetabólito pois 

a inibe por competição. Pela sua semelhança com a adenosina (Figura 1), ela é aceita 

pelo corpo humano, mas ao entrar na célula no lugar da adenosina ela atrapalha a 

manutenção das funções normais celulares, como a replicação celular, ou então 

forçando a apoptose (morte celular).  

 

Figura 1. Estrutura química da cordicepina em comparação com a sua análoga adenosina. 

 

Fonte: autoria própria. 

 

Apesar desta ação apoptótica, Aramwit e colaboradores (2015) testaram a 

citotoxidade desta molécula em células não cancerígenas e cancerígenas (A549 – 

células de câncer de pulmão) e concluíram que em 24 horas a viabilidade celular das 

células não cancerígenas foi de 95 a 100%, enquanto as células cancerígenas tiveram 

sua viabilidade diminuída para 60 a 80%, confirmando a não toxicidade e 

aplicabilidade para tratamentos oncológicos.  

Neste mesmo estudo foram realizados testes in vivo e in vitro de toxicidade e 

mutagenicidade (teste de Ames), respectivamente. Como resultado em comparação 

ao controle negativo (tampão fosfato) a cordicepina teve de 1,19 a 1,81 vezes mais 

colônias revertentes. Comparativamente, o controle positivo (azida de sódio) teve 

19,29 vezes a mais que o controle negativo, demonstrando a não mutagenicidade da 

cordicepina, mesmo em concentrações aumentadas.  
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No teste de toxicidade em ratos que receberam 1 mL de cordicepina nas 

concentrações 0,25 e 1 mg/mL por 30 dias, não foram observadas mudanças 

significativas nas células nem nos exames clínicos. A análise de órgãos post mortem 

mostraram similaridade com o grupo controle e normalidade dos órgãos, concluindo 

pela não toxicidade da cordicepina. 

 

1.5.2  Uso de C. militaris por humanos e testes clínicos 

 

O uso do cogumelo Cordyceps spp. em forma de chá, pó ou tintura, data de 

3000 anos atrás (Shrestha et al., 2010), entretanto, as pesquisas científicas, 

especialmente os estudo clínicos são recentes e escassos.  

No site da Biblioteca Nacional de Medicina dos Estados Unidos (USNLM, 

2024) é possível consultar os estudos clínicos desenvolvidos com determinada 

substância. Com o termo ‘cordycepin’ é possível encontrar 3 estudos nos status: em 

desenvolvimento e concluído. Com o termo ‘Cordyceps’ é possível encontrar 25 

estudos clínicos, também em diferentes fases.  

No Quadro 2 estão relacionados artigos publicados sobre estudos clínicos de 

diversos efeitos relacionados a este fungo. Os estudos relacionados neste quadro 

compreendem um total de 3270 voluntários. A dose média máxima (incluindo a dose 

máxima de estudos com mais de uma dose) utilizada foi de 1,5 g/dia da substância 

cordicepina, micélio ou fermentado do fungo. Dentre os resultados 3 dos 7 estudos 

analisados não obtiveram diferença significativa entre os grupos, 2 observaram 

melhorias e/ou segurança na utilização e 2 revisões observaram algumas 

inconsistências na metodologia, podendo indicar viés dos autores.   

Tendo em vista os testes de segurança, a quantidade de participantes dos 

estudos e a quantidade de tempo utilizado como bebida, medicinal ou não, é possível 

afirmar que até o momento os estudos indicam a sua segurança, tendo com essa dose 

diária, pouco ou nenhum efeito adverso. Entretanto, quanto a sua eficácia 

medicamentosa, ainda é objeto de estudo e confirmação.  
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Quadro 2. Estudos clínicos com Cordyceps spp. utilizados em diferentes problemáticas.  
Estudo Tipo de estudo População Dosagem Resultado Autor 

Avaliação da capacidade 
aeróbica em indivíduos 

idosos tratados com e sem 
produto fermentado de C. 

sinensis 

Ensaio clínico 
randomizado duplo-
cego controlado por 

placebo 

37 idosos 
saudáveis 

3 g/dia - 6 
semanas 

Aumento significante de consumo máximo de oxigênio 
(VO2 max) e limiares anaeróbios (VO2 θ) 

Yi; Xi-Zhen; Jia-
Shi, 2004 

Tratamento de doença 
crônica do rim 

Revisão de testes 
randomizados em 

hospitais ou centros 
de pesquisa chineses 

22 estudos com 
1746 pacientes 

com doença 
crônica renal e 

sem utilização de 
diálise 

0,66 a 1,98 g/dia 

Diminuição da creatinina sérica, aumento da depuração 
da creatinina (clearence) e redução da proteinúria de 24 
horas - 18 estudos dos 22 apresentaram falhas 
metodológicas levando à classificação de alto risco de 
viés pelos autores da revisão, sendo recomendada 
cautela na interpretação dos resultados 

Zhang et al., 
2014 

Efeito imunomodulatório do 
extrato a partir do micélio 

Duplo cego, 
randomizado e com 
controle por placebo 

79 adultos 
saudáveis 

1,68 g/dia - 8 
semanas 

Efeito de regulação imunomodulatória maior que no 
grupo placebo (medido pela atividade das células NK, 
não foi observada diferença significativa nos outros 
parâmetros 

Jung et al., 2019 

Eficácia e segurança da 
utilização de C. sinensis em 
Doença Pulmonar Obstrutiva 
Crônica (DPOC) estágios 1 e 
2 

Revisão sistemática e 
meta-análise 

15 estudos com 
1.238 

participantes 
N/A 

Estudos indicaram melhoria na função pulmonar, 
resistência ao exercício, qualidade de vida e melhora dos 
sintomas, porém nenhum dos estudos era controlado por 
placebo, o que põe em dúvida os resultados relatados 

Yu et al., 2018 

Avaliação da segurança do 
micélio de Cordyceps 

cicadae 

Estudo clínico 
randomizado 

49 participantes 
1,05 g/dia por 3 

meses 

Micélio de C. cicadae produzido por fermentação líquida 
é seguro e pode ser desenvolvido como um alimento 
funcional para a saúde 

Tsai et al., 2020 

Efeito de suplemento 
alimentar de Rhodiola rosea 

e Cordyceps sinensis na 
composição corporal, 

desempenho e saúde em 
homens ativos 

Estudo clínico 
estratificado, duplo-
cego, controlado por 

placebo. 

21 homens jovens 
ativos 

Em média 930 
mg/dia 

Não houve diferença significativa entre suplemento e 
placebo nesta dosagem e tempo de estudo 

Kreipke et al., 
2021 

Examina os efeitos da 
bebida de C. militaris na 

resposta imune em adultos 
saudáveis 

Estudo clínico 
controlado por 

placebo e 
randomizado 

40 adultos (20 
homens e 20 

mulheres) 

75 mL de suco de 
fruta com micélio 
(concentração de 

2,85 mg de 
cordicepina/dose) 

Houve diferença significativa de aumento de atividade 
das células NK no grupo que recebeu o micélio, não 
houve diferença de índices de açúcar no sangue, lipídios 
e segurança entre os grupos. O estudo conclui que a 
bebida pode ser desenvolvida como suplemento 
imunológico sem toxicidade hepática e renal. 

Ontawong et al., 
2024 

Fonte: a autora. 
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1.6 Bebidas com C. militaris 

Popularmente, a bebida mais conhecida com C. militaris é o chá. 

Milenarmente utilizado na cultura oriental, o chá é conhecido por seus efeitos 

energéticos e de saúde na medicina popular. Hoje, porém, além do chá, diversos 

estudos e patentes trabalham no desenvolvimento de novas bebidas com o cogumelo, 

sejam elas fermentadas ou não. 

Na plataforma Google Patents, utilizando os termos “Cordyceps militaris AND 

Beverage” encontram-se 2.596 resultados de patentes, a primeira depositada em 

1992 e a mais recente é de setembro de 2024. Lao et al. (2019) desenvolveu uma 

bebida de C. militaris fermentada utilizando o pó do cogumelo e água (1:10). Essa 

mistura passou por uma hidrólise enzimática com pectinase e celulase e depois de 

inativadas, adicionou-se açúcar mascavo e bactérias láticas, fermentou-se por 48h e 

depois as leveduras foram adicionadas para uma nova fermentação de 12h. Essa 

metodologia resultou em um aumento de compostos voláteis, aumento da acidez e 

diminuição do amargor. O uso das enzimas também resultou em um aumento da 

cordicepina e da atividade antioxidante.  

 A valorização de subprodutos industriais tem se tornado cada vez mais 

estudada como alternativa para reaproveitamento de materiais que seriam descarte 

ou que tem valor reduzido no mercado. O estudo de Dai et al. (2021) utilizou o soro 

de soja, um subproduto no beneficiamento do grão que é rico em proteínas, 

isoflavonas e oligossacarídeos. O C. militaris foi colocado para fermentar o soro de 

soja na temperatura de 26 °C por 8 dias. A fermentação aumentou os níveis de 

aminoácidos essenciais, fenólicos e flavonoides totais e eliminou os oligossacarídeos 

no soro da soja. 

Uma inovação a partir do chá tradicional foi estudada por Nhan et al. (2022), e 

o chá de Cordyceps militaris foi beneficiado em chá instantâneo utilizando secagem 

por convecção. A melhor formulação foi escolhida levando em conta o conteúdo de 

cordicepina e o resultado da avaliação sensorial. Os melhores parâmetros foram 40% 

(m/m) de maltodextrina, 6% (m/m) de extrato de C. militaris e 15 h de secagem a 70 

°C.     

 Em conclusão, existem evidências da possibilidade de utilização deste fungo 

em bebidas e da adição de funcionalidade e diferenças na percepção sensorial. Neste 
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sentido, os próximos capítulos se dedicarão ao cogumelo, sua caracterização e 

extração e ao desenvolvimento da bebida fermentada.  
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CAPÍTULO 2: OTIMIZAÇÃO DA EXTRAÇÃO DE COMPOSTOS BIOATIVOS DE 

CORDYCEPS MILITARIS UTILIZANDO SOLVENTE VERDE ASSISTIDA POR 

ULTRASSOM  

 

OPTIMIZATION OF BIOACTIVE COMPOUNDS EXTRACTION FROM Cordyceps 

militaris USING GREEN SOLVENT ASSISTED BY ULTRASOUND 

 

RESUMO 

 

O Cordyceps militaris é um cogumelo comestível e medicinal, tradicionalmente 

consumido em culturas orientais como na China, Índia e Tailândia. Sua forma mais 

comum de consumo é pelo chá, mas diversos estudos e patentes vêm desenvolvendo 

novas bebidas com este fungo de forma a torná-las mais funcionais, saborosas e 

inovadoras. Trata-se neste capítulo da caracterização do cogumelo (umidade, cinzas, 

teor de proteínas e lipídeos) e da otimização da extração realizada utilizando Box-

Behnken para determinar os melhores parâmetros para obtenção de compostos 

fenólicos e antioxidantes. Otimizou-se a extração a partir de três parâmetros que são 

combinados formando 15 experimentos. Estas extrações foram avaliadas em relação 

aos compostos fenólicos, capacidade antioxidante in vitro (FRAP, DPPH e ABTS), 

cordicepina e adenosina. O modelo final proposto neste trabalho utilizou os dados de 

fenólicos totais (r = 0,98), FRAP (r = 0,94) e ABTS (r = 0,97). Os resultados de DPPH, 

cordicepina e adenosina não puderam ser descritos neste modelo pois não tiveram 

um bom ajuste. A extração ótima foi obtida com uma solução hidroalcóolica 15%, 

amplitude do dispositivo ultrassom de 80% e razão soluto:solvente de 30:1. Nessas 

condições o teor de compostos fenólicos, ABTS e FRAP foram aumentados em 147,0; 

89,0 e 182,4%, respectivamente. O extrato otimizado foi testado quanto a sua 

toxicidade frente a Artemia salina. Como resposta, obteve-se um DL50 de 1379 ± 504 

µL/mL, o que classificou o extrato como atóxico. Em conclusão, foi possível otimizar 

a extração de fenólicos e antioxidantes e o extrato otimizado é apropriado para 

aplicação em fermentado de maçã, tomando como base os dados de toxicidade. 

 

Palavras-chave: cogumelo; Box-Behnken; compostos fenólicos; cordicepina. 
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ABSTRACT 

 

Cordyceps militaris is an edible and medicinal mushroom traditionally consumed in 

Eastern cultures such as China, India, and Thailand. Its most common form of 

consumption is tea, but various studies and patents have been developing new 

beverages with this fungus to make them more functional, palatable, and innovative. 

This chapter addresses the characterization of the mushroom (moisture, ash, protein 

and lipid content) and the optimization of the extraction performed using Box-Behnken 

to determine the best parameters for obtaining phenolic and antioxidant compounds. 

The extraction was optimized based on three parameters combined to form 15 

experiments. These extractions were evaluated regarding phenolic compounds, in vitro 

antioxidant capacity (FRAP, DPPH, and ABTS), cordycepin, and adenosine. The final 

model proposed in this work utilized the data for total phenolics (r = 0.98), FRAP (r = 

0.94), and ABTS (r = 0.97). The results for DPPH, cordycepin, and adenosine could 

not be described by this model due to lack of fit. The optimal extraction was achieved 

with a 15% hydroalcoholic solution, an ultrasonic device amplitude of 80%, and a 

solute-to-solvent ratio of 30:1. Under these conditions, the content of phenolic 

compounds, ABTS, and FRAP increased by 147.0%, 89.0%, and 182.4%, 

respectively. The optimized extract was tested for its toxicity against Artemia salina. 

The response yielded an LC50 of 1379 ± 504 µL/mL, which classified the extract as 

non-toxic. In conclusion, it was possible to optimize the extraction of phenolics and 

antioxidants and the optimized extract is suitable for application in fermented apple, 

based on the toxicity data. 

 

Keywords: mushroom; Box-Behnken; phenolic compounds; cordycepin.  
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2.1 INTRODUÇÃO 

 

Os cogumelos, macrofungos da família Agaricaceae, apresentam corpos de 

frutificação extremamente diversos, variando em tamanho, cores, formatos, esporos, 

mecanismos de dispersão de esporos e morfologia das lamelas (Assemie; Abaya, 

2022). O Cordyceps militaris, um fungo entomopatogênico que infecta e consome 

insetos, destaca-se por sua estrutura filamentosa, altura média de 5 cm e coloração 

laranja, embora variações genéticas já tenham produzido cepas albinas (Wang et al., 

2018). Tradicionalmente consumido em países orientais como China, Índia e 

Tailândia, este fungo comestível é reconhecido por suas propriedades funcionais, 

sabor e aroma diferenciados. 

Em sua composição, o C. militaris contém diversos compostos bioativos de 

interesse alimentício, como os nucleosídeos cordicepina e adenosina, abordados no 

capítulo I. Em sua composição destaca-se o ácido γ-aminobutírico (GABA) e a 

ergotioneína, os glicolipídeos (cerebrosídios), e as glicoproteínas como a lecitina. 

Estão presentes também o D-manitol, carotenoides como a luteína e a zeaxantina, 

ergosterol, compostos fenólicos como os ácidos fenólicos e os flavonoides, vitaminas 

e minerais (Jędrejko; Lazur; Muszyńska, 2021). Esses compostos podem ser de 

interesse para produtos alimentícios funcionais. 

Para maximizar a extração de compostos de interesse, este capítulo dedicou-

se a caracterizar e otimizar a extração do cogumelo em solventes verdes, por meio do 

método de planejamento. O Box-Behnken é um tipo de planejamento experimental de 

superfície de resposta que fornece informações sobre o efeito que as variáveis do 

experimento têm sob a resposta encontrada (Box; Behnken, 1960). A utilização do 

planejamento experimental como ferramenta estatística reduz a variabilidade do 

processo e permite a utilização de menos recursos, como solvente e matéria-prima, e 

a aplicação da superfície de resposta auxilia a avaliação de mais de uma variável, 

mesmo que exista uma interação complexa.  

O objetivo deste capítulo foi otimizar a extração do C. militaris de forma a obter 

uma maior quantidade de compostos bioativos, utilizando solventes verdes (água e 

etanol) e dispositivo ultrassom.  
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2.2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.2.1  Produção do Cogumelo 

 

O cogumelo utilizado nesta pesquisa foi produzido no laboratório de 

Processos Fermentativos da Universidade Tecnológica Federal do Paraná, campus 

Ponta Grossa, de 2021 a 2023. A cepa está depositada na Coleção Microbiológica da 

Rede Paranaense (CMRP – Taxonline) sob o código CMRP 5350.  

Durante o estudo e a produção ela foi mantida em placa de Petri contendo 

meio ABD (ágar batata dextrose) a 20 ºC e em tubos plásticos de 50 mL com meio 

líquido de manutenção (seção 2.1.2), utilizando 15 mL de meio, estes mantidos em 

geladeira a 3 ºC.  

Para a produção dos cogumelos foi utilizado meio sólido (seção 2.1.1) e para 

a produção de compostos extracelulares (utilizados posteriormente na fermentação 

com meio líquido, contida no apêndice I) utilizou-se também o meio líquido de 

manutenção (seção 2.1.2). 

 

2.2.1.1  Meio sólido para cultivo dos cogumelos 

 

Para o meio sólido foi utilizado um meio em arroz integral, propício para 

produção deste fungo (Hu et al., 2019; Wen et al., 2019). O meio utilizado constitui-se 

de 100 g de arroz integral (marcas comerciais diversas), 6,2 g de glicose anidra 

(Dinâmica química, São Paulo, BR), 1,85 g de amido de milho (marcas comerciais 

diversas), 0,7 g de extrato de levedura (Kasvi, Pinhais Paraná, BR) e 230 mL de água 

destilada.  

Este meio foi autoclavado em 121 °C sob pressão de 1 atm durante 15 min 

(Alpha life Science, série ALS, Piracicaba, São Paulo, Brasil) resfriado até 25 °C e 

levado para fluxo laminar (Veco do Brasil, Bioseg 12 tipo A1, Campinas, São Paulo, 

Brasil) previamente esterilizado com luz UV por 15 min para o inóculo do fungo a partir 

de uma cultura anterior (armazenada em geladeira à -4 °C). Este meio foi incubado 

em estufa de demanda biológica de oxigênio à 21 °C (Tecnal, TE-371, Piracicaba, São 

Paulo, Brasil) no escuro até que o micélio tenha tomado todo o meio, o que variou 

entre 4 e 15 dias. Depois deste período liga-se a luz (lâmpada fluorescente) por 12 
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h/d até a completa frutificação (monitora-se visualmente o crescimento do cogumelo 

até a estabilização do crescimento vertical e preferencialmente antes que o micélio 

volte a crescer por cima do cogumelo). As duas fases contam com umidificação do ar 

de ao menos 70% durante todo o processo utilizando umidificador de ar e monitorando 

com termo-higrômetro (Kasvi, K29, Pinhais, Paraná, Brasil). 

 

2.2.1.2  Meio líquido de manutenção 

 

O C. militaris também pode ser cultivado em meio líquido para manter a cepa 

preservada em temperatura de 3 ºC, ou para o crescimento do micélio e produção de 

compostos extracelulares, a 20 ºC Na Tabela 1 pode-se observar a composição do 

meio de manutenção. 

 
Tabela 1. Composição do meio de manutenção do C. militaris. 

Reagente Quantidade (g/L) 

Glucose 10 

Nitrato de Sódio  2,0 

Fosfato de potássio dibásico 1,0 

Fosfato de sódio dibásico 0,4 

Sulfato de magnésio 0,5 

Extrato de levedura 2,0 

Fonte: Adaptado de Milovanović et al. (2014), o autor utiliza 2 g de nitrato de amônio, neste estudo foi 

necessário alterar para nitrato de sódio devido a disponibilidade, porém respeitada as proporções para 

obtenção do nitrogênio. 

 

As seguintes marcas foram utilizadas no meio de cultivo: glucose 

(Dinâmica química, SP), nitrato de sódio (Êxodo científica, SP), fosfato de 

potássio, fosfato de sódio e sulfato de magnésio (Neon reagentes analíticos, SP), 

extrato de levedura (Kasvi, PR).  

Os materiais e os meios de cultivo foram esterilizados em autoclave por 

30 minutos a 121 °C (AV75, Phoenix Equipamentos Científicos, Araraquara, SP) 

e os procedimentos de repique e inoculação foram conduzidos em câmara de fluxo 

laminar (FL-14790, Veco do Brasil, Campinas, SP). 
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2.2.2 Caracterização Centesimal do Cogumelo 

Após frutificado e colhido, parte do cogumelo foi direcionado à análise de 

umidade, cinzas, proteínas e lipídeos; e parte foi seca a 60 °C por 24h e processada 

em moinho de rotor tipo ciclone (Fortinox, Star FT 51, Piracicaba, Brasil). O cogumelo 

seco em pó foi armazenado em frasco hermético ao abrigo de luz até a utilização.  

 

2.2.2.1  Análise de Umidade e Cinzas 

A análise de umidade foi realizada pesando 5 g de amostra e realizando a 

secagem em estufa por convecção (American Lab, AL 102/480, Maringá, Brasil) a 110 

°C, por 5 h. Foi realizada a análise de cinzas totais submetendo os mesmos 5 g da 

amostra à mufla (Quimis, Q318M21, Diadema, Brasil) por 5 h a 550 °C, ambas 

conforme descritas pelo Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008). 

 

2.2.2.2  Análise de Proteínas 

A quantificação de proteínas seguiu o método de Kjehldal (IAL, 2008), onde 

aproximadamente 0,5 g de amostra foram digeridos com 1,5 g de catalisador (CuSO4 

e K2SO4, Êxodo Científica) e 6,5 mL de ácido sulfúrico 98% (H2SO4, Êxodo Científica). 

Essa mistura foi aquecida até se tornar azul-esverdeada e não apresentar mais 

materiais sólidos não digeridos. Depois este líquido foi levado ao destilador (Marconi, 

MA036, Piracicaba, São Paulo, Brasil) onde foi adicionado hidróxido de sódio 50% até 

o escurecimento do líquido. A amostra foi então aquecida, destilada e recolhida em 

um frasco com 10 mL de ácido bórico 2% e 5 gotas de indicador misto (1 L de solução 

0,1% de etanol contendo 25 mL de verde de bromocresol e 5 mL de vermelho de 

metila). Foi realizada a titulação com ácido clorídrico (HCl) 0,1N. O resultado foi 

expresso em g/100g.  

O fator de conversão é usado para converter a quantidade de nitrogênio de 

uma amostra para a quantidade total de proteína, pois nem todo nitrogênio na amostra 

é derivado delas, este valor varia conforme o alimento. O fator utilizado (4,38) baseou-

se em estudo de Hsu et al. (2004) com o Cordyceps sinensis, porém utilizando um 

fator de conversão genérico para cogumelos. Não foram encontrados fatores de 

conversão específicos para este cogumelo. Normalmente utilizam-se fatores de 

conversões mais baixos (próximos a 4, para cogumelos) pois bioprodutos tem um alto 

teor de nitrogênio não-proteico, como nucleosídeos, alcaloides e quitinas (Xiao et al., 
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2009), desta forma, para não superestimar o conteúdo proteico convencionou-se 

utilizar o fator de 4,38 para cogumelos.  

 

2.2.2.3 Análise de Lipídeos 

A determinação do teor de lipídeos foi realizada por extração com solvente a 

quente, utilizando extrator Soxhlet (IAL, 2008). Foram pesados 5 g da amostra em um 

cartucho de papel filtro celulósico e transferidos para o extrator Soxhlet (Tecnal, TE-

188, Piracicaba, São Paulo, Brasil). Foi acoplado ao extrator um balão de fundo chato 

previamente tarado a 105 °C, e adicionado hexano (ACS Científica) no balão e 

mantido em aquecimento contínuo em chapa por 8 horas. Retira-se o cartucho com a 

amostra e pesa-se repetindo a operação até que se encontre peso constante. O 

cartucho contém então a amostra desengordurada e o balão foi levado para secagem 

a 105 °C. O valor de lipídeos foi expresso em g/100g. 

 

 

2.2.3 Testes Preliminares de Extração de Fenólicos e Antioxidantes 

 

Para melhor entender o perfil de extração de compostos fenólicos e 

antioxidantes foram testadas diferentes temperaturas, solventes e tamanhos de 

partículas do cogumelo. Este teste objetiva guiar a otimização da extração destes 

compostos. Foi determinada a concentração de 20 g/L do cogumelo em todas as 

extrações. Os testes foram realizados com água a 25 °C, para simular uma extração 

em temperatura ambiente; água a 80 °C, por ser uma temperatura popular usada na 

extração de diversos tipos de chá e apontada, na maior parte dos casos, como a 

temperatura ideal para extração com a menor taxa de perda de outros compostos 

(Chong; Kar-lin nyam, 2021) e uma mistura de água e 7% de etanol de cereais para 

simular a concentração de etanol presente na sidra. Todas as extrações tiveram 

tempo de 15 minutos, seguindo Masuda et al. (2007). A amostra foi testada não 

cominuída e cominuída e passada em peneira (Bertel, Caieiras, São Paulo, Brasil) 250 

e 450 µm. Além disso, foram testados o uso de banho de ultrassom (Schuster, L200, 

Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brasil) e dispositivo ultrassônico (Sonics Vibra Cell, 

209-A, Connecticut, EUA).  
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 Após extração as amostras foram centrifugadas (Centrifuga, MPW-351, Med. 

Instruments®, Varsóvia, Polônia) por 15 minutos a 2224 g. O sobrenadante foi 

separado e congelado -20 ºC para análises posteriores. 

 

2.2.4 Otimização da Extração de Compostos Bioativos do Cogumelo por 

Planejamento Experimental Box-Behnken 

 

A otimização dos parâmetros de extração visando maior teor de compostos 

bioativos foi realizada utilizando-se do planejamento experimental proposto por Box e 

Behnken (1960). O planejamento fatorial foi construído determinando a porcentagem 

de etanol no solvente (X1), a amplitude do dispositivo ultrassom (X2) e a razão soluto-

solvente (X3), avaliando-os em três níveis (Tabela 2). Assim, o desenho experimental 

resulta em 15 combinações de tratamento, sendo três repetições do ponto central. Os 

intervalos estabelecidos para cada variável foram determinados durante o teste inicial 

de extração, levando em consideração as maiores extrações de compostos fenólicos 

e antioxidantes. O planejamento experimental foi realizado utilizando o Software 

Statistica 8 (Statsoft Inc., Tulsa, OK, USA).  

 

Tabela 2. Planejamento experimental Box-Behnken para otimização da extração de compostos 
bioativos de C. militaris  

Experimento 

Porcentagem de etanol 
(v/v) 

Amplitude (%) Razão soluto-solvente 

Valor 
codificado 

Valor  
Real 

Valor 
codificado 

Valor  
Real 

Valor 
codificado 

Valor  
Real 

1 -1 0 -1 50  0 20 
2 +1 50 -1 50  0 20 
3 -1 0 +1 80  0 20 
4 +1 50 +1 80  0 20 
5 -1 0  0 65 -1 10 
6 +1 50  0 65 -1 10 
7 -1 0  0 65 +1 30 
8 +1 50  0 50 +1 30 
9  0 25 -1 80 -1 10 

10  0 25 +1 50 -1 10 
11  0 25 -1 80 +1 30 
12  0 25 +1 80 +1 30 
13  0 25  0 65  0 20 
14  0 25  0 65  0 20 
15  0 25  0 65  0 20 

 

O tempo foi fixado em 15 minutos e a temperatura foi programada no 

dispositivo ultrassom (SONICS Vibra-Cell modelo VCX750, Newtown, USA) para não 
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ultrapassar 30 °C, sendo mantida resfriada com gelo, conforme a Figura 2. O 

dispositivo operou com 750 W de potência, 20 kHz de frequência e probe de 25 mm. 

Após extração as amostras foram centrifugadas (Centrifuga, MPW-351, Med. 

Instruments®, Varsóvia, Polônia) por 15 minutos a 2224 g. O sobrenadante foi 

separado e congelado -20 ºC para análises posteriores. 

 

Figura 2. Partes de um dispositivo ultrassom.  

 

Fonte: autoria própria 

 

2.2.5 Análises de Compostos Fenólicos e Antioxidantes 

Nesta sessão estão descritas as análises de compostos fenólicos e 

antioxidantes realizadas nos extratos e posteriormente nos fermentados alcoólicos de 

maçã (capítulo III).   

 

2.2.5.1  Análise de compostos fenólicos totais (TFC) 

O teor de compostos fenólicos totais foi determinado com base no método de 

Folin-Ciocalteu proposto por Singleton e Rossi (1965). O ensaio ocorre em tubos de 

ensaio com adição de água destilada (8,4 mL); 100 μL de amostra e 500 μL de Folin-
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Ciocalteu (0,2 mol/L). Agitam-se os tubos (Vórtex, Vision Scentific®, Daejeon, Coreia 

do Sul) por 30 segundos e 3 minutos após a adição do reagente de Folin-Ciocalteu 

(Êxodo Científica) os tubos recebem 1 mL de Carbonato de sódio (1 mol/L Na2CO3, 

Dinâmica Química). Acomodam-se os tubos na ausência de luz durante 1 hora. 

Realiza-se a leitura desta reação em espectrofotômetro de microplaca (Epoch, 

Synergy-BioTek®, Winooski, EUA), no comprimento de onda de 765 nm. Para 

realização do branco, foram feitas análises com 100 μL de água destilada no lugar da 

amostra. Para a curva de quantificação o ácido gálico foi determinado como controle 

e concentrações de 20 a 200 mg/L formam a curva para comparação das amostras (y 

= 0,0007x + 0,0043; R² = 0,9939). 

 

2.2.5.2  Análise de antioxidantes pelo método de ABTS 

O método de ABTS quantifica colorimetricamente a captura do cátion 2,2-

azino-bis (3-ethylbenzot hiazoline-6-sulfonic acid) (Re et al., 1999). O reagente é 

preparado com 3 mL de solução ABTS (7 mmol/L) e 3 mL de solução de persulfato de 

potássio (K2S2O8). Acondiciona-se a mistura em ambiente ao abrigo de luz durante 16 

horas. Após, 4 mL do reagente ABTS são misturados com água até o volume de 200 

mL em balão volumétrico. A absorbância desta solução deve ser superior a 0,700 

quando lida em 734 nm. Em microplaca adicionam-se 20 μL de amostra com 280 μL 

do reagente ABTS. Esta mistura é mantida em repouso na ausência de luz por 30 

minutos. A leitura das amostras foi realizada nas mesmas condições e equipamento 

utilizado para a calibração do reagente. Para a curva utilizou-se o composto Trolox 

(50 a 350 µmol/L) como padrão (y = 0,2077x -12,743; R² = 0,9951). 

 

2.2.5.3  Análise de antioxidantes pelo método de FRAP 

Essa metodologia quantifica a redução do íon férrico presente no complexo 

2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) (Benzie; Strain, 1996). Em microplaca adicionam-se 10 

μL de amostra e 290 μL de reagente de FRAP. Após 30 minutos de repouso na 

ausência de luz, a leitura das absorbâncias das amostras foi realizada em 

espectrofotômetro de microplaca, em 595 nm. O padrão Trolox (100 a 1000 µmol/L) 

foi utilizado para a curva padrão (y = 0,0012x + 0,1231; R² = 0,9989).  
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2.2.5.4  Análise de antioxidantes pelo método de DPPH 

 

Este método de Brand-Williams, Couvelier e Berset (1995), quantifica a 

captura do radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl. O ensaio ocorre em tubos de ensaio 

adicionados de amostra (50 μL) e 1,9 mL de solução DPPH. Os tubos tampados foram 

agitados em vórtex por 30 segundos e então mantidos no escuro por 30 minutos. A 

leitura foi realizada em espectrofotômetro de microplaca a 517 nm. Assim como nas 

demais determinações antioxidantes, o padrão Trolox (100 a 700 µmol/L) foi utilizado 

para a curva de quantificação (y = 0,0516x -1,7232; R² = 0,998).  

 

2.2.6 Quantificação de Cordicepina e Adenosina em UHPLC/MS 

Todos os reagentes utilizados nesta sessão são de grau HPLC. As análises 

descritas aqui foram realizadas nos extratos e nos meios líquidos. As amostras foram 

descongeladas e então filtradas em filtro Politetrafluoretileno (PTFE) de 0,22 µm e 

13mm (Filtrilo, Colombo, PR, Brasil). A quantificação foi realizada em LC/MS-MS 

(Xevo Tdq Triplo quadrupolo, Waters, Milford, MA, Estados Unidos da América).  

A metodologia para análise de espectrometria de massas foi otimizada a partir 

do estudo de Fu, Chen e Cao (2018). Utilizou-se a coluna Acquity UPLC HSST3 

(2,1mm x 5 mm x 1,8 µm). Os parâmetros usados foram: ionização positiva, voltagem 

capilar 4kV, voltagem do cone 35V, temperatura de dessolvatação 350°C, 

dessolvatação 550 L/h, cone 10 L/min, energia de colisão 20, o volume de injeção foi 

de 2 μL e a vazão 0,3 μL/min.  

A fase líquida foi composta de fase A: água ultrapura e B: metanol. As 

condições utilizadas para o gradiente foram de 0 a 3 minutos em 83% de A e 17% de 

B, de 3 a 4 subindo para 100% de A, de 4 a 5 minutos em 100% de A e de 5 a 10 

minutos novamente acondicionando em 83% de A e 17% de B. Para identificação dos 

compostos foram utilizadas substâncias padrão (Sigma Aldrich, Missouri, EUA) e a 

identificação pela fragmentação dos íons, sendo a cordicepina observada pelo íon 

precursor para a cordicepina foi m/z 252 com monitoramento do fragmento 136; e para 

a adenosina m/z 268 com fragmento 236. 
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2.2.7 Teste de Toxicidade em Artemia salina 

Este método (McLaughlin, Chang e Smith, 1993) consiste no uso de nauplios 

de Artemia salina para avaliação de toxicidade de extratos. Determina-se a DL50 (dose 

letal para 50% dos nauplios) em µL/mL. Os cistos da A. salina foram adquiridos em 

comércio local (Hanimal, Joinville, SC). Foram pesados (0,250 g) e colocados em 1 L 

de solução salina (30 g/L) em frasco de capacidade de 2 L. Estes cistos foram 

incubados sob luz fluorescente constante e mantidos em temperatura ambiente (25 - 

30°C) até a eclosão (24 - 48h). Após este período os nauplios foram coletados para 

utilização no ensaio.  

As soluções foram preparadas com extrato e água salina nas concentrações 

de 10; 20; 25; 31,25; 42 e 50 mL/L, adicionalmente foi preparado um controle negativo 

utilizando apenas água salina 30 g/L.  

Foram transferidos então 10 nauplios para cada poço de uma microplaca de 

96 poços, utilizando uma micropipeta. Adicionou-se 100 µL do extrato nas devidas 

diluições e 200 µL de água salina para manter o volume constante, completando assim 

o volume da placa. A placa foi incubada em temperatura ambiente (25 – 30 °C) por 

24h.  

Utilizando-se de estereoscópio (Estéreo Zoom LAB SZ, Laborana, São Paulo, 

SP), realizou-se a contagem de nauplios mortos e vivos em cada poço. A análise 

estatística foi realizada no software Minitab (Minitab LLC, Pensilvania, USA) utilizando 

análise por probito. Esta análise modela variáveis dependentes binárias, ou seja, que 

assumem apenas dois valores, no caso da análise de toxicidade: mortos ou vivos. 

Desta forma, determina-se a probabilidade de um evento ocorrer em função da 

concentração do extrato analisado e assim determina-se a DL50.   

  

2.2.8 Análise Estatística 

Os resultados obtidos nas análises foram expressos como média e desvio 

padrão. O planejamento experimental Box-Behnken e as análises estatísticas foram 

realizadas utilizando o Software Statistica 8 (Statsoft Inc., Tulsa, OK, USA). A força de 

correlação entre os parâmetros foi analisada pelos produtos de Pearson (r). O teste 

de toxicidade foi avaliado utilizando o software Minitab (Minitab LLC, Pensilvania, 

USA) com análise por probito. 
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2.3 RESULTADOS  

 

2.3.1 Caracterização do Cogumelo 

 

Os dados obtidos em relação a caracterização do cogumelo constam na 

Tabela 3. Diferentes cepas e espécies do cogumelo, demonstram grande variabilidade 

de suas características. Pavleen et al. (2024) avaliou a composição do C. militaris e 

encontrou um valor de umidade de 85,48%, um teor de proteína de 23,02% alinhados 

ao encontrado nesta pesquisa, porém há uma diferença no teor de lipídeos (3,84%) e 

de cinzas (2,06%). Essas diferenças podem ser justificadas pela diferença de cepa 

(Huang et al., 2006), de meio de cultivo (Raethong, et al., 2020) e período de colheita 

(Wen et al., 2014), por exemplo. Na Figura 3 observa-se uma frutificação do cogumelo 

realizada em meio sólido.  

 

Tabela 3. Resultados das análises físico-químicas dos cogumelos 
Análise Resultado (%) ± Desvio Padrão 

Umidade 85,42 ± 1,51 

Cinzas* 7,39 ± 0,75 

Proteínas* 15,31 ± 0,67 

Lipídeos* 1,21 ± 0,01 

Carboidratos e 
fibras alimentares* 

76,06 ± 2,94 

*Resultados expressos em porcentagem em base seca 

 

 

Figura 3. Cordyceps militaris em crescimento em meio sólido 

 

Fonte: autoria própria (2022). 
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2.3.2  Análises dos Extratos de C. militaris 

 

Conforme relatado na metodologia, foram realizados pré-testes de extração 

(Figura 4) a fim de melhor guiar a otimização da extração. Na Tabela 4, estão os 

resultados para os diferentes tratamentos realizados durante a extração. 

Young et al. (2022) avaliou o teor de compostos fenólicos e antioxidantes 

(DPPH e ABTS) no micélio e no corpo frutificado do C. militaris. No estudo, 

chegou-se à quantidade de 7,66 ± 1,10 mgEAG/g no cogumelo e 15,55 ± 1,10 

mgEAG/g no micélio. Em relação aos antioxidantes, os pesquisadores 

expressaram as quantidades em EC50, que é uma medida que representa a 

quantidade necessária para inibir 50% dos radicais. No estudo, foi encontrado 

uma quantidade de 3,81 ± 0,70 mg/mL para o DPPH e 1,13 ± 0,05 mg/mL para o 

ABTS.  

 

Tabela 4. Resultados de teor de compostos fenólicos totais e antioxidantes nos diferentes extratos 
Amostra CFT (mgEAG/g) DPPH (µmolET/g) ABTS (µmolET/g) 

AF 8,10c ± 0,65 15,95bc ± 3,11 13,39d ± 0,18 
AQ 9,96b ± 0,65 17,50c ± 1,32 20,92b ± 0,06 
AA 9,20bc ± 0,14 13,37b ± 1,65 12,46e ± 0,45 
AABU 19,15d ± 0,22 22,60a ± 3,12 19,43c ± 0,06 
AA 250BU 19,67d ± 0,38 22,87a ± 2,58 21,27f ± 0,10 
AA 250DU 19,91d ± 0,30 22,26a ± 3,59 21,34f ± 0,06 
AA 450DU 21,24a ± 0,57 7,82d ± 0,93 22,98a ± 0,06 

Nota: AF: extração com água destilada a 25 °C; AQ: extração com água destilada a 80 °C; 
AA: extração hidroalcóolica a 7% e 25 °C; AABU:  extração hidroalcóolica em banho 
ultrassom; AA250BU: extração hidroalcóolica 7% cominuída 250 mm e com banho ultrassom; 
AA250DU:  extração hidroalcóolica 7% cominuída 250 mm e com dispositivo ultrassom; 
AA450DU: extração hidroalcóolica 7% cominuída 450 mm e com dispositivo ultrassom. 

 

Em comparação com os dados obtidos pela pesquisa desta tese, os 

compostos fenólicos no extrato têm valores próximos quando não tratados em 

banho ou dispositivo ultrassom, nem cominuídos. Porém, comparado ao 

tratamento com 450 mm e uso de dispositivo ultrassom, o resultado obtido neste 

estudo é quase três vezes maior. Em relação aos antioxidantes, o EC50 

encontrado para o DPPH das extrações é em média 0,266 ± 0,003 mg/mL, isso 

significa que é necessário 14 vezes menos extrato para inativar 50% do DPPH 

quando comparado ao estudo de Young et al. (2022).   

Em relação ao ABTS, o EC50 é em média 0,072 ± 0,003 mg/mL. Este valor 

é 15 vezes menor que o encontrado por Young et al. (2022). Em resumo, as 
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extrações realizadas neste trabalho foram eficazes na retirada de compostos 

fenólicos e antioxidantes de dentro das células do fungo. A diferença entre os 

valores pode se dar também pela diferença de cepas de Cordyceps utilizadas e 

pelos métodos de cultivo. 

Entre as extrações analisadas, os melhores resultados foram obtidos 

utilizando o cogumelo cominuído 450 mm, utilizando água e álcool de cereais 7% 

e dispositivo ultrassom. Desta forma, os próximos passos levaram em conta estes 

parâmetros a fim de otimizar a extração.  

 

Figura 4. Imagem ilustrativa das extrações com cogumelo inteiro ou cominuído em solução 
hidroalcóolica 7%. 

 
Nota: AAM: extração com água e álcool 7%; AAU: extração com água e álcool 
em banho ultrassom; AAUCM250: água e álcool 7% em dispositivo ultrassom e 
cogumelo cominuído 250 mm; AAUCMULT: água e álcool 7% em dispositivo 
ultrassom e cogumelo cominuído 450 mm. 
 

2.3.3 Otimização da Extração Utilizando Box-Behnken 

 

Após realizadas as 15 extrações planejadas pelo método de box-behnken, 

realizou-se a análise de compostos fenólicos e antioxidantes (ABTS, DPPH e FRAP). 

Os resultados encontram-se na Tabela 5.  

Observando a Tabela 5 e comparando com os dados de cada experimento, 

pode-se observar que para os compostos fenólicos e antioxidantes (com exceção do 

DPPH), as piores extrações se encontram nos experimentos 5, 6, 9 e 10, que são as 

extrações com menor razão soluto-solvente. Já no caso do DPPH, as melhores 

extrações são a 5 e a 6, que tem entre 0 e 50% de etanol, 65% de amplitude e razão 

soluto:solvente 10.  
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Tabela 5. Concentração de compostos fenólicos e antioxidantes dos extratos de C. militaris 

Amostra 
FT 

(mgEAG/g) 

ABTS 
(µmolEqT/g) 

FRAP 
(µmolEqT/g) 

DPPH 
(µmolEqT/g) 

Cordicepina 
(mg/g) 

Adenosina 
(mg/g) 

1 13,86 ± 0,66 30,87 ± 2,56 31,88 ± 1,42 9,39 ± 0,10 1,11 ± 0,11  1,05 ± 0,03 

2 11,75 ± 0,25 27,82 ± 1,08 25,60 ± 1,15  10,87 ± 0,26 1,60 ± 0,04 1,00 ± 0,03 

3 13,14 ± 0,21 30,13 ± 1,05 32,03 ± 1,34 10,95 ± 1,12 1,20 ± 0,05 1,09 ± 0,02 

4 11,63 ± 0,31 24,18 ± 0,90 23,91 ± 0,90 9,50 ± 0,30 2,07 ± 0,27 1,12 ± 0,02 

5 7,58 ± 0,12 21,30 ± 0,48 27,76 ± 1,37 12,12 ± 0,42 0,21 ± 0,00 0,18 ± 0,02 

6 7,14 ± 0,34 18,60 ± 0,54 19,38 ± 0,79 11,17 ± 0,56 0,41 ± 0,00 0,23 ± 0,01 

7 15,15 ± 0,32 34,61 ± 0,73 32,24 ± 0,77 8,48 ± 0,23 1,41 ± 0,02 0,27 ± 0,01 

8 13,66 ± 0,31 30,98 ± 1,39 24,90 ± 0,71 8,04 ± 0,17 1,47 ± 0,05 0,25 ± 0,01 

9 6,86 ± 0,07 20,17 ± 0,93 26,13 ± 1,26 9,61 ± 0,11 1,33 ± 0,09 1,12 ± 0,06 

10 7,00 ± 0,22 21,36 ± 0,48 26,39 ± 0,43 9,93 ± 0,04 1,41 ± 0,04 1,14 ± 0,00 

11 14,86 ± 0,68 33,44 ± 1,51 28,38 ± 0,48 7,56 ± 0,32 0,70 ± 0,01 0,26 ± 0,04 

12 14,27 ± 0,59 33,51 ± 0,82 30,28 ± 0,67 8,47 ± 0,52 0,66 ± 0,01 0,19 ± 0,03 

13 11,69 ± 0,15 27,75 ± 1,00 27,45 ± 0,80 9,12 ± 0,71 0,28 ± 0,01 0,10 ± 0,03 

14 12,10 ± 0,46 29,22 ± 1,27 26,98 ± 1,27 7,80 ± 0,19 0,30 ± 0,01 0,07 ± 0,01 

15 11,76 ± 0,28 27,83 ± 1,34 27,80 ± 0,65 7,63 ± 0,31 0,28 ± 0,03 0,07 ± 0,02 

Nota: os resultados são expressos como média ± desvio padrão. FT: Fenóis totais; AG: ácido gálico; T: 

trolox; 

 

Em relação a cordicepina e a adenosina, as melhores extrações para ambos 

os compostos se encontram nos experimentos 1, 2, 3, 4, 9 e 10. Nestes experimentos, 

a porcentagem de etanol, a amplitude e a razão soluto:solvente abarcaram diferentes 

combinações nos diferentes níveis determinados, o que significa que as variáveis 

selecionadas não explicam completamente o aumento ou diminuição dos valores 

resultantes, justamente por isso, estes não entraram para a otimização, como 

explicado nos próximos parágrafos.  

Os modelos propostos na análise de regressão múltipla para as variáveis de 

resposta avaliadas (compostos fenólicos, ABTS e FRAP) foram significativos (p ≤ 

0,05) e estão apresentados na Tabela 6. Os resultados obtidos para DPPH, 

cordicepina e adenosina não puderam ser descritos pelo modelo sugerido, pois a falta 

de ajuste de dados foi significativa (P lack of fit ≤ 0,05), os baixos valores de R2 

ajustados também corroboraram para a exclusão destes dados na otimização.  

Os dados da Tabela 6 exibem que os fatores mais importantes para a 

otimização foram a razão soluto:solvente e a porcentagem de etanol. Apenas para o 

FRAP a amplitude do dispositivo ultrassom apareceu como uma variável importante. 
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Tabela 6. Efeito das variáveis independentes sobre a concentração de compostos fenólicos e 
antioxidantes. 

Variáveis 
respostas 

Fatores Coef. de 
Regressão 

Erro 
padrão 

t-valor p-valor -95% de 
confiança 

+95% de 
confiança 

Compostos 
fenólicos 
totais 
(mgEAG/g) 

Constante 12,28 0,17 70,42 0,00 11,89 12,66 
X1* -0,69 0,16 -4,25 0,00 -1,05 -0,33 
X3*** 3,67 0,16 22,51 0,00 3,31 4,03 
X3X3 -1,46 0,24 -6,12 0,00 -1,99 -0,94 
R2 
ajustado 

0,976      

P lack of 
fit 

0,170      

ABTS 
(µmolET/g) 

Constante 28,26 0,38 74,06 0,00 27,42 29,10 
X1 -1,92 0,36 -5,37 0,00 -2,70 -1,13 
X3 6,39 0,36 17,90 0,00 5,60 7,18 
X3X3 -1,51 0,52 -2,89 0,01 -2,66 -0,36 
R2 
ajustado 

0,962      

P lack of 
fit 

0,441      

FRAP 
(µmolET/g) 

Constante 26,65 0,35 75,34 0,00 25,87 27,42 
X1 -3,76 0,33 -11,38 0,00 -4,49 -3,04 
X2X2**  1,43 0,48 2,95 0,01 0,36 2,50 
X3 2,02 0,33 6,10 0,00 1,29 2,74 
R2 

ajustado 
0,925      

P lack of 
fit 

0,149      

Nota: * X1 corresponde a porcentagem de etanol (v/v); ** X2 corresponde a porcentagem de amplitude 

do dispositivo ultrassom; *** X3 corresponde a razão soluto-solvente;Os termos repetidos (X2X2 e 

X3X3) correspondem aos termos quadráticos 

 

Quando os pontos lineares são significantes (p < 0,05) significa, de modo 

simplificado, que o aumento ou a diminuição deste fator tem um efeito direto 

consistente na resposta final. Quando um termo quadrático tem significância, significa 

que o efeito deste fator faz uma “curva” ou pico, ou seja, ao chegar em um máximo 

ele muda de direção. Então com um efeito quadrático significativo o ponto ótimo não 

aumenta linearmente, mas aumenta (ou diminui, dependendo se a resposta for 

negativa ou positiva) até um certo ponto, e a partir deste ponto a resposta pode ter um 

efeito contrário, levando a diminuição da resposta.  

Em relação a este estudo, os fatores lineares X1 e X3 foram significantes em 

todas as respostas (fenóis totais, ABTS e FRAP), o que significa que o ponto ótimo 

para X1 (porcentagem de etanol) e X3 (razão soluto-solvente) estarão nos máximos 

testados neste planejamento. Porém, para os fenólicos totais e para o ABTS, como 

X3X3 (o termo quadrático da razão soluto-solvente) foi significante, este máximo tem 

um limite para a otimização. Na resposta para o FRAP o termo quadrático X2X2 foi 
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significante. É possível interpretar que para o FRAP, aumentar a amplitude tem um 

efeito positivo, porém após 80%, pode ter um efeito contrário. Isso se refere às 

respostas individualmente. 

O ponto ótimo das variáveis para a extração foi determinado visando obter o 

maior rendimento em compostos fenólicos e antioxidantes (ABTS e FRAP).  Os 

resultados otimizados por meio da superfície de resposta (Figura 5) sugerem a 

aplicação dos maiores níveis testados de amplitude (80%) e de razão soluto:solvente 

(1:30); para a porcentagem de etanol o sugerido foi 15%. O software (Statistica 8.0) 

utiliza modelos matemáticos para cada resposta individual (Fenois, ABTS e FRAP) e 

ajusta entre esses, um modelo para extração aumentada das três respostas.  

É realizado então um balanceamento dos fatores x1, x2 e x3. Para os fenóis 

totais e o ABTS o X3 (razão soluto-solvente) é um termo linear e quadrático 

significante. O termo quadrático sugere um limite, mas se o termo linear é dominante, 

o software pode optar pela maximização do termo linear X3 (+1), para otimização da 

resposta. Para o FRAP, o termo linear X3 também é significativo e positivo, o que 

sugere que o aumento da razão aumenta a resposta. Então, a decisão geral do 

software é a de que aumentar o fator X3 é benéfico para todas as respostas.  

No caso do termo X2 (amplitude), para o FRAP o termo quadrático é 

significativo, o que significa que existe uma amplitude ótima, mesmo assim, o software 

determinou, que a máxima amplitude testada (+1) é próxima o suficiente do ponto 

ótimo para o FRAP e não prejudica as outras respostas. Para os compostos fenólicos 

e ABTS o termo X2 não é significante então o seu valor não afeta de forma direta as 

respostas. A decisão foi por definir o ótimo de X2 no máximo para favorecer a resposta 

do FRAP. 

O termo X1 (porcentagem de etanol), está entre 0 e +1 pois apesar de ter um 

efeito linear significante nas 3 respostas o software pode ter entendido que colocar o 

fator X1 no máximo não beneficia o suficiente a otimização para justificar o aumento 

ou pode afetar negativamente uma das respostas (percebido pelo software por meio 

das interações ou pelas restrições do modelo), sendo assim, o valor ótimo encontrado 

esteve entre 0 e +1. Normalmente, os softwares estatísticos utilizam funções de 

desejabilidade ou métodos similares para combinarem as respostas em um critério de 

otimização (Ramírez-Brewer; Quintana; García-Zapateiro, 2024).  
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Figura 5. Superfície de resposta e gráficos de contorno mostrando os efeitos das variáveis 
independentes (porcentagem de etanol, amplitude e razão) sobre a concentração de compostos 

bioativos e atividade antioxidante no ponto ótimo dos extratos de C. militaris. 

 

 

Para validação do modelo desenvolvido para compostos fenólicos totais, ABTS 

e FRAP o extrato nas condições otimizadas foi testado. Os valores preditos para cada 

parâmetro em condições ótimas e os resultados obtidos experimentalmente estão 

contidos na Tabela 7. O resultado experimental para ABTS está contido em um 

intervalo de 95% de confiança, e os resultados de fenois totais e FRAP tiveram um 

erro em relação ao valor predito de 10% e 7,4% respectivamente, considerando o 

valor do desvio padrão é possível a validação do modelo.   
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Tabela 7. Valores preditos e experimentais das variáveis obtidas no ponto ótimo de extração do C. 
militaris.  

Variável resposta Valores 

Predito -95% de 
confiança 

+95% de 
confiança 

Observado 

Fenóis totais (mgEAG/g) 15,76 15,25 16,27 17,30 ± 1,61 
ABTS (µmolET/g) 35,23 33,66 36,79 34,10 ± 0,27 
FRAP (µmolET/g) 32,35 31,39 33,31 34,66 ± 2,76  

 

2.3.3.1  Toxicidade do extrato otimizado 

O extrato otimizado foi submetido ao ensaio de toxicidade com Artemia salina. 

Neste ensaio obteve-se um DL50 de 1379 ± 504 µL/mL. Os valores de referência foram 

estabelecidos por McLaughlin, Chang e Smith (1993) em que valores acima de 500 

µg/mL são considerados de baixa toxicidade, valores entre 100 e 500 µg/mL são 

considerados de toxicidade moderada e até 100 µg/mL são considerados de alta 

toxicidade; e o estabelecido por Meyer et al. (1982) que acima de 1000 µg/mL são 

considerados sem toxicidade para A. salina. Dentro destes valores de referência pode-

se considerar que o extrato otimizado é atóxico e, portanto, propício para a utilização 

em produtos alimentícios.  

 

2.3.3.2  Imagens de microscopia eletrônica 

Nesta seção estão dispostas as imagens obtidas em microscópio do tipo FEG. 

A Figura 6 é um comparativo entre o cogumelo seco cominuído antes (1a linha) e após 

a extração (2ª linha). Nota-se que no cogumelo seco cominuído a estrutura do 

cogumelo é mais coesa, enquanto após a extração em ultrassom, observa-se o efeito 

de cavitação, com maior formação de poros nas estruturas do cogumelo. Isso 

acontece pois o dispositivo ultrassom forma poros na matéria-prima que rompe as 

células e libera seu conteúdo interno.   
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Figura 6. Comparativo entre as estruturas do cogumelo seco cominuído pré e pós-extração. 

 

Nota: (a), (b) e (c) correspondem às imagens do cogumelo seco cominuído nos aumentos 200, 1000 e 
2000, respectivamente; (d), (e) e (f) correspondem às imagens do cogumelo seco cominuído pós 
extração nos aumentos 200, 1000 e 2000, respectivamente. 

 

2.4 Conclusão 

 

A partir das análises realizadas, foi possível otimizar a extração de compostos 

fenólicos e antioxidantes a partir do pó do cogumelo do C. militaris. Foi verificado a 

partir do planejamento experimental fatorial Box-Behnken que os melhores 

parâmetros para a extração são a utilização de uma solução aquosa com 15% de 

etanol, razão soluto:solvente de 1:30 e amplitude do dispositivo ultrassom em 80%. 

Com a utilização destes parâmetros, a resposta foi otimizada, estando dentro ou 

superior ao valor predito. Os parâmetros para o DPPH, cordicepina e adenosina não 

puderam ser otimizados por este modelo. É possível que a modelagem para 

otimização destes resultados esteja vinculada a outros solventes ou a utilização de 

outros métodos para a extração. Porém, como o objetivo da extração é a adição ao 

fermentado alcóolico de maçã para melhorar sua funcionalidade, é importante que os 

solventes sejam os mais próximos dos utilizados ou gerados na fermentação (água e 

etanol) e que também não onerem os produtores em relação ao custo, portanto a 
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adição de outros solventes como metanol, acetona e hexano, por exemplo, trariam 

mais etapas na produção e mais custos para que fosse feita sua completa retirada 

após a extração.   
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CAPÍTULO 3 - FORMULAÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DO FERMENTADO ALCÓOLICO 

DE MAÇÃ ADICIONADO DE C. MILITARIS 

 

FORMULATION AND ANALYSIS OF THE C. militaris-ADDED APPLE CIDER 

 

RESUMO 

Tendo em vista a necessidade de inovação, a busca por opções saudáveis e a 

valorização da produção nacional de maçãs, propõe-se a utilização de C. militaris para 

melhorar a qualidade funcional da sidra. Foram realizadas fermentações de 15 dias 

em frascos de 250 mL (200 mL útil), fechados com rolha e airlock a 20°C ± 2. As 

amostras foram separadas em grupo controle (C), cogumelo seco cominuído (COG), 

extrato otimizado (OTM) e meio líquido fermentado do fungo (ML). Análises (dias 1, 2, 

3, 7, 10, 11, 15) incluíram contagem celular, viabilidade, pH e cor. O frasco 15 foi 

pesado diariamente para monitorar a cinética de fermentação. Ensaios demonstraram 

compatibilidade entre C. militaris e Saccharomyces cerevisiae, comprovada por 

microscopia eletrônica (colonização de leveduras) e parâmetros fermentativos 

eficientes. A adição de cogumelo (COG) aumentou a produção de CO₂, fenóis totais, 

ácido clorogênico e ácidos orgânicos, mas reduziu aromas e apresentou leve 

toxicidade em Artemia salina (DL50: 590 ± 315). O extrato (EXT) resultou em menor 

CO₂, maior etanol e redução de fenóis/aromas, sendo atóxico. Adições do cogumelo 

após o 12º dia prolongaram a fermentação. COGAFT (fermentação adicionada de 

cogumelo após o 12° dia) elevou fenóis, ácidos orgânicos (ácido málico), açúcar 

residual (~1%) e etanol, mantendo-se atóxico. EXTAFT (fermentação adicionada de 

extrato após o 12° dia) aumentou fenóis versus controle e EXT. Ambas as 

fermentações AFT (adicionadas após o 12° dia) foram atóxicas. Este estudo é pioneiro 

na integração de C. militaris em fermentados de maçã, utilizando solventes verdes e 

revelando o cogumelo como suporte físico para leveduras. Elevados teores de ácido 

málico podem desafiar o equilíbrio sensorial; açúcar residual em suplementações 

tardias pode mitigar acidez. Estudos futuros devem otimizar a dosagem de cogumelo 

na bebida (valores menores que 6,6 g em 200 mL), analisar voláteis e realizar 

avaliações sensoriais. 

 

Palavras-chave: toxicidade; compostos fenólicos; ácidos orgânicos; cogumelo. 
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ABSTRACT 

Given the need for market innovation, consumer demand for healthier options, and the 

goal of valuing Brazilian apple production, this research proposes using C. militaris to 

enhance the functional and sensory quality of national cider. Fermentations were 

conducted for 15 days in 250 mL flasks (200 mL working volume), sealed with stoppers 

and airlocks at 20°C ± 2. Test groups included: control (C), comminuted dried 

mushroom (COG), optimized extract (OTM), and fungal fermented liquid medium (ML). 

Analyses (days 1, 2, 3, 7, 10, 11, 15) included cell counting, viability, pH, and color. 

Flask 15 was weighed daily to monitor CO₂ loss. Samples were stored (-18°C) for 

future analyses. This study optimized phenolic extraction from C. militaris and validated 

the predictive model. Fermentation assays demonstrated compatibility between C. 

militaris and Saccharomyces cerevisiae, confirmed by electron microscopy (yeast 

colonization on mushroom microstructures) and efficient fermentative parameters (cell 

growth, CO₂ production). Mushroom addition (COG) increased CO₂ production rate, 

total phenols (chlorogenic acid), and organic acids versus control, but reduced aromas 

and showed slight toxicity to Artemia salina. Extract addition (EXT) resulted in lower 

CO₂, higher ethanol, and reduced phenols/aromas, but was non-toxic. Post-day-12 

additions prolonged fermentation. COGAFT increased total phenols, organic acids 

(notably malic acid), residual sugar (~1%), and ethanol while remaining non-toxic. 

EXTAFT increased phenols versus control and EXT, with similar acidity/residual sugar 

trends. Both AFT fermentations were non-toxic. This pioneering study integrates C. 

militaris into apple fermentations, uses green solvents for extraction, and reveals the 

comminuted mushroom as a yeast growth support. Elevated malic acid levels may 

challenge sensory balance; residual sugar in late supplementation may mitigate 

excessive acidity. Future studies should optimize dosage (<6.6 g dry weight), 

qualitatively/quantitatively analyze volatile profiles, and conduct sensory evaluations. 

 

Keywords: toxicity; phenolic compounds; organic acids; mushroom.  

 

3.1  INTRODUÇÃO 

Produtores de maçã nos principais mercados de sidra (como Estados Unidos, 

França e Inglaterra) têm direcionado parte de sua produção para o cultivo de 

variedades próprias para sidra, impulsionando produção e a comercialização em 

mercados locais tanto artesanais quanto industriais.  



63 

 

Esta tendência vem muito acompanhada da busca do consumidor por 

produtos artesanais, os quais julgam ser mais confiáveis, saudáveis, inovadores e 

dentro do farm to table (da fazenda à mesa), ou seja, produtos que vem direto da 

fazenda. A proposta farm to fork (da fazenda ao garfo) foi inicialmente lançada em 

2020 como parte do ‘Acordo Verde Europeu’ (European Green Deal) e inclui 27 

objetivos para uma produção agrícola mais sustentável (Ostrom et al., 2022).  

Embora represente volume inferior ao de bebidas como cerveja e vinho, o 

mercado internacional de sidra mantém relevância significativa. Entre 2010 e 2019, 

registrou crescimento médio de pouco mais de 5% ao ano. Esse avanço reflete, 

sobretudo, a expansão acelerada no Leste Europeu, região sem tradição anterior, 

onde o mercado cresceu 400% entre 2010 e 2020, com destaque para Polônia, 

Ucrânia e Rússia (Ricome; Solano‐hermosilla; Ciaian, 2022). 

Outro motivo do aumento foi a recente descoberta (ou redescoberta) da 

bebida pelos jovens. O relatório da Comissão Europeia de 2022 apontou que as 

propagandas têm sido direcionadas a este público principalmente sob as alegações 

de bebida leve, sem glúten e a qual o mercado tem adicionado uma variedade de 

sabores (Ricome; Solano‐hermosilla; Ciaian, 2022).  

No Brasil, conforme relatado nos capítulos anteriores, a sidra é fabricada com 

maçãs de mesa, como a Gala e a Fuji, e são produtos de baixa qualidade e 

complexidade, consumidos em sua maioria durante as festas de fim de ano. Existe 

uma oportunidade de mercado a ser explorada no Brasil, que pode beneficiar suas 

maçãs para a produção de sidras e fermentados de maçã de maior complexidade de 

sabores e aromas, como ocorre com o setor vinícola, valorizando assim a matéria-

prima e tendo retorno financeiro maior do que com a fruta in natura. 

Neste capítulo serão exploradas possibilidades de melhorar a qualidade 

funcional da bebida fermentada alcóolica ainda utilizando a maçã de mesa (Gala), 

porém realizando adição de cogumelo como forma de adicionar compostos fenólicos, 

antioxidantes e aromas que aumentem a complexidade e tragam uma inovação que 

possa ser atrativa aos consumidores.  

 

3.2 Materiais e Métodos 

3.2.1  Fermentado Alcoólico de Maçã 

Maçãs Galas (54 kg) foram selecionadas, lavadas e sanitizadas em uma 

imersão de hipoclorito de sódio (150 mg/L) por 15 min à 5 °C. Após o enxague em 
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água potável, foram submetidas à prensagem (Triturador/Prensa à Frio, AGM 

Máquinas, Bento Gonçalves, RS, BR) até a extração máxima do líquido. O rendimento 

do mosto de maçã foi calculado (η: 72%) e então despectinizado (Enzima Pectinex 

3XL, Novozymes, Curitiba, Brasil) em concentração de 3 mL/hL (40°C por 30 min). A 

trasfega foi realizada, e o mosto de maçã despectinizado foi utilizado nos 

experimentos de fermentação alcoólica.   

O mosto extraído continha 11,75 g/100 mL de sólidos solúveis e foi submetido 

a fermentação em frasco de 250 mL de capacidade e 200 mL de volume útil. Neste 

frasco é adicionado uma rolha e airlock. A fermentação controle foi realizada utilizando 

mosto de maçã Gala e levedura Saccharomyces cerevisiae na concentração de 20 

g/hL (Reims Champagne, Fermol, California, EUA).  

 

3.2.1.1  Testes preliminares de fermentação com extrato de C. militaris  

 

Os experimentos foram realizados com objetivo de verificar inicialmente a 

compatibilidade da fermentação alcoólica adicionada de extrato de C. militaris. Esta 

fermentação ocorreu por 15 dias, a 20 ± 2 °C. Instituíram-se três grupos de 

fermentação: controle P (sem adição de cogumelo), fermentação 1 – C1 (com adição 

de 10% de extrato com concentração de 20 g/L) e fermentação 2 – C2 (com adição 

de 10% de extrato 200 g/L). A quantidade de extrato a ser adicionada ao mosto foi 

determinada de acordo com Jiang et al. (2020).  

A fermentação foi realizada em frascos erlenmeyers de capacidade 250 mL, 

com 200 mL de líquido (mosto, ou mosto + extrato). A levedura comercial 

Saccharomyces cerevisiae foi adicionada depois de hidratada, na concentração de 20 

g/hL. O frasco foi tampado com rolha de silicone perfurada por agulha, conectada em 

uma mangueira de silicone que tinha sua saída em um frasco com metabissulfito de 

potássio (200 mg/L).  

 

 

3.2.1.2  Fermentação do mosto de maçã com diferentes adições de cogumelo 

 

Após os testes iniciais, foram instituídos os grupos para fermentação. O 

Quadro 3 tem a representação das siglas e das fermentações realizadas. As 
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fermentações duram 15 dias, em 20 ± 2 °C, em frascos de 250 mL com 200 mL de 

líquido total, seja este adicionado ou não de cogumelos.  

 

Quadro 3. Relação de siglas e significados de cada grupo de fermentação. 
Sigla Significado 

C Fermentação controle, sem adição de cogumelos 

EXT Fermentação adicionada do extrato otimizado (33 g/L do 
cogumelo solução hidroalcóolica 15%) no tempo 0 

COG Fermentação adicionada do cogumelo em pó, cominuído, 
acondicionado em saco de chá de TNT e mergulhado no 
mosto no dia 0 e mantido até o dia 15 da fermentação 

ML Fermentação adicionada do meio líquido fermentado do C. 
militaris no dia 0 da fermentação 

COGAFT Fermentação adicionada do cogumelo em pó, cominuído, 
acondicionado em saco de chá de TNT e mergulhado no 
fermentado de maçã no 12° dia de fermentação e mantido 
por 5 dias  

EXTAFT Fermentação adicionada do extrato otimizado (33 g/L) no 
12° dia de fermentação e mantido por 5 dias 

Fonte: autoria própria 

 

Todos os parâmetros fermentativos são os mesmos da fermentação inicial 

descrita na sessão anterior, com exceção da utilização de airlock do tipo S no lugar 

dos batoques (Figura 7). O airlock foi enchido com água destilada e levemente 

tampado para evitar evaporação.  

A adição do cogumelo cominuído foi realizada em 6,6 g tendo em vista a 

concentração do extrato otimizado (33 g/L), ou seja, para alcançar esta concentração 

foram utilizados 33 g em 1 L, em 200 mL, sendo 6,6 g. A quantidade de extrato e de 

meio líquido fermentado seguiu o estudo de Jiang et al. (2020), já utilizado na 

fermentação anterior.  

As fermentações AFT (COGAFT e EXTAFT) são realizadas de forma 

diferente. Para observar se o tempo em que a adição dos cogumelos e do extrato é 

feita na fermentação alterará a produção de compostos fenólicos, antioxidantes e 

voláteis, esta fermentação foi realizada por 12 dias (período até a fermentação 

terminar a fase estacionária) sem nenhuma adição, e após este período, foi 

adicionado um saco de chá de TNT contendo pérolas de vidro para garantir a 

submersão do material e 6,6 g do cogumelo cominuído e seco na COGAFT e 20 mL 

do extrato otimizado na fermentação EXTAFT.  
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Na seção resultados, observa-se que a fermentação ML não foi bem-sucedida 

e que o meio líquido tem um conteúdo não compatível com o crescimento das 

leveduras. Por este motivo, para não deixar o texto confuso, a fermentação ML está 

citada nesta seção, mas a metodologia detalhada e os resultados obtidos serão 

separados no item 3.4, onde constará um melhor detalhamento desta fermentação.  

 

   Figura 7. Fermentações com airlock tipo S. 

 

   Fonte: autoria própria 

 

Na Figura 8, foi realizado o desenvolvimento de um fluxograma para melhor 

compreensão da metodologia utilizada para as fermentações e da definição dos 

códigos de cada amostra.  

Figura 8. Fluxograma das fermentações e códigos utilizados para as amostras 

 
Fonte: autoria própria 
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3.2.2 Cinética e Análise dos Fermentados 

 

Os fermentados foram pesados diariamente para monitorar a perda de gás 

carbônico (CO2) (Bely et al., 1990; Roger et al., 2002). Foi preparado um frasco para 

cada dia de amostra, 1, 2, 3, 7, 10, 11 e 15, assim, cada um dos frascos quando atinge 

o seu dia, teve a sua fermentação interrompida, coletou-se uma alíquota após 

homogeneização para contagem em câmara de Neubauer (XB-K-25, SMIC, China) 

onde também foi feita coloração com azul de metileno a 0,01% para determinar a 

viabilidade celular (ZEISS, AXIO-HAL100, Jena, Alemanha) (Pierce, 1970). O restante 

do fermentado alcoólico foi centrifugado por 15 minutos a 2224 g (Centrifuga, MPW-

351, Med. Instruments®, Varsóvia, Polônia). O sobrenadante foi levado para medição 

do pH (Marte científica, One Sense pH2500, São Paulo, Brasil) e cor utilizando um 

colorímetro digital (Konika Minolta, CM-5, Tóquio, Japão). O restante foi congelado a 

-20 °C para análises futuras. Um controle inicial foi realizado no tempo zero. Todas as 

fermentações ocorreram em duplicata.  

 

3.2.2.1  Fenólicos totais, antioxidantes, cordicepina e adenosina 

As análises de compostos fenólicos totais, antioxidantes (DPPH, FRAP e 

ABTS) e a quantificação de cordicepina e adenosina foram determinadas de acordo 

com os métodos descritos no capítulo II e utilizando os mesmos reagentes 

supracitados.  

 

3.2.2.2  Análise de açúcares por HPLC 

 

Foi utilizado o método de Santos et al. (2018) para as determinações de 

açúcares. As amostras foram diluídas, com água ultrapura (Milli-Q Integral®, 

Millipore®, São Paulo SP, Brazil), filtradas em filtro seringa de nylon de 0,22 µm 

(Waters, Milford, MA, EUA) e transferidas para vials. A análise foi feita em um sistema 

Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) (Waters 2695 Alliance, Milford, MA, 

EUA) com um detector de índice de refração (RI 2414, Milford, MA, EUA) uma bomba 

quaternária (Waters 2695 Alliance, Milford MA, EUA), desgaseificador e auto injetor. 

Utilizando-se uma coluna Bio-Rad HPX 87H (300 × 7.8 mm) em condição isocrática 

de uma solução aquosa de 0,006 M de ácido sulfúrico com volume de injeção de 10 
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µL e taxa de fluxo de 0,5 mL/min com a coluna aquecida e mantida a 30 ºC e o detector 

também nesta temperatura. As áreas dos picos foram obtidas e comparadas com as 

curvas padrão da sacarose (y = 107x - 147314, R2 = 0,998), da D-glicose (y = 107 – 

58762, R2 = 0,9976), da D-frutose (y = 107x – 23717, R2 = 0,9971) e do etanol (y = 

3.106x – 54534, R2 = 0,9969). Os resultados foram expressos em porcentagem.   

 

3.2.2.3  Teor alcóolico 

 

O teor alcoólico foi determinado por meio de ebuliômetro (010154, Techvision, 

Brasil). 

 

3.2.2.4  Análise de ácidos orgânicos por HPLC 

As amostras foram analisadas quanto à concentração de ácidos orgânicos 

(galacturônico, glucurônico, málico, lático, acético, isobutírico e butírico), segundo 

método de Santos et al. (2014). Para a separação desses compostos utilizou-se uma 

coluna Aminex HPX-87H (300 × 7,8 mm) a 30 °C. A fase móvel constituída de ácido 

sulfúrico (0,005 mol/L) em modo isocrático, com fluxo de 0,5 mL/min e volume de 

injeção de 10 μL de amostra.  A quantificação foi calculada pelas curvas de calibração 

do ácido galacturônico (y = 4.106x + 29815; R2 = 0,9952), glucurônico (y = 6.106x + 

97565; R2 = 0,9956), ácido málico (y = 9.106x + 16081; R2 = 0,9953), ácido lático (y =  

107x – 34388; R2 = 0,9956) e ácido acético (y = 9.106x – 75766; R2 = 0,9949), ácido 

isobutírico (y = 9.106x – 92505; R2 = 0,9956) e ácido butírico (y = 6.106x – 124032; R2 

= 0,9955).  

 

3.2.2.5  Toxicidade das sidras em Artemia salina 

A análise de toxicidade em nauplios de A. salina foi realizada conforme 

descrita no capítulo II. Com a diferença que ao invés de extrato, foram analisadas as 

sidras nas mesmas diluições descritas. 

 

3.2.2.6  Perfil fenólico 

 

Para a análise de perfil fenólico primeiro uma alíquota de 25 mL de cada 

amostras foi liofilizada (LD 1500, Terroni®, São Paulo, Brasil) até a completa retirada 
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de água das amostras. Após esse processo elas foram ressuspendidas em 3 mL de 

uma solução 3:1 de ácido acético 2,5% e metanol 99% (Alberti et al., 2014). 

As amostras foram filtradas em filtro seringa de nylon de porosidade 0,22 µm 

(Waters, Milford, MA, EUA) e transferidas em vials. As amostras foram analisadas em 

sistema de cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE), seguindo-se o método de 

Alberti et al. (2014). O sistema CLAE (Waters 2695 Alliance, Milford, MA, EUA) é 

equipado com detector de matriz de fotodiodos PDA 2998 (Waters, Milford, MA, EUA), 

bomba quaternária e amostrador automático, coluna Symmetry C18 (4,6 x 150 mm, 

3,5 µm, Waters, Milford, MA, EUA). A fase móvel é constituída de solução de ácido 

acético 2,5 % (A) e acetonitrila (B). O gradiente inicia em 3-9 % B (0-5 min), 9-16 % 

(5-15 min), 16-36,4% B (15-33 min), 36,4-100 % B (33-48 min) e recondicionamento 

da coluna 3 % B (10 min) nas condições de: fluxo 1,0 mL/min; coluna a 20ºC. As 

detecções foram feitas a 280 nm para flavan- 3-ols e dihidrochalconas; a 320 nm para 

ácidos hidroxicinâmicos; e 350 nm para flavonóis. Compara-se o tempo de retenção 

e espectro dos picos com os de padrões para identificação e quantificação. Os 

padrões utilizados foram: ácido gálico (y = 29405x – 316118, R2 = 0,9989), catequina 

(y = 4426,9x + 80508, R2 = 0,9384), epicatequina (y = 6127,6x – 17085, R2 = 0,9961), 

floridizina (y = 26549x – 662698, R2 = 0,9875), elágico (y = 26737x – 689515, R2 = 

0,9902), ácido clorogênico (y = 29624x – 337246, R2 = 0,9976), ácido cafeico (y = 

56620x – 106, R2 = 0,9902) e trans-ferrulico (y = 55433x – 781991, R2 = 0,9971). Os 

resultados foram expressos em mg/L.  

 

3.2.2.7  Análise de compostos voláteis 

 

A otimização do método para análise de compostos voláteis foi realizada no 

laboratório de métodos instrumentais da Universidade Tecnológica Federal do 

Paraná, campus Ponta Grossa. Tomou-se como princípio o método pesquisado por 

Pietrowski et al. (2012).  

Inicialmente foi preparada uma solução estoque com 50 µL de cada padrão 

volátil (9 padrões = 450 µL) e completa um balão volumétrico de 100 mL com uma 

solução etanol (5%) e água (95%). A curva foi preparada diluindo a solução estoque 

em concentrações de 0,00078% até 0,0250%.  

A captura dos compostos voláteis foi realizada pelo sistema de headspace. 

Em um vial com tampa do tipo crimp com capacidade de 20 mL, foram colocados 5 
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mL de amostra. O vial foi lacrado para evitar a saída de voláteis e no sistema de 

headspace a amostra foi aquecida e agitada por 20 min a 90 °C, com o shaker ligado 

por 10 minutos. A amostra é então aliquotada no autosampler em quantidade de 2000 

µL e injetada no cromatógrafo (Young Lin, YL 6100 GC, Coreia). A coluna utilizada 

para esta análise foi a ZB-WAX (Phenomenex, 30 m x 25 mm x 0,25 µm). O detector 

utilizado foi um FID (detector de ionização de chama). A temperatura do injetor foi de 

220 °C e a temperatura do detector, 230 °C. O gás de arraste foi nitrogênio, com fluxo 

de 2 mL/min, e a técnica de injeção foi split 1:10. A corrida se inicia com 35 ºC por 5 

min e então há uma rampa de 3 ºC/min até os 50 ºC. Dos 50 aos 60 ºC a temperatura 

sobe a 20 ºC/min. Dos 60 ºC até os 100 ºC foi feita uma rampa de 3 ºC/min e então 

dos 100 aos 240 ºC a temperatura sobe a uma taxa de 25 ºC/min. Esta temperatura 

foi mantida por 5 minutos para limpeza e então retorna para 35 ºC para 

acondicionamento até preparação da nova amostra. A curva de quantificação foi 

construída com os padrões: butirato de etila (y = 805601x + 363,75, R2 = 0,9967), 2-

hexanona (y = 454810x +331,02, R2 = 0,992), 1-octen-3-ol (y = 193156x + 341,53, R2 

= 0,9512), 2-heptanona (y = 532958x + 413,84, R2 = 0,9867), hexil acetato (y = 

767262x +489,87, R2 = 0,9872), isopentil acetato (y = 808616x +294,85, R2 = 0,9951), 

1-pentanol (y = 81543x + 130,86, R2 = 0,9577), propil acetato (y = 537756x + 1191,4, 

R2 = 0,99) e 3-metil-1-butanol (y = 106724x +161,95, R2 = 0,9518). 

 

3.2.2.8  Imagens em microscopia eletrônica de varredura 

As imagens de microscopia eletrônica foram obtidas no complexo de 

laboratórios multiusuário da Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG). As 

amostras foram retiradas do saco de TNT, dispostas em uma placa de petri e levadas 

para liofilização (LD 1500, Terroni®, São Paulo, Brasil). As amostras passaram então 

por recobrimento de ouro e então as imagens foram feitas em microscópio eletrônico 

de varredura por emissão de campo com alta performance com sistemas EBSD e EDS 

acoplados (Mira 3, Tescan, São Bernardo do Campo, SP) 

 

3.2.2.9  Análise de cor 

As análises de cor foram realizadas em colorímetro digital (marca Konica 

Minolta, Modelo CM-5, Japão) e processadas de acordo com o espaço CIE-Lab 

(Commission Internationale de l’Eclairage) a partir das coordenadas L*, a* e b*.  
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3.2.2.10 Análise estatística 

Os dados foram apresentados como média e desvio padrão. As diferenças 

entre as amostras foram avaliadas pela análise de variância (ANOVA, fator único), 

seguido de teste de médias de Fischer LSD. As análises estatísticas foram realizadas 

utilizando o Software Statistica 8 (Statsoft Inc., Tulsa, OK, USA). Para o ensaio com 

Artemia salina foi utilizado o software Minitab e a análise por Probito.  

 

 

3.3 RESULTADOS 

 

3.3.1 Resultados dos Testes Preliminares de Fermentação 

 

Os resultados obtidos na investigação inicial realizada com os extratos de 450 

mm, extraídos em solução hidroalcóolica 7% e em concentrações de 20 g/L e 200 g/L 

estão contidos na Figura 9. A fermentação controle (P) produziu ao final dos 15 dias 

5,92 °GL de álcool, a fermentação C1 7,35 °GL e a fermentação C2 6,85 °GL.  

Pela Figura 9 é possível observar que a fermentação C1, que foi adicionada 

de extrato 20 g/L, iniciou a fermentação de forma bem parecida com a fermentação 

controle, porém entre o 6° e o 8° dia, a produção de CO2 continuou a aumentar, 

enquanto a fermentação controle iniciou o processo de estabilidade. 

A fermentação C2, adicionada de extrato com concentração 200 g/L, teve uma 

fermentação com menor produção de CO2 e sua fase exponencial foi mais prolongada. 

Possivelmente por influência da alta concentração do extrato.  

Em relação às velocidades, a fermentação controle teve uma velocidade 

máxima de 5,15 g/L/d durante a fase exponencial, a fermentação C1 teve 7,19 g/L/d 

e C2 5,03 g/L/d. O extrato em baixa concentração (C1) pode ter favorecido o 

metabolismo celular da S. cerevisiae, o que aumentou a produção de CO2 e de etanol.  

O fungo apresenta um elevado teor de nitrogênio, que pode ter contribuído 

para os efeitos observados nas fermentações adicionadas de extrato 20 e 200 g/L. 

Além dos aminoácidos, o material fúngico adicionado pode conter ergosterol (não 

avaliado neste estudo), que na fermentação anaeróbica pode atuar no lugar do 

oxigênio no metabolismo das leveduras. O ergosterol atua aumentando o crescimento, 
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o metabolismo, a viabilidade das leveduras e melhorando a resistência aos altos 

teores de açúcar e ao estresse por etanol (Girardi-Piva et al, 2022). Portanto, é 

provável que o nitrogênio e o oxigênio não tenham sido limitantes nas fermentações 

alcoólicas. No estudo de Chauhan e Sharma (2024), foram quantificados 61,73 

mg/100g de ergosterol no corpo frutificado do C. militaris, ou seja, no cogumelo. 

Ainda assim, ambas fermentações foram bem-sucedidas, em relação a 

cinética, não demonstrando inibição às leveduras. A fermentação teste aconteceu 

antes da otimização do extrato, descrita no capítulo II. Este teste guiou a escolha dos 

valores de razão soluto:solvente, tendo como conclusão aqui que concentrações entre 

20 e 200 g/L não inibiram a levedura.  

O extrato otimizado foi analisado quanto ao teor de cordicepina e adenosina e 

teve como resultado: 0,70 ± 0,01 e 0,45 ± 0,01 mg/L respectivamente. Entretanto, a 

cordicepina e a adenosina não foram detectados nos experimentos com sidra.  Como 

esses compostos estão presentes em baixas quantidades no extrato, é possível que 

a quantidade adicionada (20 mL) não seja suficiente para que os compostos sejam 

detectáveis na sidra.  
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Figura 9. Liberação de dióxido de carbono (CO2) em fermentações controle e adicionada de extrato de 
cogumelo. 

 

Nota: C1: fermentação adicionada de 20 mL de extrato 20 g/L. P: fermentação controle. C2: 

fermentação adicionada de 20 mL de extrato 200 g/L 

 

 

3.3.2 Resultados da Cinética e Análises das Fermentações com Duração de 15 dias 

 

Foram realizadas as fermentações controle (C); a adicionada de cogumelo seco 

cominuído em saco de chá (COG); a adicionada de extrato otimizado (EXT); e a 

adicionada de meio líquido fermentado do C. militaris (ML). Conforme relatado na 

metodologia, 7 frascos do tipo erlenmeyer foram montados para cada um dos grupos, 

de forma a poder parar a fermentação em cada dia escolhido para monitoramento da 

fermentação (dias 1, 2, 3, 7, 10, 11 e 15), conforme observado na Error! Reference 

source not found..  
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     Figura 10. Experimento com diferentes tratamentos no início da fermentação alcoólica. 

 
Fonte: a autora. 

 

Na Figura 11 está representada a cinética de liberação de CO2 por hora de 

fermentação. A fermentação ML não está representada na figura pois não atingiu nem 

10 g/L de produção de CO2 durante os 15 dias de fermentação, por este motivo, os 

dados desta fermentação estão separados no item 3.4. Na Figura 11 observa-se o 

crescimento celular nos dias 1, 2, 3, 7, 10, 11 e 15 dos 3 grupos e suas replicatas.  

Em relação às velocidades máximas (µmax), o controle teve velocidade de 

6,09 g/L/d, a primeira fermentação adicionada de extrato (EXT F1) teve µmax de 6,43 

e a segunda (EXT F2) de 5,23. A fermentação COG F1 teve µmax de 20,29 e COG 

F2 de 11,08 g/L/d. A fermentação controle teve comportamento muito similar ao 

controle dos testes de fermentação, na seção anterior, o que era esperado. A 

fermentação com o cogumelo teve velocidades máximas muito superiores à 

fermentação controle, possivelmente pelo maior aporte de nitrogênio inicial.  

Uma diferença observada entre as fermentações 1 e 2 foi o tempo gasto na 

fase de adaptação (fase lag). As fermentações 1 demoraram ao menos 70 h para 

iniciar a fase exponencial, enquanto as fermentações 2 iniciaram a exponencial dentro 

de 24h. Devido a uma reforma nos laboratórios, a fermentação 1 ocorreu dentro do 

laboratório com temperatura controlada por ar-condicionado, tendo variado em média 

± 2 ºC. A fermentação 2 foi desenvolvida em incubadora BOD (SPLabor, Presidente 
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Prudente, SP), isso fez com que a temperatura variasse menos, que refletiu no início 

da fermentação imediata, enquanto as fermentações 1 tiveram um tempo de 

adaptação aumentado.  

 

Figura 11. Produção de CO2 nas fermentações controle, adicionada de cogumelo e adicionada de 
extrato. 

 

Nota: COG F1: primeira fermentação adicionada de cogumelo; COG F2: segunda 
fermentação adicionada de cogumelo. EXT F1: primeira fermentação adicionada de extrato 
otimizado; EXT F2: segunda fermentação adicionada de extrato otimizado; Média controle: 
média dos controles F1 e F2. 

 

Na Tabela 8 é possível acompanhar a progressão do pH de cada fermentação 

durante os dias de amostragem. O extrato otimizado tem pH de 4,88. É possível notar 

que as fermentações com adição tiveram um leve aumento no pH comparado ao 

controle durante todos os pontos de amostragem.  

 

Tabela 8. Progressão do pH das fermentações durante os dias amostrais 

Tempo (h) Controle COG EXT 

0 4,05 ± 0,0 4,1 ± 0,0 4,1 ± 0,0 

24 4,12 ± 0,09 4,08 ± 0,08 4,09 ± 0,0 

48 4,35 ± 0,47 4,45 ± 0,45 4,46 ± 0,54 

72 4,28 ± 0,53 4,51 ± 0,62 4,40 ± 0,63 

170 4,22 ±0,45 4,36 ± 0,30 4,33 ± 0,47 

240 3,99 ± 0,29 4,38 ± 0,39 4,37 ± 0,59 

264 3,87 ± 0,01 4,40 ± 0,47 4,2 ± 0,42 

360 4,00 ± 0,00 4,44 ± 0,30 4,49 ± 0,52 

Nota: resultados expressos em média ± desvio padrão 
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Na Figura 12, é demonstrada a cinética de crescimento celular, as curvas 

apresentadas correspondem a contagem de células viáveis nos dias de amostragem. 

Como a contagem de células viáveis desconta o valor de células mortas, algumas 

variações do gráfico se dão pelo aumento ou diminuição de células mortas durante a 

fermentação.   

 

Figura 12. Cinética de crescimento celular das amostras controle, adicionada de cogumelo e extrato 
otimizado   

 

Nota: COG F1: primeira fermentação adicionada de cogumelo; COG F2: segunda 
fermentação adicionada de cogumelo. EXT F1: primeira fermentação adicionada 
de extrato otimizado; EXT F2: segunda fermentação adicionada de extrato 
otimizado; Média controle: média dos controles F1 e F2. 
 

 

3.3.3 Resultados da Cinética e Análises das Fermentações Adicionadas de 

Cogumelo no 12° Dia 

 

Na Figura 13 estão apresentados os resultados de produção de CO2. O gráfico 

se inicia no momento da adição, que aconteceu no 12° dia, e foi representado como 

hora 0. Neste momento, a fermentação já está em fase estacionária, e a produção de 

0,2 g/L de CO2 que se observa até pouco mais de 40h é normal para esta fase. Após 

80h observa-se o início de uma fase de declínio na fermentação controle, o que não 

acontece nas fermentações adicionadas (COGAFT e EXTAFT) que demonstram uma 

tendência de crescimento da produção de CO2. Ainda que, em uma visão geral, essa 

produção não seja suficiente para visualizar uma mudança da fase estacionária 
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durante este período, é possível observar uma mudança de tendência, vista também 

comparando as velocidades pré e pós adição do controle e dos tratamentos.  

No controle percebe-se uma redução da velocidade mais brusca, chegando 

inclusive a um novo ganho de peso na fermentação. Nas fermentações adicionadas, 

tem-se uma redução da velocidade, comparado ao período pré-adição, porém com 

um prolongamento da fase estacionária e com o que se observa na Figura 13, um 

aumento progressivo da produção, o que indica uma tendência ao aumento.   

 

Figura 13. Produção de CO2 por hora nas fermentações controle, COGAFT e EXTAFT após adição no 
dia 12 da fermentação.  

 

Nota: COG F1: primeira fermentação adicionada de cogumelo; COG F2: segunda 
fermentação adicionada de cogumelo. EXT F1: primeira fermentação adicionada 
de extrato otimizado; EXT F2: segunda fermentação adicionada de extrato 
otimizado; Controle: média dos controles F1 e F2. 

 

 

Tabela 9. Velocidades instantâneas de formação de CO2 pré e pós o momento da adição do 
cogumelo e do extrato.  

 Velocidade no intervalo  
dos dias 10 a 12 (g/L/d) 

Velocidade no período 
pós adição (g/L/d) 

Controle 0,96 -0,0100 

COGAFT 0,24 ± 0,12 0,086 ± 0,012 

EXTAFT 0,288 ± 0,096 0,044 ± 0,0012 

 

Na Figura 14, demonstram-se as tendências de crescimento celular após o 

período de adição do extrato e do cogumelo. Vê-se que o controle está em um claro 

declínio, enquanto os fermentadores com adição demonstram uma tendência de 

manutenção, demonstrando um prolongamento da fase estacionária, corroborado 

pelos dados de produção de CO2 e pelas velocidades instantâneas. 
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Figura 14. Contagem de células viáveis no controle e nas fermentações EXTAFT e COGAFT 

 

Nota: COG F1: primeira fermentação adicionada de cogumelo; COG F2: segunda 
fermentação adicionada de cogumelo. EXT F1: primeira fermentação adicionada de extrato 
otimizado; EXT F2: segunda fermentação adicionada de extrato otimizado; Média controle: 
média dos controles F1 e F2. 

 

 

Nas próximas seções, os resultados para as fermentações de 15 dias e as 

fermentações AFT foram apresentados juntos para facilitar a compreensão e 

comparação dos dados. Inicialmente, foram apresentados os dados detalhados de 

cada análise e por último, foi formulada uma tabela comparativa dos pontos iniciais e 

finais das fermentações em todas as análises.  

 

3.3.3.1 Resultados da análise de açúcares por HPLC 

 

Nesta seção, serão discutidas as respostas obtidas a partir da análise por 

HPLC da composição de açúcares e etanol. O mosto, conforme relatado, foi analisado 

por refratômetro e teve determinado a quantidade de 11,75 °B. O ebuliômetro também 

foi utilizado para pré-determinar o teor alcóolico em °GL e guiar as diluições 

necessárias para realizar a determinação de % etanólica em HPLC, conforme relatado 

na metodologia.  

Inicialmente, observa-se que o extrato otimizado apresenta um teor de 1,68% 

± 0,01 de sacarose, 0,43% ± 0,01 de glicose, 0,67% ± 0,00 de frutose e 14% ± 0,31 
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etanol. A extração foi realizada com 15% de etanol, conforme otimizado no capítulo 

anterior, porém, se considerarmos que o processo de extração dura 15 minutos e que 

o dispositivo ultrassom, por meio do probe, acaba gerando calor na amostra 

(controlado por meio de resfriamento externo), pode ter causado uma evaporação 

demonstrada no resultado por HPLC.  

Em todas as fermentações o comportamento é de maior concentração de 

açúcares no início da fermentação que vai sendo utilizado pelas leveduras e 

transformado em etanol e gás carbônico, o que se observa pela quantificação de 

etanol na Tabela 10, onde não há presença nos primeiros dias e tem maiores teores 

ao final da fermentação.  

Nas fermentações controle não há sacarose ou glicose residual, apenas 

frutose (0,40% ± 0,07 em F1 e 0,61% ± 0,01 em F2). Isto se repete nas outras 

fermentações, com exceção de COG F1 (que teve um residual de 0,13% ± 0,01 de 

sacarose), COGAFT F1 (com residual de 0,3% de sacarose e 0,87% de frutose), 

COGAFT F2 (com residual de 0,52% de sacarose, 0,08% de glicose e 0,75% de 

frutose) e EXTAFT F1 (0,21% ± 0,01 de sacarose e 0,80% ± 0,01 de frutose) e 

EXTAFT F2 (0,12% ± 0,01 de sacarose e 0,62% ± 0,01 de frutose). 

A inserção do cogumelo e do extrato no 12° dia adiciona poucos açúcares à 

fermentação. Isso também é visto na fermentação COG (adicionada de cogumelo). O 

fato de o mosto ter um alto teor de açúcares e sólidos solúveis diminui a saída de 

açúcares do cogumelo para o meio fermentativo, tendo em vista os princípios da 

osmose. No caso do extrato, estes compostos já foram retirados da matriz em uma 

solução de menor osmolaridade (solvente etanol e água 15%), portanto ao adicioná-

lo ao mosto, vê-se um aumento considerável de açúcares (com exceção da frutose) e 

do etanol.  

 

Tabela 10. Teores de sacarose, glicose, frutose e etanol nos dias iniciais e finais da fermentação. 
(continua) 

Amostra Tempo (dias) Sacarose (%) Glicose (%) Frutose (%) Etanol (%) 

EXT OTM - 1,68c ± 0,01 0,43i ± 0,01 0,67ghij ± 0,00 14,00a ± 0,31 
      

Controle 
F1 

0 2,58b ± 0,17 3,48c ± 0,00 11,83a ± 0,04 <LQ 

 1 0,97g ± 0,02 2,14h ± 0,06 7,47e ± 0,13 <LQ 
 15 <LQ <LQ 0,40kl ± 0,07 6,49hi ± 0,18 
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Tabela 10. Teores de sacarose, glicose, frutose e etanol nos dias iniciais e finais da fermentação. 
(conclusão) 

Amostra Tempo (dias) Sacarose (%) Glicose (%) Frutose (%) Etanol (%) 

Controle 
F2 

0 2,58b ± 0,17 3,48c ± 0,00 11,83a ± 0,04 <LQ 

 1 <LQ 2,89e ± 0,00 8,95c ± 0,01 <LQ 
 15 <LQ <LQ 0,61ijk ± 0,01 6,46i ± 0,06 
      

COG F1 0 2,51b ± 0,01 3,61b ± 0,02 11,63a ± 0,02 <LQ 
 1 1,42d ± 0,003 2,70f ± 0,01 8,90c ± 0,03 0,64m ± 0,02 
 15 0,13m ± 0,01 <LQ 0,55jkl ± 0,01 6,61h ± 0,05 
      

COG F2 0 2,51b ± 0,01 3,61b ± 0,02 11,63a ± 0,02 <LQ 
 1 1,119f ± 0,004 3,11d ± 0,00 9,34b ± 0,01 0,73m ± 0,00 
 15 <LQ <LQ 0,75fghij ± 0,00 6,95f ± 0,04 
      

EXT F1 0 4,58a ± 0,03 4,15a ± 0,00 11,42a ± 0,00 <LQ 
 1 1,21e ± 0,02 2,34g ± 0,00 7,45e ± 0,01 2,41k ± 0,01 
 15 <LQ <LQ 0,37l ± 0,01 8,38b ± 0,01 
      

EXT F2 0 4,58a ± 0,03 4,15a ± 0,00 11,42a ± 0,00 <LQ 
 1 0,48i ± 0,00 2,69f ± 0,01 8,43d ± 0,03 2,11l ± 0,03 
 15 <LQ <LQ 0,63hij ± 0,01 6,93fg ± 0,01 
      

COGAFT 
F1 

0 0,31j ± 0,02 <LQ 0,91f ± 0,08 6,06j ± 0,01 

 5 0,30j ± 0,00 <LQ 0,87fg ± 0,00 6,86fg ± 0,02 
      

COGAFT 
F2 

0 0,66h ± 0,00 0,03k ± 0,00 0,79fghi ± 0,00 7,37e ± 0,04 

 5 0,52i ± 0,00 0,08j ± 0,00 0,75fghij ± 0,00 7,55d ± 0,04 
      

EXTAFT 
F1 

0 0,27jk ± 0,01 0,06j ± 0,00 0,84fgh ± 0,01 7,51d ± 0,07 

 5 0,21kl ± 0,01 <LQ 0,80fghi ± 0,01 7,78c ± 0,02 
      

EXTAFT 
F2 

0 0,16lm ± 0,02 <LQ 0,70fghij ± 0,01 7,24e ± 0,00 

 5 0,12m ± 0,01  <LQ 0,62hijk ± 0,01 6,81g ± 0,19 

Nota 1: COG F1: primeira fermentação adicionada de cogumelo; COG F2: segunda fermentação 
adicionada de cogumelo. EXT F1: primeira fermentação adicionada de extrato otimizado; EXT F2: 
segunda fermentação adicionada de extrato otimizado; COGAFT F1: primeira fermentação adicionada 
de cogumelo no dia 12 da fermentação; COGAFT F2: segunda fermentação adicionada de cogumelo 
no dia 12 da fermentação; EXTAFT F1: primeira fermentação adicionada de extrato otimizado no dia 
12 da fermentação; EXTAFT F2: segunda fermentação adicionada de extrato otimizado no dia 12 da 
fermentação. 
Nota 2: valores expressos em média ± desvio padrão. Letras minúsculas diferentes na mesma coluna 
significam diferença significativa (p<0,05) de acordo com o teste de Fischer LSD.  
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É importante notar que a fermentação padrão não teve produção alcóolica em 

24h decorridas. A produção de etanol em COG F1 e F2 e ainda mais acelerada em 

EXT F1 e F2 pode ser uma característica interessante para a indústria, visto que o 

etanol inibe o crescimento de outros microrganismos concorrentes e favorece a 

levedura que tem um metabolismo com alta tolerância a ele.  

Contudo, é necessário verificar se o alto consumo de açúcares nas primeiras 

horas da fermentação não interfere na formação aromática e na complexidade de 

sabores da bebida.  

 

 

3.3.3.2 Resultados de toxicidade em Artemia salina das sidras com e sem 

adições de cogumelo 

 

Os resultados para o ensaio de toxicidade biológica utilizando A. salina estão 

apresentados na Tabela 11 em DL50 ± desvio padrão. Com exceção da fermentação 

EXTAFT5, C15 e os valores do mosto e do extrato que não apresentam toxicidade, 

todas as fermentações apresentaram valores baixos de toxicidade segundo 

McLaughlin, Chang e Smith (1993), onde valores abaixo de 100 µg/mL são 

classificados com alta toxicidade, entre 100 e 500 são de toxicidade moderada, acima 

de 500 tem baixa toxicidade e acima de 1000 já são considerados atóxicos. Em estudo 

de Parra et al., (2001) foi avaliado o coeficiente de correlação entre a análise de 

toxicidade com A. salina e a toxicidade oral em ratos, chegando a um valor de 0,85. 

Ainda assim, estudos com A. salina são preditivos e preliminares, visto a 

complexidade do corpo humano. Observada uma toxicidade nos fermentados, mesmo 

que classificada como baixa, foi determinada a suspensão das análises sensoriais, 

anteriormente listadas no plano de trabalho.   
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Tabela 11. Valores de DL50 para as fermentações, extrato e mosto  

Amostra DL50 (uL/mL) ± desvio padrão 

Extrato 
otimizado 

1379 ± 504 

C15 2097 ± 192 

Mosto 2781 ± 189 

EXT15 1119 ± 271 

COG15 590 ± 315 

ML15 968 ± 170 

COGAFT5 1094 ± 208 

EXTAFT5 1614 ± 353 

Nota: C 15: média dos resultados dos controles F1 e F2 no dia 15;  EXT 15: média dos resultados 
das sidras adicionadas de extrato F1 e F2 no dia 15; COG 15: média dos resultados das sidras 
adicionadas de cogumelo F1 e F2 no dia 15; ML 15: resultado da sidra adicionada de meio líquido 
no dia 15; COGAFT5: média dos resultados das sidras adicionadas de cogumelo após 
fermentação inicial, medidos no último dia da fermentação (dia 5 da adição e dia 17 da 
fermentação); EXTAFT5: média dos resultados das sidras adicionadas de extrato após 
fermentação inicial, medidos no último dia da fermentação (dia 5 da adição e dia 17 da 
fermentação).  

 

3.3.3.3 Resultados das análises de compostos fenólicos totais e antioxidantes 

 

Nesta seção estão apresentados os dados de fenólicos totais e análises 

antioxidantes ABTS, FRAP e DPPH para as fermentações e o extrato otimizado 

(Tabela 12). A análise estatística foi realizada comparando a mudança dos valores 

entre os dias da mesma fermentação, ou seja, nesta seção observa-se como os 

valores se alteraram ao longo da fermentação. A seção 3.3.3 é dedicada à 

comparação de compostos fenólicos totais e antioxidantes entre as fermentações. 

 Nas fermentações controle, foi possível observar um comportamento de 

diminuição dos compostos fenólicos totais ao longo do período de 15 dias. No controle 

F1, a diminuição foi de aproximadamente 30% e na F2 de 26%. Segundo o estudo de 

Silva et al. (2019), este comportamento é normal na fermentação de maçãs do tipo 

Gala, Lis Gala e Fuji Suprema, tendo encontrado reduções entre 17 e 50% no teor de 

fenólicos totais.  
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 Nas fermentações adicionadas de cogumelo seco (COG F1 e COG F2), 

observa-se um aumento inicial dos fenólicos totais nos primeiros dias, seguido então 

de uma diminuição. Isso pode ocorrer pois a extração desses compostos ocorreu no 

próprio mosto, durante os dias da fermentação, desta forma, a interação entre o 

cogumelo e o mosto, prolongou a extração, para depois ocorrer a diminuição 

observada na fermentação controle.  
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Tabela 12. Progressão de compostos fenólicos totais e potenciais antioxidantes durante os dias das fermentações Controle, COG, EXT, COGAFT e EXTAFT 
(continua) 

Amostra Dia da fermentação TFC (mgEAG/L) DPPH (µmolET/L) ABTS (µmolET/L) FRAP (µmolET/L) 

EXT OTM - 621,67 ± 35,95 1461,06 ± 145,02 1148 ± 51,61 1329,72 ± 110,97 
      

Controle F1 0 391,89ef ± 30,22 1822,82a ± 96,10 2305,88b ± 46,04 1009,58a ± 235,15 
 1 406,43ce ± 41,43 1634,78ab ± 53,63 2322,56ab ± 139,26 1132,5a ± 210,27 
 2 472,5b ± 38,94 1770,53ab ± 140,79 2944,53c ± 23,76 1192,92a ± 57,49 
 3 451,07bc ± 33,28 1625,94ab ± 201,37 2812,58c ± 36,43 1313,75a ± 139,67 
 7 368,93ef ± 109,53 1601,34ab ± 72,45 2860,56c ± 170,50 1136,68a ± 103,30 
 10 343,93df ± 62,97 1541,29a ± 94,33 2332,84ab ± 152,36 1076,25a ± 216,81 
 11 308,21d ± 38,18 1656,70ab ± 262,28 2500,75a ± 192,25 1351,25a ± 131,12 
 15 231,43a ± 33,23 1674,75ab ± 86,47 2810,87c ± 98,29 1299,17a ± 450,05 
      

Controle F2 0 391,89c ± 30,22 1822,82a ± 96,10 2305,88a ± 46,04 1009,58a ± 235,15 
 1 455,24ab ± 56,72 2201,77a ± 760,43 2835,43c ± 50,77 1663,75b ± 180,71 
 2 486,19a ± 42,06 2061,43a ± 938,90 2852,26c ± 16,78 1655,42b ± 115,35 
 3 431,43bc ± 44,95 1984,58a ± 867,1 2822,48c ± 87,82 1530,42b ±205,52 
 7 248,1d ± 8,25 2054,75a ± 634,42 2650,27b ± 194,17 1784,58b ± 95,35 
 10 302,86d ± 72,37 1977,90a ± 903,91 2669,69b ± 111,33 1399,17ab ± 147,43 
 11 281,43d ± 14,29 1854,27a ± 760,60 2726,66bc ± 132,37 1630,42b ± 143,59 
 15 290,95d ± 34,60 1637,08a ± 668,83 2769,39bc ± 127,66 1792,92b ± 120,06 
      

COG F1 0 633,21a ± 35,61 1849,00a ± 36,51 2675,42e ± 122,84 1232,5c ± 165,13 
 1 976,07b ± 44,36 1917,15a ± 95,49 2637,82e ± 99,69 1222,08c ± 228,56 
 2 981,43b ± 22,18 1449,99c ± 166,77 3468,93bc ± 45,85 1547,08bd ± 124,42 
 3 933,21b ± 26,18 1404,46c ± 60,28 3277,24c ± 104,29 1428,33bc ± 139,03 
 7 781,43cd ± 25,82 957,65b ± 370,58 3657,49ab ± 79,68 1726,25d ± 83,16 
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Tabela 12. Progressão de compostos fenólicos totais e potenciais antioxidantes durante os dias das fermentações Controle, COG, EXT, COGAFT e EXTAFT 
(continua) 

Amostra Dia da fermentação TFC (mgEAG/L) DPPH (µmolET/L) ABTS (µmolET/L) FRAP (µmolET/L) 

 10 738,57d ± 20,82 1172,38bc ± 330,92 2812,58de ± 155,42 1630,42bd ± 100,78 
 11 806,43c ± 45,46 1132,37bc ± 336,24 2886,26d ± 142,06 1717,92d ± 27,53 
 15 776,07cd ± 65,61 1134,20bc ± 395,34 3772,07a ± 241,16 2030,41a ± 407,30 
      

COG F2 0 633,21e ± 35,61 2227,39b ± 442,76 2675,42bd ± 122,84 1232,5a ± 165,13 
 1 829,64b ± 18,70 1993,49b ± 894,29 2620,69bcd ± 38,56 1665,83abc ± 122,66 
 2 854,64b ± 30,30 1996,28b ± 306,70 2594,99cd ± 94,47 1938,06c ± 193,17 
 3 670,71de ± 26,38 1703,91ab ± 306,70 2284,87a ± 190,21 1317,92ab ± 115,75 
 7 779,64a ± 26,45 993,87a ± 446,73 2702,93bd ± 84,38 1809,58bc ± 213,37 
 10 717,14c ± 79,15 1436,60ab ± 692,21 2612,12cd ± 96,36 1834,58bc ± 110,21 
 11 681,43cde ± 37,80 1898,82b ± 360,78 2397,95ac ± 69,53 1992,92c ± 349,76 
 15 727,14cd ± 70,35 1948,94b ± 628,30 2906,82b ± 181,71 1999,17c ± 330,89 
      

EXT F1 0 362,98ab ± 26,21 1878,87d ± 429,18 2174,67de ± 99,06 1180,42a ± 80,62 
 1 382,02a ± 27,73 1931,36d ± 119,76 1575,54b ± 128,30 959,58b ± 149,28 
 2 324,29abc ± 37,75 1992,78d ± 194,67 2632,57c ± 188,69 830,42b ± 23,94 
 3 354,64ab ± 29,33 1743,86d ± 449,21 2053,56e ± 188,69 957,50b ± 139,19 
 7 329,64abc ± 41,12 1890,06d ± 149,16 2053,56e ± 115,09 1004,72ab ± 221,94 
 10 286,79c ± 25,33 1468,00ab ± 68,29 2307,14d ± 109,80 1004,72ab ± 184,34 
 11 308,21bc ± 39,81 1138,15bc ± 236,42 2544,20c ± 230,23 930,42b ± 45,33 
 15 281,43c ± 76,53 938,42c ± 127,32 2836,57a ± 101,86 982,50b ± 46,40 
      

EXT F2 0 362,98a ± 26,21 1687,20b ± 159,37 2174,67a ± 99,06 1180,42a ± 80,62 
 1 303,33bc ± 49,86 1263,96bc ± 310,01 2005,59ab ± 113,72 918,61abc ± 70,87 
 2 333,93ab ± 18,63 1358,64bc ± 106,10 2151,23a ± 128,02 1029,72abc ± 148,21 
 3 245,71f ± 34,10 1224,98bc ± 310,01 1779,43b ± 59,35 807,50c ± 36,32 
 7 288,21cd ± 12,78 1265,36bc ± 661,75 1825,12b ± 82,34 854,72bc ± 17,35 
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Tabela 12. Progressão de compostos fenólicos totais e potenciais antioxidantes durante os dias das fermentações Controle, COG, EXT, COGAFT e EXTAFT 
(continua) 

Amostra Dia da fermentação TFC (mgEAG/L) DPPH (µmolET/L) ABTS (µmolET/L) FRAP (µmolET/L) 

 10 252,86df ± 36,14 1035,64ac ± 163,01 2037,57ab ± 178,76 982,50abc ± 80,36 
 11 195,71e ± 24,74 1202,71bc ± 589,73 1813,69b ± 94,22 949,167abc ± 124,91 
 15 231,48ef ± 3,60 700,83a ± 36,12 1996,45ab ± 24,07 1126,94ab ± 170,85 
      

COGAFT F1 0 571,9b ± 30,86 1676,06c ± 25,52 2276,3b ± 79,63 1465,83b ± 280,95 
 2 912,38c ± 135,35 1954,51bc ± 289,76 2694,36a ± 55,25 1659,58bc ± 220,83 
 3 905,24c ± 78,59 2762,00a ± 92,01 2430,50b ± 116,91 1601,25b ± 107,66 
 5 776,67a ± 57,62 2493,30ab ± 692,26 2633,82a ± 48,62 2017,92a ± 134,61 
      

COGAFT F2 0 900,48b ± 95,12 2388,89a ± 640,55 3583,84a ± 119,90 2111,67b ± 125 
 1 929,05b ± 69,79 2447,36a ± 600,59 3604,55a ± 198,30 2022,083b ± 221,46 
 3 944,29b ± 27,84 1724,68a ± 68,81 3292,4b ± 220,40 2063,75b ± 153,72 
 5 750,48a ± 57,67 1936,63a ± 644,45 3174,28b ± 174,41 1554,72a ± 166,74 
      

EXTAFT F1 0 635,00a ± 117,44 2717,45a ± 19,29 2290,01a ± 142,28 1751,94a ± 503,90 
 2 510,00a ± 37,80 1373,95c ± 37,04 2471,62a ± 121,25 1032,5a ± 158,99 
 3 527,86ab ± 45,74 1461,66c ± 77,77 2449,35a ± 63,15 1351,94a ± 146,32 
 5 576,67ab ± 29,74 1191,57b ± 144,04 2405,37a ± 109,30 1632,5a ± 202,07 
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Tabela 12. Progressão de compostos fenólicos totais e potenciais antioxidantes durante os dias das fermentações Controle, COG, EXT, COGAFT e EXTAFT 
(conclusão) 

Amostra Dia da fermentação TFC (mgEAG/L) DPPH (µmolET/L) ABTS (µmolET/L) FRAP (µmolET/L) 

EXTAFT F2 0 615,00a ± 51,34 3758,84a ± 145,65 2739,61b ± 128,45 1390,83ab ± 28,87 
 1 600,71a ± 39,34 2828,83ab ± 67,52 2742,2b ± 155,90 1446,39ab ± 61,43 
 3 611,43a ± 18,44 1837,56d ± 676,71 2819,89b ± 82,91 1551,94a ± 243,86 
 5 569,52a ± 20,59 1999,54cd ± 664,88 2566,01a ± 97,23 1232,5b ± 101,04 

Nota 1: COG F1: primeira fermentação adicionada de cogumelo; COG F2: segunda fermentação adicionada de cogumelo. EXT F1: primeira fermentação 
adicionada de extrato otimizado; EXT F2: segunda fermentação adicionada de extrato otimizado; COGAFT F1: primeira fermentação adicionada de cogumelo 
no dia 12 da fermentação; COGAFT F2: segunda fermentação adicionada de cogumelo no dia 12 da fermentação; EXTAFT F1: primeira fermentação adicionada 
de extrato otimizado no dia 12 da fermentação; EXTAFT F2: segunda fermentação adicionada de extrato otimizado no dia 12 da fermentação. 
Nota 2: valores expressos em média ± desvio padrão. Letras minúsculas diferentes na mesma coluna e na mesma amostra significam diferença significativa 
(p<0,05) de acordo com o teste de Fischer LSD.  
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Nas fermentações EXT F1 e F2, os valores inicial e final de compostos 

fenólicos totais se assemelham a fermentação controle, porém, durante a fermentação 

pode-se observar a prevalência de valores mais baixos na fermentação adicionada de 

extrato.  

A adição do cogumelo e do extrato após os 12 dias de fermentação resulta 

em valores maiores de compostos fenólicos. Na fermentação COGAFT F1 e F2, a 

presença de um maior teor de etanol, tendo em vista que a fermentação já se 

encontrava no 12° dia, potencializou a extração de fenólicos totais do cogumelo seco. 

Esta extração de compostos aconteceu desde o dia 0 (na adição) até o dia 3; entre os 

dias 4 e 5, os valores diminuíram, o que indica o uso ou a biotransformação destes 

compostos na fermentação.  

Nas fermentações EXTAFT F1 e F2, a adição ocorreu no dia 0, que resulta 

em um aumento do teor de fenólicos, porém, ao longo dos próximos dias não houve 

diferença significativa, ou seja, não houve ou não foi possível perceber uma 

diminuição neste período observado.  

Em relação aos antioxidantes, a fermentação controle não mostra alteração 

significativa durante a fermentação no DPPH e no FRAP. Em relação ao ABTS, é 

possível observar maiores flutuações no mesmo período.  

Os resultados de DPPH na fermentação COG F1 e F2 demonstra também 

uma flutuação, ou seja, a capacidade antioxidante aumenta e diminui durante a 

fermentação. A partir das análises realizadas não é possível confirmar se essas 

flutuações acontecem devido a utilização de compostos pelas leveduras, pela 

degradação ou biotransformação de compostos ou até mesmo se a massa de 

cogumelo seco, após a liberação de compostos pode ter atuado como uma “rede” e 

segurado estes compostos, dependendo da osmolaridade do meio fermentativo.  

Nas fermentações EXT F1 e F2, o comportamento flutuante visto nas 

fermentações COG não se repete. Observa-se de forma geral uma diminuição mais 

linear da atividade antioxidante da sidra. Os valores finais de DPPH na fermentação 

EXT F1 e F2 foram os menores entre as fermentações.  

Da mesma forma, nas fermentações COGAFT, percebe-se um 

comportamento flutuante, ora tendo um aumento em relação ao dia da adição e ora 

tendo as quantidades mantidas sem diferença significativa. Isso está em oposição ao 

comportamento de EXTAFT, que tanto em F1 quanto em F2 tem diminuições na 

capacidade antioxidante, apesar do aumento inicial durante a adição do extrato.  
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Em relação à análise de ABTS, praticamente todas as fermentações 

demonstram comportamento flutuante, com exceção das fermentações EXTAFT F1 e 

F2 que ou não tem alterações significativas, ou demonstram comportamento 

decrescente ao final da fermentação.  

 

3.3.3.4 Resultados comparados de TPC e antioxidantes 

 

Nesta seção apresentam-se os dados de fenólicos totais (TPC) e 

antioxidantes (DPPH, ABTS e FRAP) comparados entre as fermentações nos dias 0, 

1 e 15 para as fermentações regulares e 0 e 5 para as fermentações AFT (Tabela 13). 

Em relação aos compostos fenólicos, com exceção das fermentações EXT e 

EXTAFT, todas apresentam diferença significativa entre o dia inicial e final. Os maiores 

valores foram obtidos com adição do cogumelo, porém, a extração dos compostos 

acontece logo nas primeiras 24h e depois estes compostos são parcialmente 

utilizados, diminuindo os teores até o final da fermentação.  

Em relação aos compostos fenólicos totais nos últimos dias de fermentação, 

ou seja, no ponto final, os maiores valores estão nas fermentações COG F1 e F2 e 

COGAFT F1 e F2.  

De forma geral, os maiores valores de TPC e antioxidantes foram obtidos a 

partir da adição do cogumelo. Isto significa que este procedimento acentuou a 

atividade antioxidante e o teor de fenólicos na sidra. Porém, durante a fermentação 

esses compostos progressivamente diminuíram e na maior parte dos dados 

observados nos últimos dias de fermentação não houve aumento significativo (p ˂ 

0,05) ou houve diminuição. Com exceção de COGAFT F2, que teve teores de ABTS 

e FRAP significativamente maiores. A diminuição de compostos fenólicos totais na 

sidra já foi observada por Alberti et al. (2016) e Benvenutti et al. (2019).  

Os processos para obtenção da sidra podem causar perda de compostos 

fenólicos e antioxidantes, principalmente durante a despectinização e por oxidação 

enzimática (Zardo et al., 2008).  
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Tabela 13. Comparativo de fenólicos e potencial antioxidantes nos dias 0, 1 e 15 das fermentações controle, COG e EXT e 0 e 5 nas fermentações EXT. 
(continua) 

Amostra Dia TPC (mgEAG/L) DPPH (µmolET/L) ABTS (µmolET/L) FRAP (µmolET/L) 

EXT OTM - 621,67e ± 35,95 1461,06efghi ± 145,02 1148j ± 51,61 1329,72bcdef ± 110,97 
      

Controle F1 0 391,89fg ± 30,22 1822,82cdefg ± 96,10 2305,88fgh ± 46,04 1009,58ef ± 235,15 
 1 406,43fg ± 41,43 1634,78defgh ± 53,63 2322,56efgh ± 139,26 1132,5def ± 210,27 
 15 231,43j ± 33,23 1674,75defgh ± 86,47 2810,87bc ± 98,29 1299,17cdef ± 450,05 
      

Controle F2 0 391,89fg ± 30,22 1822,82cdefg ± 96,10 2305,88fgh ± 46,04 1009,58ef ± 235,15 
 1 455,24f ± 56,72 2201,77bcd ± 760,43 2835,43bc ± 50,77 1663,75abcde ± 180,71 
 15 290,95ij ± 34,60 1637,08defgh ± 668,83 2769,39cd ± 127,66 1792,92abcd ± 120,06 
      

COG F1 0 633,21e ± 35,61 1849,00cdefg ± 36,51 2675,42cde ± 122,84 1232,5def ± 165,13 
 1 976,07a ± 44,36 1917,15cdef ± 95,49 2637,82cdef ± 99,69 1222,08c ± 228,56 
 15 776,07cd ± 65,61 1134,20hij ± 395,34 3772,07a ± 241,16 2030,41ab ± 407,30 
      

COG F2 0 633,21e ± 35,61 2227,39bcd ± 442,76 2675,42cde ± 122,84 1232,5a ± 165,13 
 1 829,64bc ± 18,70 1993,49cde ± 894,29 2620,69cdef ± 38,56 1665,83abcde ± 122,66 
 15 727,14d ± 70,35 1948,94cdef ± 628,30 2906,82bc ± 181,71 1999,17abc ± 330,89 
      

EXT F1 0 362,98ghi ± 26,21 1878,87cdefg ± 429,18 2174,67gh ± 99,06 1180,42def ± 80,62 
 1 382,02fgh ± 27,73 1931,36cdef ± 119,76 1575,54i ± 128,30 959,58ef ± 149,28 
 15 281,43ij ± 76,53 938,42j ± 127,32 2836,57bc ± 101,86 982,50ef ± 46,40 
      

EXT F2 0 362,98ghi ± 26,21 1687,20defgh ± 159,37 2174,67gh ± 99,06 1180,42def ± 80,62 
 1 303,33hij ± 49,86 1263,96fghij ± 310,01 2005,59h ± 113,72 918,61f ± 70,87 
 15 231,48j ± 3,60 700,83i ± 36,12 1996,45h ± 24,07 1126,94def ± 170,85 
      

COGAFT F1 0 571,9e ± 30,86 1676,06defgh ± 25,52 2276,3fgh ± 79,63 1465,83abcdef ± 280,95 
 5 776,67cd ± 57,62 2493,30bc ± 692,26 2633,82cdef ± 48,62 2017,92ab ± 134,61 
      

COGAFT F2 0 900,48ab ± 95,12 2388,89bc ± 640,55 3583,84a ± 119,90 2111,67a ± 125 
 5 750,48cd ± 57,67 1936,63cdef ± 644,45 3174,28b ± 174,41 1554,72abcdef ± 166,74 
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Tabela 13. Comparativo de fenólicos e potencial antioxidantes nos dias 0, 1 e 15 das fermentações controle, COG e EXT e 0 e 5 nas fermentações EXT. 
(conclusão) 

Amostra Dia TPC (mgEAG/L) DPPH (µmolET/L) ABTS (µmolET/L) FRAP (µmolET/L) 

EXTAFT F1 0 635,00e ± 117,44 2717,45b ± 19,29 2290,01fgh ± 142,28 1751,94abcd ± 503,90 
 5 576,67e ± 29,74 1191,57ghij ± 144,04 2405,37defg ± 109,30 1632,5abcde ± 202,07 
      

EXTAFT F2 0 615,00e ± 51,34 3758,84a ± 145,65 2739,61cd ± 128,45 1390,83bcdef ± 28,87 
 5 569,52e ± 20,59 1999,54cde ± 664,88 2566,01cdef ± 97,23 1232,5def ± 101,04 

Nota 1: COG F1: primeira fermentação adicionada de cogumelo; COG F2: segunda fermentação adicionada de cogumelo. EXT F1: primeira fermentação 
adicionada de extrato otimizado; EXT F2: segunda fermentação adicionada de extrato otimizado; COGAFT F1: primeira fermentação adicionada de cogumelo 
no dia 12 da fermentação; COGAFT F2: segunda fermentação adicionada de cogumelo no dia 12 da fermentação; EXTAFT F1: primeira fermentação adicionada 
de extrato otimizado no dia 12 da fermentação; EXTAFT F2: segunda fermentação adicionada de extrato otimizado no dia 12 da fermentação. 
Nota 2: valores expressos em média ± desvio padrão. Letras minúsculas diferentes na mesma coluna significam diferença significativa (p<0,05) de acordo com 
o teste de Fischer LSD.  
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3.3.3.5 Resultados da quantificação fenólica individual 

 

Em relação aos fenólicos individuais estudados (ácido gálico, catequina, 

epicatequina, floridizina, ácido elágico, floretina, ácido clorogênico, ácido cafeico e 

trans-ferrúlico), somente o ácido clorogênico pode ser quantificado. Isso foi percebido 

ainda no mosto. É possível que esta cultivar de maçã, por algum problema, inclusive 

climático, não tenha apresentado teores relevantes destes compostos, visto que em 

estudos anteriores com a maçã Gala em diferentes estádios de maturação, os 

mesmos compostos foram detectados e quantificados (Alberti et al., 2016)  

O ácido cafeico e trans-ferrúlico ficaram abaixo do limite de quantificação, 

porém estavam presentes nas amostras. Na Tabela 14 estão apresentados os valores 

de ácido clorogênico de cada fermentação. O extrato otimizado teve valor de ácido 

clorogênico abaixo do limite de quantificação. 

O ácido clorogênico é um composto fenólico considerado um importante 

metabólito secundário na maçã. É formado pela condensação do ácido quínico e do 

ácido cafeico. No estudo de Benvenutti, et al. (2019), o ácido cafeico estava presente 

na sidra em um teor de 2,16 mg/L ± 0,01 e o ácido clorogênico em 27,1 mg/L ± 0,1. 

Neste estudo, observou-se a diminuição do ácido clorogênico ao longo da 

fermentação, muito provavelmente por uma hidrólise, formando os ácidos cafeico 

(analisado no experimento) e quínico (não analisado no experimento). Neste estudo, 

não foram encontrados teores quantificáveis de ácido cafeico, porém o teor de ácido 

clorogênico ao final da fermentação é maior que os encontrados por Benvenutti (34,99 

mg/L ± 0,32 e 28,53 mg/L ± 0,24) e o comportamento também difere, pois os teores 

de ácido clorogênico aumentaram ao longo da fermentação, tanto no controle como 

nas fermentações COG e EXT. Nas fermentações AFT, se observa o contrário; os 

valores são altos já após 20 minutos da adição do cogumelo ou do extrato (dia 0) e 

decorridos 5 dias os valores diminuíram.  

Teores maiores de ácido clorogênico no mosto já foram encontrados em 

variedades de maçãs com baixa atividade da enzima polifenol oxidase (Guiné et al., 

2021; Coldea et al., 2020). Porém, comportamentos de aumento do ácido clorogênico 

durante a fermentação da sidra, até onde foi possível verificar, não foram encontrados.  
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Tabela 14. Teores de ácido clorogênico nas diferentes fermentações. 

Amostra 
Dia da 

Fermentação 
Ácido 

clorogênico (mg/L) 

Controle F1 0 15,71m ± 0,40 

 1 24,43kl ± 0,38 

 15 34,99f ± 0,32 

 
  

Controle F2 0 15,71m ± 0,40 

 1 23,38kl ± 0,23 

 15 28,53i ± 0,24 

 
  

COG F1 0 28,52i ± 1,21 

 1 34,39f ± 0,04 

 15 49,34a ± 1,00 

 
  

COG F2 0 28,52i ± 0,24 

 1 34,10fg ± 0,23 

 15 45,03b ± 0,13 

 
  

EXT F1 0 22,60l ± 0,26 

 1 25,08jk ± 0,14 

 15 35,77f ± 0,04 

 
  

EXT F2 0 22,60l ± 0,26 

 1 24,67k ± 0,03 

 15 26,92ij ± 0,27 

 
  

COGAFT F1 0 42,94c ± 0,04 

 5 36,10ef ± 5,96 

 
  

COGAFT F2 0 31,16h ± 0,04 

 5 28,87i ± 1,35 

 
  

EXTAFT F1 0 39,03d ± 0,01 

 5 37,97de ± 0,07 

 
  

EXTAFT F2 0 32,31gh ± 0,58 

 5 31,63h ± 0,23 

Nota 1: COG F1: primeira fermentação adicionada de cogumelo; COG F2: segunda 
fermentação adicionada de cogumelo. EXT F1: primeira fermentação adicionada de 
extrato otimizado; EXT F2: segunda fermentação adicionada de extrato otimizado; 
COGAFT F1: primeira fermentação adicionada de cogumelo no dia 12 da 
fermentação; COGAFT F2: segunda fermentação adicionada de cogumelo no dia 
12 da fermentação; EXTAFT F1: primeira fermentação adicionada de extrato 
otimizado no dia 12 da fermentação; EXTAFT F2: segunda fermentação adicionada 
de extrato otimizado no dia 12 da fermentação. 
Nota 2: valores expressos em média ± desvio padrão. Letras minúsculas diferentes 
na mesma coluna significam diferença significativa (p<0,05) de acordo com o teste 
de Fischer LSD.  
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No estudo de Xu et al. (2019) realizou-se a adição de glutationa ao mosto de 

maçãs para fermentação de um fermentado alcoólico de maçã. O estudo demonstrou 

que a adição desta molécula, que é composta por 3 aminoácidos (glicina, cisteína e 

ácido glutâmico), ajudou na manutenção do ácido clorogênico durante a fermentação. 

O estudo não traz os valores de ácido clorogênico no mosto, porém estabeleceu uma 

comparação entre a fermentação controle e fermentações adicionadas de glutationa 

e observou-se um aumento de ácido clorogênico progressivamente ao aumento de 

glutationa adicionada. 

Os maiores valores de ácido clorogênico foram encontrados nas 

fermentações COG F1 e F2, ambas no 15° dia. Os menores valores foram 

encontrados no mosto (Controle F1 e F2, dia 0). Apesar de o extrato otimizado não ter 

valores de ácido clorogênico acima do limite de quantificação, pode-se observar que 

os dias 0 das fermentações COG e EXT ambas tiveram valores maiores que os 

encontrados no mosto.  

Não existem estudos até o momento sobre a influência do ácido clorogênico 

diretamente no sabor da sidra, porém, os polifenóis como grupo (que inclui o ácido 

clorogênico), são reconhecidos por modificar propriedades sensoriais como o 

amargor, a adstringência e a complexidade geral de sabores (Wickland et al., 2020). 

Neste mesmo trabalho, foram avaliadas diferentes misturas de cultivares para 

produção de sidra e descobriu-se uma tendência de sidras com maiores composições 

fenólicas de serem mais mal avaliadas, pois tendem ao amargor e a adstringência. 

Esta característica foi penalizada em sidras com teores entre 87 e 200 mg/L de ácido 

clorogênico. Os blends com valores entre 13 e 28 mg/L foram melhor avaliados. 

Valores medianos não foram testados.  

 

3.3.3.6 Resultados de ácidos orgânicos 

 

Foram analisados em HPLC a presença e concentração dos ácidos 

glucurônico, galacturônico, málico, lático, acético, isobutírico e butírico. As amostras 

tiveram valores abaixo do limite de quantificação para os ácidos galacturônico, 

isobutírico e butírico. As concentrações para os outros ácidos estão demonstradas 

Tabela 15.  
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Tabela 15. Quantificação de ácidos orgânicos nas diferentes fermentações.  

Amostra 
Dia da 

fermentação 

Ácido 
glucurônico 

(%) 

Ácido málico 
(%) 

Ácido lático 
(%) 

Ácido acético 
(%) 

EXT OTM - 0,59a ± 0,02 2,72a ± 0,14 0,96a ± 0,03 <LQ 

      

Controle F1 

0 <LQ 0,65jk ± 0,00 0,10g ± 0,00 <LQ 

1 <LQ 0,67ij ± 0,06 0,13fg ± 0,01 0,91a ± 0,01 

15 0,04ef ± 0,00 0,02n ± 0,00 0,25cdef ± 0,01 0,04i ± 0,01 

      

Controle F2 

0 <LQ 0,65jk ± 0,00 0,10g ± 0,00 <LQ 

1 <LQ 0,73hi ± 0,05 0,10cd ± 0,01 <LQ 

15 <LQ 0,59k ± 0,03 0,10g ± 0,00 0,09f ± 0,01  

      

COG F1 

0 <LQ 0,65jk ± 0,00 0,10g ± 0,00 <LQ 

1 0,22bc ± 0,01 1,53c ± 0,03 0,35cd ± 0,01 0,42c ± 0,01 

15 0,20bcd ± 0,01 1,03f ± 0,05 0,37cd ± 0,03 0,07gh ± 0,00 

      

COG F2 

0 <LQ 0,65gh ± 0,00 0,10g ± 0,00 <LQ 

1 0,21bcd ± 0,01 1,65k ± 0,03 0,39bc ± 0,01 0,03i ± 0,00 

15 0,20bcd ± 0,01 1,03m ± 0,05 0,37cd ± 0,03 0,07gh ± 0,00 

      

EXT F1 

0 0,06ef ± 0,00 0,77gh ± 0,07 0,12fg ± 0,01 <LQ 

1 0,04ef ± 0,02 0,59k ± 0,01 0,11fg ± 0,00 0,50b ± 0,01 

15 0,06ef ± 0,00 0,1m ± 0,0 0,24defg ± 0,01 0,06h ± 0,00 

      

EXT F2 

0 0,06ef ± 0,00 0,77gh ± 0,07 0,12fg ± 0,01 <LQ 

1 0,06ef ± 0,00 0,75h ± 0,05 0,11fg ± 0,02 <LQ 

15 0,007ef ± 0,40 0,51l ± 0,00 0,15efg ± 0,00 0,14d ± 0,00 

      

COGAFT F1 
0 0,13cde ± 0,01 1,15e ± 0,00 0,25cdef ± 0,00 0,07gh ± 0,00 

5 0,30b ± 0,04 1,74b ± 0,00 0,52b ± 0,00 0,11e ± 0,01 

      

COGAFT F2 
0 0,14cde ± 0,00 0,67ij ± 0,02 0,24defg ± 0,02 0,15d ± 0,00 

5 0,13cde ± 0,01 1,15e ± 0,00 0,25cdef ± 0,00 0,07gh ± 0,00 

      

EXTAFT F1 
0 0,15cde ± 0,02 1,23d ± 0,07 0,29cde ± 0,04 0,07gh ± 0,01 

5 0,12cdef ± 0,03 1,14e ± 0,07 0,28cde ± 0,02 0,07gh ± 0,00 

      

EXTAFT F2 
0 0,07ef ± 0,01 0,76gh ± 0,00 0,15efg ± 0,00 0,08fg ± 0,01 

5 0,09def ± 0,00 0,83g ± 0,02 0,20efg ± 0,01 0,07gh ± 0,00 

Nota 1: COG F1: primeira fermentação adicionada de cogumelo; COG F2: segunda fermentação 
adicionada de cogumelo. EXT F1: primeira fermentação adicionada de extrato otimizado; EXT F2: 
segunda fermentação adicionada de extrato otimizado; COGAFT F1: primeira fermentação adicionada 
de cogumelo no dia 12 da fermentação; COGAFT F2: segunda fermentação adicionada de cogumelo 
no dia 12 da fermentação; EXTAFT F1: primeira fermentação adicionada de extrato otimizado no dia 
12 da fermentação; EXTAFT F2: segunda fermentação adicionada de extrato otimizado no dia 12 da 
fermentação. 
Nota 2: valores expressos em média ± desvio padrão. Letras minúsculas diferentes na mesma coluna 
significam diferença significativa (p<0,05) de acordo com o teste de Fischer LSD.  

 

No extrato otimizado encontrou-se os ácidos glucurônico (0,59% ± 0,02), lático 

(0,96% ± 0,03) e málico (2,72%) ± 0,14. O ácido glucurônico nas fermentações 

controle foi encontrado apenas no 15º dia na fermentação 1, não estando presente 
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nos outros dias dos controles. Já as fermentações adicionadas de cogumelo ou 

extrato apresentaram valores maiores deste ácido. As fermentações com maior 

quantidade de glucurônico detectadas foram as COG F1 e F2, tendo valores 3 vezes 

maiores que as fermentações EXT, 1,5 vezes maior que EXTAFT e 1,3 vezes maior 

que COGAFT.  

Em relação ao ácido málico, os valores iniciais na fermentação se mostram 

maiores que os valores ao 15º dia, isso se altera nas fermentações AFT, que hora 

sofrem um aumento no teor deste ácido (COGAFT F1 e F2) ou tem valores sem 

diferença significativa ou com decréscimo mais lento como em EXTAFT F1 e F2. O 

ácido málico, sob a ação de bactérias láticas é convertido em ácido lático e CO2. Essa 

descarboxilação acarreta uma diminuição da acidez e melhora na estabilidade e sabor 

da sidra (Alberti; Nogueira, 2021).   

No caso das fermentações com adição, vê-se os valores aumentarem pois o 

cogumelo tem ácido málico em sua composição, porém, percebe-se a diminuição 

deste ácido ao longo da fermentação e o aumento do ácido lático. 

Ao observar os teores de ácido lático nos controles, têm-se medidas entre 

0,10% e 0,25%, sendo o comportamento crescente no controle F1 e estável em F2. 

Em COG F1 e F2 os valores são em média 3 vezes maiores que no controle (0,30%). 

EXT F1 e F2 exibem os valores mais próximos ao esperado. As fermentações AFT 

mantém valores entre 0,15 e 0,52%. Os valores encontrados na literatura para o ácido 

lático no mosto de maçã vão de 0 a 0,49% (Calugar, et al., 2021; Wicklund, et al., 

2020). 

O ácido lático pode ser formado como produto final da glicólise, sendo a 

redução do ácido pirúvico, ou na transformação do ácido málico. Sensorialmente, ele 

é mais “suave” que o ácido málico, por isso sidras com maiores teores de ácido lático 

são ditas mais equilibradas. Os teores finais são muito variados, principalmente em 

relação a presença ou não de fase malolática e aos microrganismos utilizados. Em 

Wicklund et al. (2020) foram encontrados valores entre 22 e 55 mg/L de ácido lático; 

em Ye, Yue e Yuan (2014), o teor foi de 130,52 mg/L. Em Cerri et al. (2023), os teores 

de ácido lático chegaram a 730 mg/L após 10 dias de fermentação apenas com S. 

cerevisae e subiram para 850 mg/L quando fermentado junto com Oenococcos oeni.  

Nos estudos apresentados, não havia teores iniciais de ácido lático, porém 

conforme apresentado, valores iniciais de até 0,49% já foram relatados, ou seja, 4900 
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mg/L. No presente estudo, o mosto teve valor inicial de 1000 mg/L de ácido lático e o 

maior resultado pós-adição foi de 5200 mg/L em COGAFT F1.  

Um comportamento observado no ácido acético na maioria das fermentações 

é o de um aumento considerável nas primeiras 24h de fermentação, porém com uma 

diminuição também considerável até o 15º dia. Os valores finais de ácido acético 

variaram entre 0,04 (400 mg/L) e 0,14% (1400 mg/L) nas diferentes fermentações.  

Em Wicklund et al., (2020), os teores de ácido acético encontrados nas sidras 

variam entre 89 e 208 mg/L. Zuriarrain et al. (2015) encontrou valores entre 330 mg/L 

e 2560 mg/L em sidras comerciais na Espanha. 

 

3.3.3.7 Resultados da composição aromática dos fermentados 

 

Foram avaliados a presença e concentração dos 9 padrões aromáticos: propil-

acetato, 2-hexanona, 3-metil-1-butanol, butirato de etila, 1-pentanol, hexil-acetato, 2-

heptanona, 1-octen-3-ol e isopentil acetato. Destes, apenas 2 foram encontrados nas 

amostras: butirato de etila e 3-metil-1-butanol, demonstrados na Tabela 16. 

O butirato ou butanoato de etila é um éster de aroma frutado, descrito como 

semelhante ao morango, abacaxi, banana e maçã. Sua formação acontece a partir do 

ácido butírico. Os controles apresentaram em média os maiores níveis de butirato de 

etila. As fermentações COG e EXT apresentaram níveis maiores de butirato de etila 

que as fermentações COGAFT e EXTAFT, que tiveram os menores níveis detectados.  

No estudo de Xu et al. (2019) foram encontrados de 36,4 a 64,3 µg/L de 

butirato de etila. Este valor é pelo menos 80 vezes maior do que o encontrado no 

presente estudo. Já no estudo de (Guo; Yue; Yuan, 2018), o valor total de butirato de 

etila foi de 1751 µg/L. Ambos os estudos utilizaram headspace com SPME (solid 

phase micro-extraction, um dispositivo de microextração em fase sólida). Em Yu et al. 

(2022), o valor para butirato de etila ficou entre 0,2 e 12,8 µg/L, dependendo do 

tratamento. O butirato de etila tem valor de threshold de 20 µg/L (Wei et al., 2020). 
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Tabela 16. Quantificação de compostos aromáticos das diferentes  
formulações de sidra 

Amostra Dia Butirato de etila (µg/L) 3-metil-1-butanol (µg/L) 

EXT OTM - <LQ <LQ 
    

Controle F1 0 <LD <LD 
 1 <LD <LD 
 15 0,35d ± 0,22 8,00de ± 2,00 
    

Controle F2 0 <LD <LD 
 1 <LD <LD 
 15 0,51c ± 0,12 10,00cd ± 0,00 
    

COG F1 0 <LD <LD 
 1 <LD <LD 
 15 0,18e ± 0,00 14,00b ± 1,00 
    

COG F2 0 <LD <LD 
 1 <LD 1,00fg ± 0,00 
 15 0,38cd ± 0,15 10,00cd ± 2,00 
    

EXT F1 0 <LD <LD 
 1 <LD <LD 
 15 0,45cd ± 0,00 6,00e ± 2,00 
    

EXT F2 0 <LD <LD 
 1 <LD 1,00fg ± 1,00 
 15 0,1ef ± 0,0 6,00e ± 2,00 
    

COGAFT F1 0 0,4cd ± 0,0 8,00de ± 1,00 
 5 0,5c ± 0,0 11,00c ± 1,00 
    

COGAFT F2 0 1,2a ± 0,2 21,00a ± 2,00 
 5 0,5c ± 0,2 8,00de ± 1,0 
    

EXTAFT F1 0 0,4cd ± 0,0 10,00cd ± 1,00 
 5 0,4cd ± 0,2 12,00bc ± 2,00 
    

EXTAFT F2 0 0,5c ± 0,2 8,00de ± 1,00 
 5 0,7b ± 0,0 7,00f ± 0,00 

Nota 1: COG F1: primeira fermentação adicionada de cogumelo; COG F2: segunda 
fermentação adicionada de cogumelo. EXT F1: primeira fermentação adicionada de 
extrato otimizado; EXT F2: segunda fermentação adicionada de extrato otimizado; 
COGAFT F1: primeira fermentação adicionada de cogumelo no dia 12 da fermentação; 
COGAFT F2: segunda fermentação adicionada de cogumelo no dia 12 da fermentação; 
EXTAFT F1: primeira fermentação adicionada de extrato otimizado no dia 12 da 
fermentação; EXTAFT F2: segunda fermentação adicionada de extrato otimizado no dia 
12 da fermentação. 
Nota 2: valores expressos em média ± desvio padrão. Letras minúsculas diferentes na 
mesma coluna significam diferença significativa (p<0,05) de acordo com o teste de 
Fischer LSD.  
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O etil butirato, juntamente com o acetato de etila, o álcool butílico e o álcool 

2-metilpropílico são os mais facilmente perdidos durante o processo de esmagamento 

da fruta (Arvisenet et al., 2006). Os polifenóis também podem influenciar na 

volatilidade de alguns compostos como butirato de etila, octanoato de etila, 4-etilfenol, 

1-hexanol, 2-fenil etanol. Isso está relacionado à conformação espacial dos polifenóis 

e sua concentração. A volatilidade destes compostos mais hidrofóbicos pode diminuir, 

aumentando a permanência destes compostos na sidra quando o teor de 

epicatequina, ácido hidrocafeico e floridizina estão presentes (Guo; Yue; Yuan, 2018). 

Neste presente estudo, o teor de ácido clorogênico foi considerado alto, porém não 

foram encontrados epicatequina, ácido cafeico e floridizina, isso pode ter colaborado 

para os teores reduzidos de butirato de etila. 

O maior valor de 3-metil-1-butanol, que é um álcool superior descrito com um 

aroma de mel e frutado, foi encontrado em COGAFT F2, no dia da adição do 

cogumelo, porém, este aroma presente no dia 0 não foi mantido até o final da 

fermentação. Yu et al. (2022) quantificou entre 600 e 1200 µg/L de 3-metil-1-butanol 

nas sidras analisadas. Em Guo, Yue e Yuan (2018) foram encontrados 32,36 mg/L do 

3-metil-1-butanol. O threshold deste composto é de 30.000 µg/L.  

Os dados obtidos não são suficientes para definir a diferença entre os 

tratamentos em relação ao aroma da fermentação. É necessário uma caracterização 

mais profunda das amostras, com utilização de detector de massas (CG-LC-MS), para 

uma comparação mais precisa. 

  

3.3.3.8 Análise de cor 

A amostra controle e com adição de cogumelo e extrato foram comparadas 

durante os dias amostrais em relação à luminosidade L*, cor verde/vermelho a*, e cor 

azul/amarelo b*. Desta representação numérica, chamada CIE Lab* foram 

desenvolvidos gráficos de cor demonstrando a evolução de cor da bebida durante a 

fermentação e comparando as fermentações em seus dias finais.  

 Na Figura 15, estão representadas as médias das cores obtidas nos 15 dias de 

fermentação controle. Observa-se que o mosto tende a uma cor mais amarelada, que 

ganha uma tonalidade “areia” ou “palha”, típica da sidra.  
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Figura 15. Evolução das cores da sidra controle durante os 15 dias de fermentação. 

 

 Na Figura 16 estão apresentadas as cores das fermentações COG. Nesta 

fermentação observa-se a prevalência de um tom ainda na região do amarelo, porém 

com maior presença de subtons entre o vermelho e o marrom, influenciado pela 

extração dos compostos do cogumelo durante os dias da fermentação. Esta cor no 

cogumelo é dada em parte pelos carotenoides, que estão presentes em quantidades 

de 2000 a 7000 ug/g (Yang et al., 2020; Zhao et al., 2021) Ainda observando a Figura 

16, pode-se observar a diferença entre as cores da fermentação COG com o mosto e 

os dias 1 e 15 do controle.  

 

Figura 16. Evolução das cores da sidra COG durante os 15 dias de fermentação. 

 

 

 Na Figura 17 foram compilados os resultados para cor das fermentações EXT 

F1 e F2. Em relação a cor, esta fermentação encontra-se mais próxima ao esperado 

para a sidra, como pode se observar comparando com o mosto e os dias 1 e 15 do 

controle. Apesar do extrato ter uma cor mais intensa e voltada quase para um marrom 
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alaranjado, a quantidade inserida na fermentação (20 mL) alterou a cor final, porém 

mantendo-a mais próxima que as outras fermentações.  

Figura 17. Evolução das cores da sidra EXT durante os 15 dias de fermentação. 

 

 Na Figura 18, estão os dados relacionados a fermentação COGAFT. Nesta 

imagem é possível observar o quanto a adição do cogumelo afasta a fermentação do 

tom amarelo em direção ao vermelho, a medição do dia 0 foi realizada 20 minutos 

após a inserção do cogumelo e já é possível observar uma grande diferença na 

intensidade do amarelo entre o dia 15 do controle e o dia 0 da adição do cogumelo. 

Porém observando do dia 2 em diante, podemos ver que a cor se afasta um pouco 

mais do amarelo em direção ao vermelho e alcança uma estabilidade aparente. 

  

Figura 18. Evolução das cores da sidra COGAFT durante os 5 dias de fermentação. 
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 Em relação a fermentação adicionada de extrato no 12º dia (EXTAFT), pode-

se verificar (Figura 19) que o extrato exerceu maior influência na cor ao ser adicionado 

nesta fase do que ao início do processo (como em EXT).  

 

Figura 19. Evolução das cores da sidra EXTAFT durante os 5 dias de fermentação. 

 

 Na Figura 20, está apresentado o comparativo do último dia de cada 

fermentação.  

 

Figura 20. Comparativo das cores das diferentes formulações de sidra nos últimos dias de cada 
fermentação. 

 

 

3.3.3.9 Imagens em microscópio eletrônico de varredura 

 Na Figura 21, encontram-se as imagens dos dias 1, 2, 3, 7, 10, 1 e 15 da 

fermentação COG. Nos dias 1 a 3, não se evidenciou a presença das leveduras na 

matriz fúngica, porém, a partir do dia 7, já é possível perceber algumas leveduras 
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utilizando o pó do cogumelo como suporte para crescimento. Nas imagens dos dias 

10, 11 e 15, observa-se a máxima colonização, com toda a superfície coberta de 

leveduras. Isto prova principalmente a aptidão desde cogumelo na utilização em 

conjunto com as Saccharomyces cerevisae, mas demonstra também que as leveduras 

utilizaram este cogumelo como um suporte para seu crescimento, parecido com o que 

acontece na utilização de materiais para imobilização de leveduras em fermentações. 

 

Figura 21. Evolução da estrutura e da presença de leveduras nos resíduos do cogumelo cominuído 

após os dias amostrais da fermentação COG. 

 
 
Nota: (a) corresponde ao resíduo de cogumelo retirado após o 1º dia de fermentação, (b) após o 2º, (c) 
após o 3º, (d) após o 7º, (e) após o 10º, (f) após o 11º e (g) após o 15º dia de fermentação, todos com 
aumento de 8000. 
 
 

 A Figura 22, mostra em mais detalhe os resíduos de cogumelo retirados nos 

dias 7, 10, 11 e 15, e é possível observar a colonização desta matriz pelas leveduras.  

 



104 

 

Figura 22. Detalhes em FEG das leveduras encontradas no resíduo de cogumelo nas fermentações 
COG 

 
Nota: aumento de 8000 vezes nas amostras de resíduo dos dias 7(a), 10 (b), 11(c) e 15(d) da 
fermentação COG. 
 

 Na Figura 23, observam-se os dias 0, 2, 3 e 5 da fermentação COGAFT. No 

dia 0 e 2 temos poucas incidências de leveduras, o que é esperado, afinal no dia 0 o 

cogumelo foi inserido e retirado após 20 minutos e no dia 2, 48h após o início da 

fermentação. Apesar de, diferentemente do dia 0 da fermentação COG, já existir uma 

população considerável de leveduras no dia 0 da fermentação COGAFT, ainda assim, 

é necessário que as leveduras tenham um tempo para colonizar a matriz fúngica. Nas 

fotos dos dias 3 (c) e 5 (d), já se nota mais facilmente um conjunto de leveduras 

utilizando o pó do cogumelo como suporte para o crescimento.  

 

Figura 23. Evolução da estrutura e da presença de leveduras nos resíduos do cogumelo cominuído 
após os dias amostrais da fermentação COGAFT. 

 

Nota: aumento de 8000 vezes nas amostras de resíduo dos dias 0(a), 2 (b), 3(c) e 5(d) da fermentação 
COGAFT. 

 

3.3.4 Resultados da Fermentação com Adição de Meio Líquido Fermentado 

 Conforme relatado ao longo desta tese, a fermentação adicionada de meio 

líquido não teve a performance esperada, comparada ao controle, tendo 

possivelmente sofrido de algum composto que inibiu a fermentação das leveduras. 

Por este motivo, os resultados obtidos nas análises subsequentes foram separados 
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do capítulo III e adicionados ao apêndice, porém as análises foram realizadas da 

mesma forma descritas na metodologia.  

O meio líquido fermentado consiste no líquido onde ocorreu o crescimento do 

fungo, diferentemente do crescimento em meio sólido que forma o micélio e 

posteriormente o cogumelo, no líquido o crescimento micelial pode acontecer de forma 

dispersa quando em cultivo submerso, ou formando um disco de micélio se for de 

cultivo em superfície. Neste trabalho realizou-se o cultivo de superfície, o micélio foi 

separado do meio líquido, que recebeu os tratamentos relatados no segundo capítulo 

para poder ser aplicado na sidra.    

 

 

  

Abaixo estão apresentados os resultados obtidos com a sidra adicionada de 

meio líquido fermentado. 

 

Tabela 17. Progressão do pH na sidra adicionada de meio líquido fermentado 

TEMPO (h) pH Células/mL 

0 4,06 6,38E+05 

24 3,88 1,81E+06 

48 4,03 1,70E+07 

72 3,98 1,58E+07 

170 3,9 5,56E+06 

240 3,86 2,05E+06 

264 3,98 2,38E+06 

360 4,01 1,21E+07 
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 Entre as 24 e 48h da fermentação, a sidra adicionada de meio líquido mudou 

radicalmente de cor, como mostrado nas imagens abaixo. Levantou-se a hipótese de 

ser uma atividade enzimática, portanto, estabeleceu-se o teste utilizando o meio 

líquido pasteurizado. Para a pasteurização, o meio líquido foi mantido a 80 ºC por 15 

minutos. Na fermentação com o pasteurizado não houve mudança de cor. Não foram 

realizadas mais análises para avaliar a composição enzimática do meio líquido. A 

fermentação, no entanto, teve o mesmo perfil da fermentação com o meio líquido não-

pasteurizado, ou seja, pouca liberação de gás carbônico comparada à fermentação 

padrão.  

 

 

Figura 24. Foto comparativa da cor dos fermentados no tempo 0 da fermentação. 

 
Fonte: a autora 
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Figura 25. Fotografia do fermentado adicionado de meio líquido no dia 0. 

 
 

Figura 26. Fotografia da cor do fermentado adicionado de meio líquido ao 10º dia. 
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3.4 CONCLUSÃO 

 

Conclui-se que a adição do cogumelo C. militaris foi compatível com a 

utilização da S. cerevisiae, demonstrado principalmente pelas imagens de 

microscópio eletrônico de varredura onde as leveduras foram encontradas dentro das 

microestruturas do cogumelo cominuído, mas também pelos parâmetros 

fermentativos, como o crescimento celular e a produção de CO2 que foram eficientes 

tanto nas fermentações adicionadas de cogumelo quanto nas adicionadas de extrato.  

As diferenças então podem ser encontradas entre as adições, dependendo do 

que se deseja favorecer. Ao adicionar o cogumelo no tempo 0 da fermentação (em 

comparação ao controle), foi observado um aumento da velocidade e da produção de 

CO2, aumento do teor de compostos fenólicos totais e do ácido clorogênico 

(particularmente), aumento do percentual de ácidos orgânicos, principalmente pelo 

aumento dos ácidos málico e lático, porém com teor semelhante ao controle de 

açúcares residuais e etanol, teor diminuído dos aromas analisados e classificação de 

leve toxicidade.  

Já na fermentação adicionada de extrato no dia 0 (EXT), observa-se uma 

produção menor de CO2, e com menor velocidade, comparado ao controle e a 

fermentação COG; menor residual de ácidos orgânicos que a fermentação COG, 

porém mais próximo ao padrão; percentual de açúcar residual similar ao controle, 

porém com teor alcóolico mais elevado. A produção dos aromas estudados foi em 

média mais baixa que o controle. Em relação aos compostos fenólicos teve valores 

mais próximos ao controle e menores que a fermentação COG, também observado 

no teor de ácido clorogênico. Porém, com estes resultados, foi considerado atóxico 

pelo ensaio com Artemia salina.  

Em relação as fermentações AFT, ou seja, as fermentações adicionadas de 

extrato e cogumelo no 12º dia de fermentação, ambas foram capazes de prolongar a 

fermentação, pois no controle há um início de comportamento de morte celular, 

enquanto nas fermentações AFT vê-se uma continuidade da fermentação.  

A adição do cogumelo no 12º dia da fermentação (COGAFT) teve produção 

aumentada de compostos fenólicos totais, porém sem grandes diferenças na 

produção de ácido clorogênico. Nesta fermentação está a maior concentração de 

ácidos orgânicos, muito pela adição do ácido málico trazida pelo cogumelo e que não 

foi convertido em ácido lático. Isso pode acarretar maior acidez e adstringência para 
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a sidra, visto que o ácido lático é mais desejado sensorialmente. Esta foi também a 

fermentação com maior percentual médio de açúcar residual (1% em média) e teor de 

etanol mais alto que o controle e o COG, porém ainda dentro do permitido pela 

legislação. Nesta fermentação foram encontrados os maiores valores para os aromas 

estudados, porém foram encontrados no dia 0 e não foram mantidos até o dia 5. Esta 

fermentação também foi considerada atóxica.  

Por fim, a fermentação adicionada de extrato otimizado no 12º dia da 

fermentação (EXTAFT), apresentou teor de compostos fenólicos totais maior que o 

controle e a fermentação EXT, porém com valores menores que COG e COGAFT. 

Teve valores finais de ácido orgânicos mais elevados que o controle, porém parecidos 

com as fermentações adicionadas. Assim como COGAFT, teve valores maiores de 

ácido málico que não foram convertidos em ácido lático, podendo causar uma acidez 

indesejada. Apesar disso, assim como em COGAFT também, o teor de açúcares 

residuais também foi maior que no controle. Este açúcar residual pode auxiliar a 

equilibrar o excesso de acidez. Em relação aos aromas, esta fermentação teve baixa 

produção dos compostos avaliados. Esta fermentação também foi considerada 

atóxica.  

Houve diferença na cor de todas as fermentações adicionadas. Para entender 

se essas mudanças são bem recebidas pelos consumidores é necessário realizar uma 

análise sensorial em estudos futuros.  
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

A extração dos compostos fenólicos pôde ser otimizada e o modelo validado. 

Destaca-se a inovação e precursão deste trabalho em estudar a adição do cogumelo 

C. militaris para desenvolvimento de um fermentado de maçã. Houve progresso na 

determinação de melhores parâmetros para extração de compostos fenólicos e 

antioxidantes do cogumelo, utilizando solventes verdes e tempos diminutos na 

extração, o que colabora para um desenvolvimento sustentável.  

Houve um avanço na área a partir do conhecimento da possibilidade de 

utilização deste cogumelo junto com a levedura Saccharomyces cerevisae. A 

utilização do cogumelo, tanto em extrato quanto em pó, permitiu a adição de 

compostos fenólicos. O ácido lático, desejável para melhor sensorial do produto 

também foi encontrado em maior quantidade nas fermentações adicionadas, porém, 

a maior presença do ácido málico pode ser um desafio sensorial.  

Pela primeira vez também foi registrado a utilização do cogumelo cominuído 

como suporte para o crescimento das leveduras. Este estudo contribui para o 

desenvolvimento de bebidas adicionadas de cogumelo, que tem potencial para se 

tornar uma inovação neste mercado.   
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