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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 alcodlica fermentada de macas, tem seu perfil sensorial definido
principalmente por variedades e processamento. No Brasil, seu carater suave e pouco
complexo resulta do uso predominante de macés de mesa (como Gala e Fuiji). Este
estudo propde a incorporacdo 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, proteinas, lipideos) e
otimizou-se a extracéo de bioativos via delineamento Box-Behnken (15 experimentos),
avaliando fendis totais, atividade antioxidante (FRAP, DPPH, ABTS), cordicepina e
adenosina. A extracao otimizada empregou solucao hidroalcoolica 15%, amplitude
ultrassdnica de 80% e raz&o soluto:solvente 30:1, com toxicidade testada em Artemia
salina. Posteriormente, conduziram-se fermentagdes em frascos de 250 mL (200 mL
atil, 20°C + 2, 15 dias) com quatro grupos: controle (C), cogumelo seco (COG), extrato
otimizado (EXT) e meio liquido fungico (ML). Monitorou-se diariamente viabilidade
celular (camara de Neubauer/azul de metileno), pH, cor e perda de CO,. Adi¢des
tardias (apds o 12° dia: COGAFT, EXTAFT) também foram avaliadas, com analises
pos-fermentacédo de fendis, acidos organicos, volateis e acucares. Os resultados
revelaram que o modelo de extracdo otimizado foi valido para fendis totais (r = 0.98),
FRAP (r = 0.94) e ABTS (r = 0.97), elevando esses parametros em 147%, 182% e
89%, respectivamente. O extrato mostrou-se atoxico (DLso = 1379 + 504 pL/mL). Nas
fermentacdes, o grupo COG aumentou a producdo de CO,, fendis totais, acido
clorogénico e acidos organicos, mas reduziu aromas e exibiu leve toxicidade. O EXT
foi atoxico, com maior etanol e menor CO,. Adicdes tardias prolongaram a
fermentacédo, mantendo atoxicidade e elevando acido malico e acucar residual (~1%),
sendo que COGAFT incrementou fendis, acidos organicos e etanol, enquanto
EXTAFT superou o controle em teores fendlicos. Microscopia eletrdnica confirmou a
acao do cogumelo cominuido como suporte para Saccharomyces cerevisiae. Conclui-
se que C. militaris agrega funcionalidade as sidras, embora teores elevados de acidos
organicos demandem ajustes sensoriais.

Palavras-chave: sidra, cogumelo, fermentacdo alcoOolica, extracdo hidroalcdolica,
atividade antioxidante, toxicidade, acidos organicos.



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 CO, 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
(DLsg = 1379 £ 504 pL/mL). In fermentations, the COG group increased CO,
production, total phenols, chlorogenic acid, and organic acids but reduced aromas and
exhibited slight toxicity. EXT was non-toxic, with higher ethanol and lower CO,. 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. Itis 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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INTRODUCAO

A sidra é uma bebida alcodlica resultante da fermentacédo do mosto de macas,
cujas propriedades sensoriais variam conforme a regiao de producéo, tradicdes locais,
variedades de maca utilizadas e métodos tecnoldgicos aplicados no processamento.
No Brasil, a produgéo de sidra utiliza predominantemente magas de mesa, como as
variedades ‘Gala’ e ‘Fuji’. Essas cultivares proporcionam uma bebida com perfil
sensorial mais suave, de baixa acidez e adstringéncia, e uma menor complexidade
aromatica. Outra caracteristica das macéds escolhidas para mosto € que elas ndo
estdo apropriadas ao comércio in natura, sejam por defeitos fisiol6gicos ou
morfolégicos 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 esporadico, relacionada a festas de fim de ano, e pouco valorizada, o que
difere das mesmas bebidas produzidas na Franca, Inglaterra e Suica, que tem
tradicdo e investem em cultivares mais aromaticos, com teores de acucares e
nutrientes mais adequados para a fermentacao e aceitacdo sensorial. Mesmo assim,
segundo o relatorio do IBGE (2018), o setor nacional aumentou a producdo em 34%
e o valor das vendas aumentou 78% de 2016 a 2018 (numeros relacionados ao total
da categoria: sidra, hidromel e perada/poiré). Este crescimento ocorre devido a
demanda por bebidas com teor alcodlico reduzido e sem a presenca de glaten na sua
constituicdo. Desta forma, o desenvolvimento de sidras com maior impacto sensorial
e funcional se tornam importante para a valorizacdo 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 € um fungo conhecido por sua utilizacdo milenar na
medicina tradicional Chinesa; em sua composicdo encontra-se ergosterol, manitol,
adenosina, cordicepina e exopolissacarideos. O composto mais estudado neste fungo
€ a cordicepina, por sua funcdo antitumoral (efeito apoptético em células
cancerigenas), anti-fadiga, anticolesterolémico e antioxidante. Desta forma, este
fungo se tornou um candidato, por meio de seus compostos bioativos e suas
caracteristicas sensoriais, a auxiliar no desenvolvimento de um produto fermentado

de maca que trouxesse maior complexidade aromética e de sabores, valorizasse o
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produto nacional e favorecesse o crescimento da industria de beneficiamento da
magca.

Este trabalho tem como objetivo o melhoramento funcional da sidra utilizando
o fungo Cordyceps militaris na fermentacdo alcodlica, nas formas de cogumelo
cominuido e extrato otimizado, adicionados ao mosto de maga (dia zero) e no inicio

da segunda fermentacéo (ap6s 12 dias de fermentacao).
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL
Avaliar a aplicacdo de Cordyceps militaris na fabricacdo da sidra a fim de

melhorar a sua qualidade funcional.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Realizar caracterizacao fisico-quimica e bioativa do fungo desidratado;

. Otimizar a extracdo de compostos bioativos a partir de extratos aquosos
e extratos hidroalcoolicos, com e sem auxilio de dispositivo ultrassénico;

. Definir protocolo para elaboragédo de fermentado alcodlico de maca
adicionado de C. militaris ou de seu extrato;

. Avaliar o efeito de diferentes apresentacbes do fungo no mosto
(cogumelo seco cominuido, micélio seco, adicdo de extrato e adicdo de fermentado
liquido fungico) em relacéo aos parametros fisico-quimicos;

. Avaliar o efeito da presenca do C. militaris na curva de crescimento de
Saccharomyces cerevisiae nas diferentes formulagcdes de sidra a partir da cinética de
crescimento da levedura nas diferentes condi¢des propostas;

. Avaliar a toxicidade do fermentado alcodlico de maca com a presenca e
auséncia do C. militaris em Artemia salina para defini¢cao preliminar da segurabilidade
de ingestao;

. Verificar alteracdes nos principais compostos volateis responsaveis pelo

aroma do fermentado de maca devido a adicdo de C. militaris.
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CAPITULO 1 - REVISAO DE LITERATURA

1.1 FERMENTADO DE MAQA E SIDRA

A sidra é uma bebida alcdolica, obtida exclusivamente da fermentacdo do mosto
de maca (Malus domestica). Segundo a legislacdo brasileira, deve conter entre 3 e
8% de teor alcoolico. Permite-se a adicdo de acuUcar, sucos e polpas de frutas,
vegetais e suas partes, e mel, mas em quantidades controladas para né&o
descaracterizar o produto (MAPA, 2020).

O fermentado alcodlico € uma categoria mais ampla, também de acordo com a
legislagao (MAPA, 2012), ele deve ser fermentado com apenas uma fruta, ou seja, um
fermentado de macéa deve ser exclusivamente fermentado a partir do mosto de macas.
Em relacédo ao teor alcoolico, o fermentado pode variar de 4 a 14 % v/v.

A fermentacao alcoolica é um processo anaerobico realizado por microrganismos
onde o agucar é consumido e forma-se etanol e gas carbonico. A fermentacao
depende principalmente da quantidade e qualidade do carbono, nitrogénio, oxigénio e
hidrogénio absorvidos. Para a sidra, as concentracdes de nitrogénio sdo de grande
importancia, pois além de participarem ativamente na formacdo de odores
caracteristicos também evitam que a fermentacao seja lenta (em concentracdes acima
de 75 mg/L) (Alberti et al., 2011; Santos et al., 2015).

Diversos autores tém observado uma tendéncia de procura, principalmente por
jovens-adultos, por bebidas diversificadas, inovadoras, naturais, produzidas
localmente, com teor alcoolico moderado e sem glaten (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 sdo os maiores consumidores da bebida no pais, visto que a idade
entre 18 e 29 consome sidra 3 vezes mais que a faixa etaria dos 50 aos 64 anos
(Statista, 2018).

Este crescimento de mercado se deve a fatores como 0 aumento da procura de
produtos sem gluten, diminutos em grau alcéolico e pela iniciativa de grandes
cervejarias em lancarem sidras em seu catalogo, como a Heineken e a Stella Artois.
Avaliando os dados de 2017 a 2020, o pais com maior consumo de sidra é o Reino
Unido, que sozinho consome mais que os proximos 10 paises (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 tém
caracteristicas diferentes dependendo do pais de origem. A sidra francesa é
considerada encorpada, robusta e frutada, fermentada a partir do mosto de macas
agridoces, 0 que da uma caracteristica mais tanica e menos acida. Quanto maior
graduacéo alcodlica (alcohol by volume — ABV) mais seca, e quanto menor, mais
tendéncia ao doce e a média de ABV varia de 2,0 a 4,0%. As sidras inglesas e
irlandesas tem corpo e carbonatacdo médios em geral (porém, existem nichos de
producdo de tipos diversos nestes paises), pode chegar a 8,5% ABV, mas a média é
de 4,5 a 5,0%. As macas utilizadas também tém caracteristica amargo-doce e séo
fermentadas até esgotamento de acucares fermentesciveis, como caracteristica
nesses paises, sao adicionados agucares apos a fermentagao (AICV, 2019).

As sidras polonesas, sdo produzidas principalmente com macas de mesa,
consideradas suaves, de docgura e carbonatacdo média. Podem chegar a 8,5% ABV,
mas tem como valor comum 4,5%, também € permitida a adicdo de acucar apos a
fermentacéo (AICV, 2019).

Assim como a Pol6nia, as sidras brasileiras também sao constituidas de macéas
de mesa, em sua maioria Fuji e Gala, que correspondem a mais de 90% da producéo
brasileira (Nogueira et al., 2019). No Brasil, ndo existem sidras monovarietais, toda
producéo utiliza mais de um tipo de maca no mosto (Alberti et al., 2016).

Outra diferenca na producdao internacional e nacional esta no tamanho. Enquanto
na Inglaterra e na Franca, por exemplo, a sidra é produzida em larga, média e pequena
escala, incluindo desde grandes industrias até pequenos produtores de maca, no
Brasil a producéo é exclusivamente industrial (Alberti; Nogueira, 2021).

Neste sentido, existe pouco estimulo no Brasil para o beneficiamento da maca,
para a diversificacdo das variedades e para a busca de sidras de maior qualidade,
complexidade e variedade, diferentemente da viticultura brasileira, que investe em
varietais para a producdo de bebidas melhores, mais complexas e diferenciadas. O
investimento em bebidas alcodlicas de macd pode trazer aos produtores uma
vantagem comercial, uma valorizacdo da matéria-prima e 0 enriquecimento na
diversificacdo da sidra nacional, ndo somente voltada a festas de fim do ano, mas
também como uma opcao leve, refrescante, com potencial de maior saudabilidade e

gue inclui outros grupos consumidores.
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Uma alterativa para o melhoramento da sidra nacional estudada é a adicdo de
crio-concentrado. Este método utiliza o congelamento para remover a agua e
concentrar o liquido, neste caso o mosto. Ao adicionar este ingrediente, elevam-se 0s
teores de compostos fendlicos (57 % de aumento) e por consequéncia pode aumentar
até aproximadamente 3 vezes o nivel de antioxidantes. Esse aumento influencia na
cor, que ganha mais intensidade, mas ao mesmo tempo traz a bebida uma
adstringéncia mais pronunciada. Isso se traduziu em 81,6% de aceitacéo sensorial e
85% de intencéo 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 adicdo de sucos de outras frutas e/ou
saborizantes. Com base nas diferentes legislacbes de sidra no mundo, a sidra
aromatizada pode conter junto a base tradicional outros ingredientes como frutas,
sucos, extratos e aromatizantes (AICV, 2024). Este € o primeiro relatorio 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 0s vegetais como importante fonte de compostos
bioativos (Shashirekha; Mallikarjuna; Rajarathnam, 2013). A curta vida de prateleira
desses produtos, porém, e a iminente mudanca climatica, afetam a disponibilidade
desses produtos para o consumidor final. Algumas tecnologias como secagem,
liofilizacdo e producéo de artigos como geleias e conservas se tornam alternativas,
porém apresentam desvantagens como perda de compostos bioativos, adicdo de
compostos em excesso como acgucar ou sal, ou tem o preco mais elevado (Rios-
Corripio et al., 2022).

A fermentacéo alcdolica se torna um processo de transformacéo 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 presenca do
etanol. Estuda-se também a questdo da biodisponibilidade desses compostos
benéficos quando em bebidas alcoolicas. Alguns pesquisadores chegaram a
conclusdo de que a fermentacéo alcéolica pode beneficiar a atividade antioxidante,
anti-hipertensiva e antitrombdética, isso porqgue a matéria-prima tem os compostos
fitoquimicos e as proteinas e peptideos conjugados (menos biodisponiveis). Com a
fermentacdo, ocorrem hidrélises e processos enzimaticos, que liberam esses

compostos bioativos, tornando-o0s mais disponiveis para absor¢éo pelo corpo humano
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(Verardo; Gémez-Caravaca; Tabanelli, 2020; Verni; Verardo; Rizzello, 2019; Garcia et
al., 2013).

Além da producdo de etanol e gas carbbnico, as leveduras responséaveis pela
fermentacdo alcéolica produzem metabdlitos secundarios, 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 sdo mais

valorizadas pelos consumidores.

1.2 PROCESSAMENTO DE FERMENTADO DE MACA E SIDRA

O processo se inicia com o recebimento das macas, quando é feita a selecao,
eliminando aquelas contaminadas, batidas e inaptas para o0 processo. ApOSs
selecionadas, as macas séo lavadas e sanitizadas. Em moinho de martelos, as magas
séo trituradas e entdo levadas a prensa. Nessa etapa obtém-se o0 mosto de maca,
pode-se adicionar metabissulfito de potassio (em concentracao entre 70 e 150 mg/L).
Adicionam-se enzimas pectinoliticas ao mosto que vao precipitar a pectina e clarificar
0 mosto; esta etapa acontece por 6 a 10 horas e entdo o mosto é trasfegado,
realizando a separacao 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 fermentacdo alcoolica ocorre em
fermentadores munidos de batoque ou airlock que permitem a saida de gas carbénico
formado na fermentacdo, sem permitir a entrada de oxigénio. Esta fermentacao pode
durar o tempo necessario para esgotar o agucar disponivel, tendo sido metabolizado
em etanol e gas carbbnico, ou pode-se interromper este processo, deixando
propositalmente acucar residual na bebida.

Se ao final da fermentacéo alcoolica a acidez for muito alta, é possivel realizar
a fermentacdo malolatica, um periodo de 20 a 35 dias em que o acido malico é
convertido em acido latico, diminuindo o gosto acido. Para conservacao, € possivel
realizar a adicdo de metabissulfito de potassio ou sorbato de célcio (as concentracdes
séo variaveis dependendo da legislagdo de cada pais). A sidra é entdo clarificada,
adicionada de CO3, pode ou nao ser pasteurizada e envazada em garrafas (Alberti;
Nogueira, 2022).
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O processo fermentativo da sidra € dividido em duas etapas: a fermentacéo
alcoolica e a fermentagdo secundaria (ou malolatica), que pode ocorrer ou nao. A
fermentacdo alcoolica divide-se em fase oxidativa, onde os aromas se formam, e a
fase fermentativa, onde os microrganismos transformam os carboidratos em etanol e
gas carbodnico. Os acUcares e os aminoacidos da sidra inicialmente contribuem para
a reproducao celular e secundariamente para formacao de outros compostos, como
0s compostos aromaticos (Alberti; Nogueira, 2022).

Na fermentacdo oxidativa as leveduras originarias do mosto, chamadas de
nao-Saccharomyces, dominam o meio, enquanto as S. cerevisiae (normalmente
adicionadas ao mosto) comecam seu crescimento. As leveduras oxidativas podem
realizar este processo por 5 a 15 dias e consomem cerca de 10 g/L de acucares e 30
a 40 mg/L de nitrogénio. Essa fermentac&o 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 € de grande importancia para a
complexidade aromatica da bebida, principalmente tendo em vista que as S.
cerevisiae funcionam com o metabolismo mais voltado para a producédo de alcool que
de enzimas. No entanto, as leveduras oxidativas séo sensiveis ao alcool, e a medida
gue as S. cerevisiae crescem e produzem etanol e gas carb6bnico pela fermentacéo,
elas inibem as leveduras oxidativas.

A adicdo de compostos como anidrido sulfuroso, para evitar escurecimento
enzimatico e diminuir a quantidade de microrganismos que degeneram o produto,
pode diminuir a acdo das leveduras oxidativas, ou até mesmo cessa-las. As sidras
gue séo fabricadas apenas com a fermentacéo alcéolica, costumam ter odores mais
neutros e menos complexos. Por outro lado, quando a fermentacédo ocorre apenas
com leveduras oxidativas, que acabam por realizar a fermentacéo alcéolica depois de
algum tempo, também n&o é vantajosa, pois nesses casos ocorre a producao
exacerbada de acetato de etila, que em pequenas quantidades colabora com o aroma
frutado, porém em maiores quantidades é prejudicial para o buqué (Alberti; Nogueira,
2022).

O metabolismo da S. cerevisiae € dividido em primario e secundario. No
primario realizam-se as tarefas primordiais como crescimento, divisdo celular e
sobrevivéncia (produzindo metabdlitos como o etanol e &cido acético). No

metabolismo secundario sdo produzidos compostos ndo-essenciais para o



23

crescimento, como ésteres, compostos carbonilicos, sulfuricos, tiols e terpenoides
(Hirst; Richter, 2016).

Na fase fermentativa a S. cerevisiae transforma a cor, a acidez, a
adstringéncia, a dogura, a composic¢do volatil, polifendlica e antioxidante do mosto de
macd, além da producgédo alcoolica (Wei et al, 2020). A conversédo dos aclUcares em
etanol e gas carbbnico na sidra pode ser parcial ou total. A parcial € aquela que
interrompe a fermentacao ao alcancar os niveis desejados de alcool e agucar residual,
enquanto a total, como o nome sugere, leva a fermentacdo até o esgotamento dos
acucares fermentesciveis.

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 clarificacao (por meio de filtracéo ou centrifugacao, por exemplo). A vantagem desse
modo de fermentagao é principalmente a maior formagéo de aromas e sabores.

No processo de fermentacdo rapida (de 7 a 15 dias) os aromas mais
predominantes sdo aqueles aromas de levedura ou de fermentacao, que substituem
os aromas frutados produzidos numa fermentacdo mais longa. A desvantagem e o
cuidado na fermentacdo rapida devem estar na formacdo de compostos como o
diacetil e a acetoina, pois elas trazem um odor rancoso para o produto e que sao
produzidos principalmente com as temperaturas maiores do processo e com a

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

1.3 COMPOSICAO

Neste topico, serdo abordadas as principais classes de compostos presentes
no mosto de maca e na sidra, assim como a importancia da presenca desses
compostos e um comparativo das composicées do mosto (antes da fermentacao) e
da sidra (ap6s fermentacdo). A partir deste ponto serd dada prioridade para
informacGes de macds de mesa, que sera o tipo de maca utilizada neste trabalho,
visto que é a maca utilizada na sidra nacional, porém em alguns momentos serao
feitos comparativos com as macas industriais, voltadas para a producéo de sidra.

O mosto de maca é formado principalmente de acUcares, sendo a frutose a
maior parcela da composicao (32 a 115 g/L), seguida pela glicose e pela sacarose.

Dentro da composicdo de carboidratos, também é possivel encontrar, em menor
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guantidade o sorbitol. A composicao total de acucares esté entre 76 e 163 g/L (Alberti;
Nogueira, 2022).

Os aminoacidos presentes no mosto de maca ficam entre 512 e 1184 mg/L. Os
compostos nitrogenados sdo de extrema importancia para a fermentacdo, pois
favorecem a multiplicagdo celular, a formagdo de enzimas e sao precursores de
aromas. Os principais aminoacidos presentes no mosto sdo a asparagina, a
glutamina, o aspartato, o glutamato e a serina. A composi¢ao proteica das macas varia
de acordo com a variedade, com o local de producdo, com a época de colheita,
quantidade de chuvas e nivel de maturagdo (Alberti; Nogueira, 2022).

O nitrogénio é um nutriente limitante na fermentagcdo, sua falta diminui o
crescimento celular e se combinado com baixas concentracdes de oxigénio dissolvido,
resulta em uma fermentagao vagarosa e “travada”, que nao se traduz neste caso em
maior producao de aromas, pois a levedura nédo tem nutriente suficiente. Niveis abaixo
de 75 mg/L de nitrogénio sédo considerados baixos.

Dentre 0os minerais, 0 mosto apresenta potassio (861 a 2628 mg/L), calcio (3 a
141 mg/L), fésforo (53 a 111 mg/L) e magnésio (18 a 52 mg/L). Sua composicao
fendlica total esta entre 86 e 525 mg/L (Alberti; Nogueira, 2022).

A composicao base da sidra € agua, aglcares, acidos organicos (acido latico,
acético e malico), etanol (que varia de porcentagem de acordo com as legislacdes
vigentes em cada pais), minerais (sodio, potassio, calcio, magnésio), vitaminas
(normalmente B2, B5, B6, B8, B9 e B12) e compostos fendlicos como a catequina,
rutina, acido galico, quercetina, acido clorogénico, acido cafeico, acido p-cumarico e

acido cinamico (Wei et al., 2020).

1.3.1 Compostos Fendlicos

Os compostos fendlicos sdo produto do metabolismo secundario de plantas e
microrganismos. Eles contém em sua estrutura ao menos um grupo fenol, ou seja, um
anel aromatico ligado a uma ou mais hidroxilas. O grupo de compostos fendlicos
vegetais tem mais de 10.000 compostos catalogados e uma grande diversidade
guimica, portanto exercem diversas funcées nas plantas, como defesa de predadores,
atracéo de polinizadores, defesa contra raios UV e reducéo de competicao de outras

plantas ao redor.
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Em relacdo a sua origem nas plantas, devido a heterogeneidade dos
compostos fendlicos, também h& uma diversidade de rotas envolvidas. As duas rotas
mais importantes sdo a do acido chiquimico e a do acido malénico.

Na rota do acido chiquimico, os precursores de carboidratos que saem da
glicdlise e da rota pentose-fosfato sdo convertidos em aminoacidos aromaticos. Essa
rota produz compostos como a fenilalanina, a tirosina e o triptofano. A partir da
fenilalanina, as plantas sintetizam os principais compostos fendlicos (Taiz; Zeiger,
2013).

A quantidade de fendlicos na macé e por consequéncia nos seus derivados,
depende de fatores como a variedade, a maturagcédo, das condi¢cdes e do local de
cultivo, além dos métodos de processamento, como o tipo de prensagem (Alberti;
Nogueira, 2022). Durante o processamento da maca, a oxidacao € responsavel pela
maior perda de compostos fendlicos. Esta oxidacdo é catalizada pelas enzimas
polifenoloxidase (PPO) e peroxidase (POD). A quantificacdo de compostos fendlicos
totais € feita pelo método de Folin-Ciocalteau (Granato; Nunes, 2016) e nas macas
brasileiras o teor pode variar de 456 a 1583 mg/kg de acordo com o estudo de Zardo
et al. (2015).

Os flavonoides sdo compostos de grande interesse por possuirem grande
capacidade antioxidante, isso acontece pela presenca de um grupo o-dihidroxila em
um de seus anéis e pela dupla ligacdo entre seus carbonos 1 e 2 juntos a um grupo
oxo. Além disso, os flavonoides possuem a presenca de hidroxilas nos carbonos 3 e
5 e grupos hidroxila com posi¢cOes favoraveis (Boroski, 2015). A presenca do grupo
orto-di-hidroxi e cetol em sua estrutura quimica causa a quelacdo de metais, que é o
principio da técnica para a deteccdo destes compostos.

Em geral, os antioxidantes sdo definidos como compostos capazes de diminuir
a oxidacao, seja em sistemas biolégicos, 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
transferéncia de elétrons no metabolismo, como na respiracdo celular. Estas espécies
reativas ao oxigénio (ROS) prejudicam o organismo quando em quantidades
descomedidas, gerando estresse oxidativo (Barbosa et al., 2010).

As analises 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 obtencao de antioxidantes
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tanto na dieta quanto para outros propdsitos, como conservacgdo de alimentos (Zardo
et al., 2015). Os métodos mais utilizados para a determinacdo da atividade
antioxidante in vitro utilizam compostos sintéticos com um radical colorido ou redox-
ativo, sendo possivel verificar a variacdo em espectrofotbmetro. Dentre esses
meétodos 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 ion caprico).

As principais categorias de compostos fendlicos na macd sdo os acidos
fendlicos e os flavonoides. A presenca destes compostos estd relacionada ao
amargor, a adstringéncia e parte da cor nos fermentados de maca, ajudando a compor
o corpo da bebida. Esta € mais uma diferenca de macéas industriais selecionadas com
a finalidade de compor uma bebida fermentada, elas tém aproximadamente 30 vezes
mais compostos fendlicos que as macas de mesa, utilizadas na produc¢éo nacional de
sidra (Alberti; Nogueira, 2022).

Alguns compostos fenolicos como as procianidinas sdo responsaveis pelo
amargor e adstringéncia. A oxidacdo do acido clorogénico, das procianidinas e das
catequinas contribuem com a cor da bebida. Além disso, alguns acidos
hidroxicinamicos séo precursores de compostos volateis, participando da formacéo do
aroma na sidra (Verdu et al., 2013).

A fermentacéo da sidra diminui a quantidade de fendlicos totais do mosto em
média 30%, porém essa quantidade depende da variedade da macéa e estadio de
senescéncia, podendo alterar a quantidade e compostos decrescidos. Na mac¢a Gala,
0s compostos mais afetados na fermentacao foram os acidos fendlicos, enquanto na
maca Fuji Suprema foram os flavonoides. Ainda assim, a variedade Gala e Lis Gala,
demonstraram maior quantidade de compostos fendlicos e uma maior atividade
antioxidante pelas analises FRAP e DPPH, respectivamente. Desta forma, a utilizacéo
das macas Gala e Lis Gala para a producdo de sidra, dentre as macas analisadas
pelos estudos apresentados, obtém maiores teores, tendo em média 822 umolTE/L
(Da Silva et al., 2019).

1.3.2 Compostos Aromaticos
Os compostos aromaticos presentes no mosto e nas bebidas fermentadas de
maca variam por diversos motivos, como a maturacéo da fruta, o processamento, a

fermentacdo, o tipo de levedura usada, a oxidacdo e o envelhecimento, por exemplo.
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Os principais compostos de aromas presentes na sidra sdo os ésteres, alcoois
superiores, compostos carbonilicos, &cidos graxos volateis, aldeidos e acidos (Pinto;
Vilela, 2021).

A participacdo de um composto na composicao global do aroma depende do
seu limiar de odor (threshold), que € a minima concentracdo a qual um composto pode
ser detectado pelo cheiro. O VAO (valor de atividade de odor), é a relacdo entre a

concentracéo de um composto e o seu limiar de odor.

1.3.2.1 Alcoois primarios

Durante a fermentacdo os &lcoois primarios sdo 0s compostos volateis mais
amplamente produzidos. Pertencem a este grupo o propanol, o alcool isoamilico, o 2-
feniletanol. Alcoois primarios sdo assim classificados por estarem ligados a um
carbono primario. Esses alcoois sao formados pela via metabdlica de Ehrlich ou pelo
metabolismo central de carbono. Ainda ndo se conhecem todas as enzimas
envolvidas nessas vias (Stanzer et al., 2023).

Os alcoois primarios podem ter impactos positivos ou negativos no aroma
global da bebida, dependendo da quantidade em que se apresentam. Concentracdes
de alcoois primarios iguais ou superiores a 400 mg/L podem resultar em aromas
pungentes e com semelhanca a solventes, enquanto quantidades abaixo de 300 mg/L
conferem aromas de carateristica frutada. Nas sidras, o0s alcoois primarios,
principalmente o 2-feniletanol, sdo fundamentais para a composic¢éo do flavor? tipico
da bebida. O 2-feniletanol é descrito como tendo um aroma de mel e floral.

A via de Ehrlich envolve trés etapas, uma transaminacdo que tem como
composto resultante um a-cetoacido, a descarboxilacdo desse composto e a reducéo
formando um alcool fusel (ou &lcool superior) (Teixeira, 2015). Alcool fusel é o termo
dado aos alcoois superiores formados na fermentacdo e que sdo considerados
indesejaveis quando em excesso, porém, em baixas concentracbes, ajudam na
complexidade da bebida. Alcoois superiores séo aqueles com 3 ou mais carbonos em

sua composicao (incluindo os fuséis).

! Flavor pode ser definido como conjunto de moléculas volateis e ndo-volateis que constroem o aroma,
o0 sabor e a sensacao na boca, sendo um conjunto sensorial que acontece estando um relacionado ao
outro.
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Apesar de ndo haver um limite expresso de alcoois superiores, a Organizacao
Internacional da Vinha e do Vinho (OlV, 2021) e o estudo de Ribéreau-Gayon (2006)
indicam valores maximos entre 400 e 500 mg/L.

O propanol, o butanol e o isobutanol sdo descritos como tendo um odor
alcdolico, ja o alcool amilico e o isoamilico possuem um odor de banana e améndoas.
A importancia dos alcoois primarios na sidra também pode ser definida pela sua
participacdo como precursores de outros aromas importantes, os ésteres de acetato
(Wang et al., 2024).

1.3.2.2 Esteres

Os ésteres, mesmo em pequena concentracdo, contribuem de forma efetiva
na qualidade sensorial da bebida. Eles trazem os aromas florais e frutados e se
formam principalmente no metabolismo secundéario das leveduras. A reacdo para
formacgao dos ésteres necessita de um alcool, 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 esterificacdo da acetil-CoA e do
etanol ou de alcoois complexos vindos do metabolismo de aminoéacidos. Estes
compostos sdo 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 agradavel) e acetato de isoamila
(odor de banana). O acetato de etila € o mais comum em bebidas alcoolicas pela
guantidade de etanol resultante nos processos metabodlicos e pela facilidade de
reacdo dos alcoois primarios (Hirst; Richter, 2016).

Ja os ésteres de etila tém sua formacéo ligada por um lado ao etanol e por
outro aos acidos graxos de cadeia média, que fornecem o grupo acila. O hexanoato e
0 octanoato de etila ddo o cheiro caracteristico de maca 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 descricdo sensorial, mas
sdo normalmente descritos como tendo aroma de maca, morango, pera e anis.

Durante o final da fase exponencial de crescimento da levedura, os acidos-
graxos de cadeia média sao liberados do complexo citoplasméatico de sintese de

acidos-graxos. Isso ativa a sintese os ésteres.
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1.3.2.3 Compostos carbonilicos

O diacetil tem um aroma descrito como levemente tostado, caramelo e nozes,
porém em altas concentracdes, passa a trazer um aroma rangoso. As leveduras séao
capazes de sintetizar o diacetil durante a fermentacéo, no entanto sdo as bactérias
laticas que predominantemente realizam essa producéo. O diacetil é formado fora da
célula (extracelular), por uma descarboxilacdo do a-acetolactato. Uma vez produzido,
esse composto pode ser convertido a acetoina ou butano-2,3-diol, ambos com um
threshold mais alto, e por isso menos significativos para a formacado do aroma final
(Santos, 2011).

1.3.2.4 Influéncia do nitrogénio na formacéao do aroma

A adicdo de nitrogénio no mosto deficiente deste mineral € um processo
comumente utilizado pelas industrias de sidra (Alberti; Nogueira, 2022). Essa adicéo
tem como objetivo suplementar o mosto para o crescimento celular e para a formacao
de aromas. Conforme visto nos tépicos anteriores, algumas vias metabdlicas como a
via de Ehrlich, utilizam do catabolismo de aminoacidos para a formacéao de alcoois
superiores.

Barbosa et al. (2009) avaliou a adicdo de nitrogénio em mosto de uva em
diferentes momentos da fermentacéo e a sua consequéncia na formacao de aromas.
Este autor percebeu que a adicdo de nitrogénio durante a fase estacionaria da
levedura (72h) reduziu a formacéao de etanol e acido acético pelas trés cepas testadas
guando comparado as fermentacdes em que o nitrogénio foi adicionado antes do inicio
da fermentacé&o. A acidez volatil também diminuiu com a adi¢cdo do nitrogénio na fase
estacionaria. Isso se explica pela priorizacdo das células pelo crescimento e pela
producédo de NADH em condi¢cdes de aumento de disponibilidade de nitrogénio.

Em relacdo ao 2-feniletanol e ao alcool isoamilico, a tendéncia € de uma
relacdo inversamente proporcional a concentracdo de nitrogénio, porém, quando o
estudo adicionou o nitrogénio na fase estacionaria, os alcoois superiores ja tinham
sido produzidos pela levedura que estavam até entdo em meio deficiente de
nitrogénio. A adicdo na 72° hora da fermentagcdo aumentou a producdo de ésteres
etilicos e ésteres de acetato. Estes resultados foram observados na fermentacéo do

vinho, mas é possivel que isso se observe também na fermentagdo do mosto de maca,
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porém até o presente momento ndo existem estudos direcionados a isto (Barbosa et
al., 2009).

1.4 UTILIZACAO DE COGUMELOS EM BEBIDAS

Cogumelos comestiveis sédo alimentos nutritivos, funcionais e considerados
saudaveis pelas suas baixas calorias, alto teor proteico, alto conteudo de fibras,
vitaminas e minerais. A aplicacdo de cogumelos em bebidas é relativamente antiga,
tendo em vista a utilizacdo de chas e sendo parte de culturas indigenas, chinesas,
indianas e tibetanas, por exemplo (Mckenna; Jones; Hughes, 2012). Seja em sua
forma in natura, seco, ou até mesmo seu extrato, a utilizacdo em estudos ainda é
recente e esta atrelada principalmente a questdes legislatorias, culturais, sensoriais e
aos avancos de estudos cientificos.

Os cogumelos mais comumente estudados para aplicacédo em bebidas sdo 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 le&o
(Hericium erinaceus) (Makhamrueang et al., 2021), Pleurotus eryngii (Cirlincione et al.,
2023).

As pesquisas se voltam a adicdo dos cogumelos principalmente para conferir
propriedades funcionais as bebidas. Os cogumelos tém composicfes extremamente
variadas e a escolha do fungo depende da propriedade desejada, seja ela sensorial
(aroma, sabores, textura) ou de saudabilidade. Os polissacarideos fungicos sdo uma
classe de compostos estudada pela sua bioatividade, principalmente
imunomodulatéria. No shiitake existe o lentinano, um polissacarideo betaglucano com
uma ligacéo glicosidica -1,3: B-1,6. Esse polissacarideo é conhecido pela sua funcao
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 concentra¢cées, pode-se
utilizar como suplemento alimentar ou parte constituinte de formulacdes de bebidas
funcionais.

Na China usa-se o extrato bruto na maioria das bebidas feitas de shiitake com
objetivo de reforgco imunolégico. No Brasil, ndo existe uma legislacéo especifica que

regulamente a adicdo de cogumelos em bebidas ou bebidas com base de cogumelos,
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sejam elas fermentadas ou ndo. A bebida de cogumelo ou o uso deste como
ingrediente segue a Resolucdo n° 16, de 30 de abril de 1999, que dispde 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, cha, 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 € entdo
misturado com o café regular. O p6 do cogumelo pode ser também misturado ao p6
de café e extraidos juntos. O cogumelo pode adicionar diversas propriedades como
antioxidantes, imunomoduladores, reguladores de agucar no sangue e até mesmo
balancear a acidez do café, evitando problemas como a gastrite.

Os chas de cogumelos sdo extremamente antigos e tradicionais, foram e
ainda séo parte de rituais religiosos, culturais e sociais. Os chas séo infusdes do
cogumelo em agua usando cogumelos comestiveis, medicinais ou psicodélicos.
Existem muitas variagbes no modo de fazer a infusdo, como diferentes tempos,
temperaturas e uso de vitamina C, como ao adicionar limdo ou laranja no cha
(Srivastava; Attri; Sharma, 2020).

Su et al. (2022) desenvolveu e estudou uma bebida feita a partir de cha verde
adicionada do fungo viavel do cogumelo Houbitake (Pleurotus sajor-caju) para uma
co-fermentacdo com objetivo de melhorar o flavour e a qualidade. O estudo concluiu
gue essa co-fermentacéo foi capaz de reduzir o flavour herbal e gramineo, enquanto
0s conteudos de geraniol e linalol foram aumentados, que junto com a producdo do
metil salicilato (vinda do cogumelo) trouxeram uma caracteristica frutal e floral para a
bebida. A co-fermentacdo também diminuiu o conteddo de polifendis que causou
diminuicdo na adstringéncia e no amargor.

Quando o fungo viavel é adicionado para participar da fermentacédo da bebida,
uma das dificuldades € encontrar aqueles que se adaptam as condi¢cdes da
fermentacéo, como a baixa acidez e a disponibilidade ou ndo de oxigénio. Cogumelos
gue degradam madeira, segundo Udhav et al. (2021), se adaptam melhor a essas

condicdes.
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1.5 Cordyceps militaris

O Cordyceps militaris € uma espécie de fungo entomopatogénico (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 metabol6mico comparativo entre os dois géneros realizado por
Chen et al. (2018) foi concluido que o Cordyceps sinensis tem uma maior carga de
compostos bioativos e com algumas diferencas de compostos com o Cordyceps
militaris, porém segundo Zhou, Li e Tian (2014) o primeiro oferece poucas condi¢cdes
de producdao industrial. Com isso em vista, o C. militaris oferece uma solucdo mais
interessante por se adaptar melhor e ainda oferecer uma quantidade de bioativos
significativa.

Seu corpo frutificado é culturalmente utilizado em cha em paises orientais
como a China, Tibete e india. No sequenciamento do DNA deste fungo n&o foram
encontrados ortdlogos de micotoxinas que afetem humanos (Zheng et al., 2011), o
que justifica sua longa utilizagdo como bebida “medicinal” por estes povos.

Hur (2010) estudou a composicdo de macromoléculas deste cogumelo,
encontrando: 69,32mg/g de aminoacidos (maior abundéancia de lisina, acido glutamico,
prolina e treonina). A formacé&o de lipideos € de 70% de acidos graxos de cadeia
insaturada, sendo o &cido linoleico o mais consideravel em quantidade.

Os compostos mais largamente estudados neste fungo sdo a cordicepina e a
adenosina, dois nucleosideos presentes no micelio e no corpo frutificado, que serao
abordados no proximo topico, além de uma gama de polissacarideos com funcdes
bioativas.

O quadro 1 apresenta diferentes pesquisas utilizando diferentes partes e

compostos do C. militaris para diferentes funcdes.



Quadro 1. Fungbes estudadas para diferentes compostos do fungo Cordyceps spp.
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acnes e S. aureus resistente a meticilina
(MRSA)

Tipo de extrato Composto Funcéo estudada Tipo de Estudo
estudo

Aquoso CPS-1 (polissacarideo) Antiinflamatoria In vivo Yu et al., 2004

Aquoso Enzima fibrinolitica Serina protease semelhante a quimiotripsina In vitro Kim et al., 2006
- atividade de ligagdo a fibrina

Acido acético, mercaptoetanol |CMP (Proteina) Acdao apoptotica In vivo Bai; Sheu, 2018

e cloreto de sddio

MeOH e H20 Acido linoleico, oleico e outros de cadeia |Estudo da presenca e quantificacio dos In vitro Chen et al., 2018

insaturada e manitol compostos

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

Aquoso Extrato complexo Efeito citotéxico em células de cancer In vitro Mohd Azrie et al.,
colorretal HT29, atividade antioxidante 2020

Aquoso e etandlico Extrato complexo Efeito anti-bacteriano contra S. aureus, In vitro Eiamthaworn et al.,
Pseudomonas aeruginosa, Cutibacterium 2022

Fonte: autoria prépria

Nota: CPS-1: Polissacarideo 1 do C. militaris. CMP (Cordyceps militaris protein): proteina do Cordyceps militaris. MeOH: Metanol. H.O: Agua. CM1 e CMS:

polissacarideos sollveis em agua identificados no C. militaris. HT29: linhagem de células de céncer colorretal.
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Observa-se que diferentes fracdes do fungo tém diferentes compostos

presentes, e que extracdes diversas fornecem beneficios diversos.

1.5.1 Cordicepina

A cordicepina (C10H13NsO3) € um nucleosideo de purina que por ser muito
similar a adenosina (apenas uma hidroxila a menos) age como um antimetabdlito pois
a inibe por competicdo. Pela sua semelhanca com a adenosina (Figura 1), ela é aceita
pelo corpo humano, mas ao entrar na célula no lugar da adenosina ela atrapalha a
manutencdo das fungdes normais celulares, como a replicagdo celular, ou entédo

forcando a apoptose (morte celular).

Figura 1. Estrutura quimica da cordicepina em comparacdao com a sua analoga adenosina.

Cordicepina Adenosina
NH
NH, ?
N N
Ny
NN
N N o
OH
HO OH

Fonte: autoria prépria.

Apesar desta acdo apoptotica, Aramwit e colaboradores (2015) testaram a
citotoxidade desta molécula em células ndo cancerigenas e cancerigenas (A549 —
células de cancer de pulméo) e concluiram que em 24 horas a viabilidade celular das
células ndo cancerigenas foi de 95 a 100%, enquanto as células cancerigenas tiveram
sua viabilidade diminuida para 60 a 80%, confirmando a ndo toxicidade e
aplicabilidade para tratamentos oncoldgicos.

Neste mesmo estudo foram realizados testes in vivo e in vitro de toxicidade e
mutagenicidade (teste de Ames), respectivamente. Como resultado em comparacgao
ao controle negativo (tampdao fosfato) a cordicepina teve de 1,19 a 1,81 vezes mais
colbnias revertentes. Comparativamente, o controle positivo (azida de sodio) teve
19,29 vezes a mais que o controle negativo, demonstrando a hdo mutagenicidade da

cordicepina, mesmo em concentra¢cées aumentadas.
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No teste de toxicidade em ratos que receberam 1 mL de cordicepina nas
concentragbes 0,25 e 1 mg/mL por 30 dias, ndo foram observadas mudancas
significativas nas células nem nos exames clinicos. A andlise de 6rgdos post mortem
mostraram similaridade com o grupo controle e normalidade dos 6rgaos, concluindo

pela ndo toxicidade da cordicepina.

1.5.2 Uso de C. militaris por humanos e testes clinicos

O uso do cogumelo Cordyceps spp. em forma de chd, po ou tintura, data de
3000 anos atras (Shrestha et al., 2010), entretanto, as pesquisas cientificas,
especialmente os estudo clinicos séo recentes e escassos.

No site da Biblioteca Nacional de Medicina dos Estados Unidos (USNLM,
2024) é possivel consultar os estudos clinicos desenvolvidos com determinada
substancia. Com o termo ‘cordycepin’ € possivel encontrar 3 estudos nos status: em
desenvolvimento e concluido. Com o termo ‘Cordyceps’ € possivel encontrar 25
estudos clinicos, também em diferentes fases.

No Quadro 2 estéo relacionados artigos publicados sobre estudos clinicos de
diversos efeitos relacionados a este fungo. Os estudos relacionados neste quadro
compreendem um total de 3270 voluntarios. A dose média maxima (incluindo a dose
maxima de estudos com mais de uma dose) utilizada foi de 1,5 g/dia da substancia
cordicepina, micélio ou fermentado do fungo. Dentre os resultados 3 dos 7 estudos
analisados nao obtiveram diferenca significativa entre os grupos, 2 observaram
melhorias e/ou seguranca na utilizacdo e 2 revisdbes observaram algumas
inconsisténcias na metodologia, podendo indicar viés dos autores.

Tendo em vista os testes de seguranca, a quantidade de participantes dos
estudos e a quantidade de tempo utilizado como bebida, medicinal ou ndo, é possivel
afirmar que até o momento os estudos indicam a sua seguranca, tendo com essa dose
diaria, pouco ou nenhum efeito adverso. Entretanto, quanto a sua eficacia

medicamentosa, ainda é objeto de estudo e confirmacéo.



Quadro 2. Estudos clinicos com Cordyceps spp. utilizados em diferentes problematicas.

Estudo Tipo de estudo Populagéo Dosagem Resultado Autor
aerbia om mdividuos | _ Ensaio dliico
. randomizado duplo- 37 idosos 3 g/dia-6 Aumento significante de consumo méaximo de oxigénio Yi; Xi-Zhen; Jia-
idosos tratados com e sem cego controlado por saudaveis semanas (VO2max) e limiares anaerdbios (VO 6) Shi, 2004
produto fermentado de C. 9 lacebo P 2 2 !
sinensis P
22 estudos com Diminuicdo da creatinina sérica, aumento da depuragédo
Revisdo de testes 1746 pacientes da creatinina (clearence) e reducéo da proteinuria de 24
Tratamento de doenca randomizados em com doencga . |horas - 18 estudos dos 22 apresentaram falhas Zhang et al.,
P . S . 0,66 a 1,98 g/dia L. N O .
cronica do rim hospitais ou centros | cronica renal e metodoldgicas levando a classificagéo de alto risco de 2014

de pesquisa chineses

sem utilizacdo de

viés pelos autores da revisao, sendo recomendada

dialise cautela na interpretacéo dos resultados
Dublo cedo Efeito de regulagéo imunomodulatéria maior que no
Efeito imunomodulatério do randorr?izadoge lcom 79 adultos 1,68 g/dia-8 |grupo placebo (medido pela atividade das células NK, Jung et al.. 2019
extrato a partir do micélio saudaveis semanas néo foi observada diferenga significativa nos outros 9 "
controle por placebo A
parametros
Etfillti::letl:tl;go ?ie éegggaerrl]gs?s edn? 15 estudos com Estudos indicaram melhoria na fung&o pulmonar,
Doenca Pulmonar Obstrutiva Revisado sistematica e 1238 N/A resisténcia ao exercicio, qualidade de vida e melhora dos Yuetal, 2018

Cronica (DPOC) estagios 1 e
2

meta-andlise

participantes

sintomas, porém nenhum dos estudos era controlado por
placebo, o que pde em duvida os resultados relatados

Avaliacdo da seguranga do
micélio de Cordyceps

Estudo clinico

49 participantes

1,05 g/dia por 3

Micélio de C. cicadae produzido por fermentagao liquida
€ seguro e pode ser desenvolvido como um alimento

Tsai et al., 2020

X randomizado meses h .
cicadae funcional para a saude
Efeito de suplemento
alimentar de Rhodiola rosea Estudo clinico
e Cordyceps sinensis na estratificado, duplo- |21 homens jovens| Em média 930 |N&o houve diferenga significativa entre suplemento e Kreipke et al.,
composigao corporal, cego, controlado por ativos mg/dia placebo nesta dosagem e tempo de estudo 2021

desempenho e saude em
homens ativos

placebo.

Examina os efeitos da
bebida de C. militaris na
resposta imune em adultos
saudaveis

Estudo clinico
controlado por
placebo e
randomizado

40 adultos (20
homens e 20
mulheres)

75 mL de suco de
fruta com micélio
(concentragéo de
2,85mg de
cordicepina/dose)

Houve diferenca significativa de aumento de atividade
das células NK no grupo que recebeu o micélio, ndo
houve diferenca de indices de agucar no sangue, lipidios
e seguranca entre os grupos. O estudo conclui que a
bebida pode ser desenvolvida como suplemento
imunoldgico sem toxicidade hepética 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 cha.
Milenarmente utilizado na cultura oriental, o cha é conhecido por seus efeitos
energéticos e de saude na medicina popular. Hoje, porém, além do cha, diversos
estudos e patentes trabalham no desenvolvimento de novas bebidas com o cogumelo,
sejam elas fermentadas ou néo.

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 pé do cogumelo e agua (1:10). Essa
mistura passou por uma hidrdélise enzimética com pectinase e celulase e depois de
inativadas, adicionou-se acucar mascavo e bactérias laticas, fermentou-se por 48h e
depois as leveduras foram adicionadas para uma nova fermentacédo de 12h. Essa
metodologia resultou em um aumento de compostos volateis, aumento da acidez e
diminuicdo do amargor. O uso das enzimas também resultou em um aumento da
cordicepina e da atividade antioxidante.

A valorizacdo 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 grdo que € rico em proteinas,
isoflavonas e oligossacarideos. O C. militaris foi colocado para fermentar o soro de
soja na temperatura de 26 °C por 8 dias. A fermentacdo aumentou o0s niveis de
aminoacidos essenciais, fendlicos e flavonoides totais e eliminou os oligossacarideos
no soro da soja.

Uma inovacao a partir do cha tradicional foi estudada por Nhan et al. (2022), e
o cha de Cordyceps militaris foi beneficiado em cha instantaneo utilizando secagem
por conveccdo. A melhor formulagéo foi escolhida levando em conta o conteddo de
cordicepina e o resultado da avaliacdo sensorial. Os melhores parametros foram 40%
(m/m) de maltodextrina, 6% (m/m) de extrato de C. militaris e 15 h de secagem a 70
°C.

Em concluséo, existem evidéncias da possibilidade de utilizacdo deste fungo

em bebidas e da adi¢c&o de funcionalidade e diferencas na percepg¢ao sensorial. Neste
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sentido, os proximos capitulos se dedicardo ao cogumelo, sua caracterizacao e

extracao e ao desenvolvimento da bebida fermentada.
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CAPITULO 2: OTIMIZACAO DA EXTRACAO 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 € um cogumelo comestivel e medicinal, tradicionalmente
consumido em culturas orientais como na China, india e Tailandia. Sua forma mais
comum de consumo é pelo cha, mas diversos estudos e patentes vém desenvolvendo
novas bebidas com este fungo de forma a torna-las mais funcionais, saborosas e
inovadoras. Trata-se neste capitulo da caracterizacdo do cogumelo (umidade, cinzas,
teor de proteinas e lipideos) e da otimizacédo da extracdo realizada utilizando Box-
Behnken para determinar os melhores parametros para obtencdo de compostos
fendlicos e antioxidantes. Otimizou-se a extracdo a partir de trés parametros que séo
combinados formando 15 experimentos. Estas extracdes foram avaliadas em relacao
aos compostos fendlicos, capacidade antioxidante in vitro (FRAP, DPPH e ABTS),
cordicepina e adenosina. O modelo final proposto neste trabalho utilizou os dados de
fendlicos totais (r = 0,98), FRAP (r = 0,94) e ABTS (r = 0,97). Os resultados de DPPH,
cordicepina e adenosina ndo puderam ser descritos neste modelo pois ndo tiveram
um bom ajuste. A extracdo 6tima foi obtida com uma solucdo hidroalcéolica 15%,
amplitude do dispositivo ultrassom de 80% e razdo soluto:solvente de 30:1. Nessas
condicBes o teor de compostos fendlicos, 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 DLso de 1379 + 504
puL/mL, o que classificou o extrato como atéxico. Em concluséo, foi possivel otimizar
a extracdo de fendlicos e antioxidantes e o0 extrato otimizado € apropriado para

aplicacdo em fermentado de maca, tomando como base os dados de toxicidade.

Palavras-chave: cogumelo; Box-Behnken; compostos fenélicos; 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 pL/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  INTRODUCAO

Os cogumelos, macrofungos da familia Agaricaceae, apresentam corpos de
frutificacdo extremamente diversos, variando em tamanho, cores, formatos, esporos,
mecanismos de dispersdo de esporos e morfologia das lamelas (Assemie; Abaya,
2022). O Cordyceps militaris, um fungo entomopatogénico que infecta e consome
insetos, destaca-se por sua estrutura filamentosa, altura média de 5 cm e coloragéo
laranja, embora variacdes genéticas ja tenham produzido cepas albinas (Wang et al.,
2018). Tradicionalmente consumido em paises orientais como China, India e
Tailandia, este fungo comestivel é reconhecido por suas propriedades funcionais,
sabor e aroma diferenciados.

Em sua composicdo, o C. militaris contém diversos compostos bioativos de
interesse alimenticio, como os nucleosideos cordicepina e adenosina, abordados no
capitulo I. Em sua composicdo destaca-se o acido y-aminobutirico (GABA) e a
ergotioneina, os glicolipideos (cerebrosidios), e as glicoproteinas como a lecitina.
Estdo presentes também o D-manitol, carotenoides como a luteina e a zeaxantina,
ergosterol, compostos fendélicos como os acidos fendlicos e os flavonoides, vitaminas
e minerais (Jedrejko; Lazur; Muszynska, 2021). Esses compostos podem ser de
interesse para produtos alimenticios funcionais.

Para maximizar a extracdo de compostos de interesse, este capitulo dedicou-
se a caracterizar e otimizar a extracao do cogumelo em solventes verdes, por meio do
método de planejamento. O Box-Behnken é um tipo de planejamento experimental de
superficie de resposta que fornece informacfes sobre o efeito que as variaveis do
experimento tém sob a resposta encontrada (Box; Behnken, 1960). A utilizacdo do
planejamento experimental como ferramenta estatistica reduz a variabilidade do
processo e permite a utilizacdo de menos recursos, como solvente e matéria-prima, e
a aplicacdo da superficie de resposta auxilia a avaliacdo de mais de uma variavel,
mesmo que exista uma interacdo complexa.

O objetivo deste capitulo foi otimizar a extracéo do C. militaris de forma a obter
uma maior quantidade de compostos bioativos, utilizando solventes verdes (agua e

etanol) e dispositivo ultrassom.
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2.2 MATERIAIS E METODOS

2.2.1 Produgéo do Cogumelo

O cogumelo utilizado nesta pesquisa foi produzido no laboratério de
Processos Fermentativos da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana, campus
Ponta Grossa, de 2021 a 2023. A cepa esta depositada na Cole¢cédo Microbioldgica da
Rede Paranaense (CMRP — Taxonline) sob o cédigo CMRP 5350.

Durante o estudo e a producéo ela foi mantida em placa de Petri contendo
meio ABD (agar batata dextrose) a 20 °C e em tubos plésticos de 50 mL com meio
liquido de manutencéo (secao 2.1.2), utilizando 15 mL de meio, estes mantidos em
geladeira a 3 °C.

Para a producéo dos cogumelos foi utilizado meio sélido (secéo 2.1.1) e para
a producdo de compostos extracelulares (utilizados posteriormente na fermentacao
com meio liquido, contida no apéndice 1) utilizou-se também o meio liquido de

manutencao (secao 2.1.2).

2.2.1.1 Meio solido para cultivo dos cogumelos

Para o meio sélido foi utilizado um meio em arroz integral, propicio para
producéo 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
(Dindmica quimica, Sao Paulo, BR), 1,85 g de amido de milho (marcas comerciais
diversas), 0,7 g de extrato de levedura (Kasvi, Pinhais Parana, BR) e 230 mL de agua
destilada.

Este meio foi autoclavado em 121 °C sob pressdo de 1 atm durante 15 min
(Alpha life Science, série ALS, Piracicaba, Sao Paulo, Brasil) resfriado até 25 °C e
levado para fluxo laminar (Veco do Brasil, Bioseg 12 tipo Al, Campinas, Sao Paulo,
Brasil) previamente esterilizado com luz UV por 15 min para o indculo do fungo a partir
de uma cultura anterior (armazenada em geladeira a -4 °C). Este meio foi incubado
em estufa de demanda biolégica de oxigénio a 21 °C (Tecnal, TE-371, Piracicaba, S&o
Paulo, Brasil) no escuro até que o micélio tenha tomado todo o meio, 0 que variou

entre 4 e 15 dias. Depois deste periodo liga-se a luz (lampada fluorescente) por 12
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h/d até a completa frutificagcdo (monitora-se visualmente o crescimento do cogumelo
até a estabilizacdo do crescimento vertical e preferencialmente antes que o micélio
volte a crescer por cima do cogumelo). As duas fases contam com umidificacdo do ar
de ao menos 70% durante todo o processo utilizando umidificador de ar e monitorando

com termo-higrémetro (Kasvi, K29, Pinhais, Parana, Brasil).

2.2.1.2 Meio liquido de manutencgéo

O C. militaris também pode ser cultivado em meio liquido para manter a cepa
preservada em temperatura de 3 °C, ou para o crescimento do micélio e producao de
compostos extracelulares, a 20 °C Na Tabela 1 pode-se observar a composi¢cédo do

meio de manutencéo.

Tabela 1. Composicdo do meio de manutencéo do C. militaris.

Reagente Quantidade (g/L)
Glucose 10
Nitrato de Sodio 2,0
Fosfato de potassio dibasico 1,0
Fosfato de sodio dibasico 0,4
Sulfato de magnésio 0,5
Extrato de levedura 2,0

Fonte: Adaptado de Milovanovic et al. (2014), o autor utiliza 2 g de nitrato de amdnio, neste estudo foi
necessario alterar para nitrato de sodio devido a disponibilidade, porém respeitada as proporcdes para

obtenc¢é&o do nitrogénio.

As seguintes marcas foram utilizadas no meio de cultivo: glucose
(Dindmica quimica, SP), nitrato de sédio (Exodo cientifica, SP), fosfato de
potéassio, fosfato de sddio e sulfato de magnésio (Neon reagentes analiticos, SP),
extrato de levedura (Kasvi, PR).

Os materiais e 0s meios de cultivo foram esterilizados em autoclave por
30 minutos a 121 °C (AV75, Phoenix Equipamentos Cientificos, Araraquara, SP)
e os procedimentos de repique e inoculacéo foram conduzidos em camara de fluxo
laminar (FL-14790, Veco do Brasil, Campinas, SP).
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2.2.2 Caracterizagéo Centesimal do Cogumelo

Apos frutificado e colhido, parte do cogumelo foi direcionado a analise de
umidade, cinzas, proteinas e lipideos; 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 po foi armazenado em frasco hermético ao abrigo de luz até a utilizacao.

2.2.2.1 Analise de Umidade e Cinzas

A andlise de umidade foi realizada pesando 5 g de amostra e realizando a
secagem em estufa por convecc¢do (American Lab, AL 102/480, Maringa, Brasil) a 110
°C, por 5 h. Foi realizada a analise de cinzas totais submetendo os mesmos 5 g da
amostra a mufla (Quimis, Q318M21, Diadema, Brasil) por 5 h a 550 °C, ambas
conforme descritas pelo Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008).

2.2.2.2 Analise de Proteinas

A quantificacdo de proteinas seguiu o0 método de Kjehldal (IAL, 2008), onde
aproximadamente 0,5 g de amostra foram digeridos com 1,5 g de catalisador (CuSOa4
e K2S04, Exodo Cientifica) e 6,5 mL de &acido sulfrico 98% (H2S04, Exodo Cientifica).
Essa mistura foi aquecida até se tornar azul-esverdeada e n&do apresentar mais
materiais sélidos ndo digeridos. Depois este liquido foi levado ao destilador (Marconi,
MAO36, Piracicaba, Sao Paulo, Brasil) onde foi adicionado hidroxido de sodio 50% até
0 escurecimento do liquido. A amostra foi entdo aquecida, destilada e recolhida em
um frasco com 10 mL de acido borico 2% e 5 gotas de indicador misto (1 L de solucéo
0,1% de etanol contendo 25 mL de verde de bromocresol e 5 mL de vermelho de
metila). Foi realizada a titulacdo com &cido cloridrico (HCI) 0,1N. O resultado foi
expresso em g/100g.

O fator de conversao é usado para converter a quantidade de nitrogénio de
uma amostra para a quantidade total de proteina, pois nem todo nitrogénio na amostra
€ 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 conversdo genérico para cogumelos. Nao foram encontrados fatores de
conversdo especificos para este cogumelo. Normalmente utilizam-se fatores de
conversfes mais baixos (proximos a 4, para cogumelos) pois bioprodutos tem um alto

teor de nitrogénio ndo-proteico, como nucleosideos, alcaloides e quitinas (Xiao et al.,
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2009), desta forma, para ndo superestimar o conteldo proteico convencionou-se

utilizar o fator de 4,38 para cogumelos.

2.2.2.3 Andlise de Lipideos

A determinacédo do teor de lipideos foi realizada por extracdo com solvente a
guente, utilizando extrator Soxhlet (IAL, 2008). Foram pesados 5 g da amostra em um
cartucho de papel filtro celulésico e transferidos para o extrator Soxhlet (Tecnal, TE-
188, Piracicaba, Sao Paulo, Brasil). Foi acoplado ao extrator um baléo de fundo chato
previamente tarado a 105 °C, e adicionado hexano (ACS Cientifica) no baldo e
mantido em aquecimento continuo em chapa por 8 horas. Retira-se o cartucho com a
amostra e pesa-se repetindo a operacdo até que se encontre peso constante. O
cartucho contém entéo a amostra desengordurada e o baldo foi levado para secagem

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

2.2.3 Testes Preliminares de Extracao de Fendlicos e Antioxidantes

Para melhor entender o perfil de extracdo de compostos fendlicos e
antioxidantes foram testadas diferentes temperaturas, solventes e tamanhos de
particulas do cogumelo. Este teste objetiva guiar a otimizacdo da extracdo destes
compostos. Foi determinada a concentracdo de 20 g/L do cogumelo em todas as
extracdes. Os testes foram realizados com agua a 25 °C, para simular uma extracao
em temperatura ambiente; agua a 80 °C, por ser uma temperatura popular usada na
extracdo de diversos tipos de cha e apontada, na maior parte dos casos, como a
temperatura ideal para extracdo com a menor taxa de perda de outros compostos
(Chong; Kar-lin nyam, 2021) e uma mistura de agua e 7% de etanol de cereais para
simular a concentracdo de etanol presente na sidra. Todas as extracdes tiveram
tempo de 15 minutos, seguindo Masuda et al. (2007). A amostra foi testada néo
cominuida e cominuida e passada em peneira (Bertel, Caieiras, Sao Paulo, Brasil) 250
e 450 um. Além disso, foram testados o uso de banho de ultrassom (Schuster, L200,
Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brasil) e dispositivo ultrassénico (Sonics Vibra Cell,
209-A, Connecticut, EUA).
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ApoOs extragdo as amostras foram centrifugadas (Centrifuga, MPW-351, Med.
Instruments®, Varsodvia, Pol6nia) por 15 minutos a 2224 g. O sobrenadante foi

separado e congelado -20 °C para andlises posteriores.

2.2.4 Otimizagcdo da Extracdo de Compostos Bioativos do Cogumelo por

Planejamento Experimental Box-Behnken

A otimizagédo dos parametros de extracdo visando maior teor de compostos
bioativos foi realizada utilizando-se do planejamento experimental proposto por Box e
Behnken (1960). O planejamento fatorial foi construido determinando a porcentagem
de etanol no solvente (X1), a amplitude do dispositivo ultrassom (X2) e a razao soluto-
solvente (X3), avaliando-os em trés niveis (Tabela 2). Assim, o desenho experimental
resulta em 15 combinacdes de tratamento, sendo trés repeticdes do ponto central. Os
intervalos estabelecidos para cada variavel foram determinados durante o teste inicial
de extracado, levando em consideracao as maiores extracdes de compostos fendlicos
e antioxidantes. O planejamento experimental foi realizado utilizando o Software
Statistica 8 (Statsoft Inc., Tulsa, OK, USA).

Tabela 2. Planejamento experimental Box-Behnken para otimizag&o da extracdo de compostos
bioativos de C. militaris

Porcentagem de etanol Amplitude (%) Razao soluto-solvente
Experimento (viv)
Valor Valor Valor Valor Valor Valor
codificado Real codificado Real codificado 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 hao
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ultrapassar 30 °C, sendo mantida resfriada com gelo, conforme a Figura 2. O
dispositivo operou com 750 W de poténcia, 20 kHz de frequéncia e probe de 25 mm.

Apés extracao as amostras foram centrifugadas (Centrifuga, MPW-351, Med.
Instruments®, Varsodvia, Pol6nia) por 15 minutos a 2224 g. O sobrenadante foi
separado e congelado -20 °C para analises posteriores.

Figura 2. Partes de um dispositivo ultrassom.

Dispositivo ultrassom

Termdmetro
Probe

Amostra

Fonte: autoria propria

2.2.5 Andlises de Compostos Fendlicos e Antioxidantes
Nesta sessdo estdo descritas as analises de compostos fendlicos e
antioxidantes realizadas nos extratos e posteriormente nos fermentados alcodlicos de

maca (capitulo 111).

2251 Analise de compostos fendlicos totais (TFC)

O teor de compostos fendlicos totais foi determinado com base no método de
Folin-Ciocalteu proposto por Singleton e Rossi (1965). O ensaio ocorre em tubos de
ensaio com adigao de agua destilada (8,4 mL); 100 uL de amostra e 500 pL de Folin-
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Ciocalteu (0,2 mol/L). Agitam-se os tubos (Vértex, Vision Scentific®, Daejeon, Coreia
do Sul) por 30 segundos e 3 minutos apds a adi¢cdo do reagente de Folin-Ciocalteu
(Exodo Cientifica) os tubos recebem 1 mL de Carbonato de s6dio (1 mol/L Na,COs,
Dindmica Quimica). Acomodam-se o0s tubos na auséncia de luz durante 1 hora.
Realiza-se a leitura desta reacdo em espectrofotometro de microplaca (Epoch,
Synergy-BioTek®, Winooski, EUA), no comprimento de onda de 765 nm. Para
realizacdo do branco, foram feitas analises com 100 uL de agua destilada no lugar da
amostra. Para a curva de quantificacdo o acido galico foi determinado como controle
e concentracdes de 20 a 200 mg/L formam a curva para comparacéo das amostras (y
= 0,0007x + 0,0043; R2 = 0,9939).

2.25.2 Andlise de antioxidantes pelo método de ABTS

O método de ABTS quantifica colorimetricamente a captura do cation 2,2-
azino-bis (3-ethylbenzot hiazoline-6-sulfonic acid) (Re et al.,, 1999). O reagente é
preparado com 3 mL de solucdo ABTS (7 mmol/L) e 3 mL de solucéo de persulfato de
potassio (K2S20sg). Acondiciona-se a mistura em ambiente ao abrigo de luz durante 16
horas. Apds, 4 mL do reagente ABTS sao misturados com agua até o volume de 200
mL em baldo volumétrico. A absorbancia desta solucdo deve ser superior a 0,700
guando lida em 734 nm. Em microplaca adicionam-se 20 yL de amostra com 280 uL
do reagente ABTS. Esta mistura € mantida em repouso na auséncia de luz por 30
minutos. A leitura das amostras foi realizada nas mesmas condi¢des e equipamento
utilizado para a calibracdo do reagente. Para a curva utilizou-se o composto Trolox
(50 a 350 pumol/L) como padréo (y = 0,2077x -12,743; Rz = 0,9951).

2.2.5.3 Andlise de antioxidantes pelo método de FRAP

Essa metodologia quantifica a reducdo do ion férrico presente no complexo
2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) (Benzie; Strain, 1996). Em microplaca adicionam-se 10
ML de amostra e 290 uL de reagente de FRAP. Ap6s 30 minutos de repouso na
auséncia de luz, a leitura das absorbancias das amostras foi realizada em
espectrofotometro de microplaca, em 595 nm. O padrdo Trolox (100 a 1000 pumol/L)
foi utilizado para a curva padrao (y = 0,0012x + 0,1231; R? = 0,9989).
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2.2.5.4 Analise 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 pL) e 1,9 mL de solu¢do DPPH. Os tubos tampados foram
agitados em vortex por 30 segundos e entdo mantidos no escuro por 30 minutos. A
leitura foi realizada em espectrofotdmetro de microplaca a 517 nm. Assim como nas
demais determinac¢des antioxidantes, o padrao Trolox (100 a 700 umol/L) foi utilizado
para a curva de quantificacao (y = 0,0516x -1,7232; Rz = 0,998).

2.2.6 Quantificacdo de Cordicepina e Adenosina em UHPLC/MS

Todos os reagentes utilizados nesta sessédo sao de grau HPLC. As analises
descritas aqui foram realizadas nos extratos e nos meios liquidos. As amostras foram
descongeladas e entdo filtradas em filtro Politetrafluoretiieno (PTFE) de 0,22 pum e
13mm (Filtrilo, Colombo, PR, Brasil). A quantificacdo foi realizada em LC/MS-MS
(Xevo Tdq Triplo quadrupolo, Waters, Milford, MA, Estados Unidos da Ameérica).

A metodologia para analise de espectrometria de massas foi otimizada a partir
do estudo de Fu, Chen e Cao (2018). Utilizou-se a coluna Acquity UPLC HSST3
(2,2mm x 5 mm x 1,8 um). Os parametros usados foram: ionizacao positiva, voltagem
capilar 4kV, voltagem do cone 35V, temperatura de dessolvatacdo 350°C,
dessolvatacao 550 L/h, cone 10 L/min, energia de colisdo 20, o volume de injecéo foi
de 2 pL e a vazao 0,3 pL/min.

A fase liquida foi composta de fase A: agua ultrapura e B: metanol. As
condicBes 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 identificacdo dos
compostos foram utilizadas substancias padrdo (Sigma Aldrich, Missouri, EUA) e a
identificacdo pela fragmentacdo dos ions, sendo a cordicepina observada pelo ion
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 avaliacéo de toxicidade de extratos. Determina-se a DLso (dose
letal para 50% dos nauplios) em pL/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 solucdo 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 eclosao (24 - 48h). Apés este periodo os nauplios foram coletados para
utilizac&o no ensaio.

As solucdes foram preparadas com extrato e 4gua salina nas concentracdes
de 10; 20; 25; 31,25; 42 e 50 mL/L, adicionalmente foi preparado um controle negativo
utilizando apenas agua salina 30 g/L.

Foram transferidos entdo 10 nauplios para cada po¢o de uma microplaca de
96 pocos, utilizando uma micropipeta. Adicionou-se 100 puL do extrato nas devidas
diluicdes e 200 pL de agua 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 estereoscopio (Estéreo Zoom LAB SZ, Laborana, Sao Paulo,
SP), realizou-se a contagem de nauplios mortos e vivos em cada poc¢o. A analise
estatistica foi realizada no software Minitab (Minitab LLC, Pensilvania, USA) utilizando
analise por probito. Esta analise modela variaveis dependentes binarias, ou seja, que
assumem apenas dois valores, no caso da andlise de toxicidade: mortos ou vivos.
Desta forma, determina-se a probabilidade de um evento ocorrer em funcdo da

concentracéo do extrato analisado e assim determina-se a DLso.

2.2.8 Andlise Estatistica

Os resultados obtidos nas andlises foram expressos como média e desvio
padrdo. O planejamento experimental Box-Behnken e as andlises estatisticas foram
realizadas utilizando o Software Statistica 8 (Statsoft Inc., Tulsa, OK, USA). A forca de
correlacdo entre os parametros foi analisada pelos produtos de Pearson (r). O teste
de toxicidade foi avaliado utilizando o software Minitab (Minitab LLC, Pensilvania,

USA) com analise por probito.
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2.3 RESULTADOS

2.3.1 Caracterizacao do Cogumelo

Os dados obtidos em relacéo a caracterizacdo do cogumelo constam na
Tabela 3. Diferentes cepas e espécies do cogumelo, demonstram grande variabilidade
de suas caracteristicas. Pavleen et al. (2024) avaliou a composi¢cao do C. militaris e
encontrou um valor de umidade de 85,48%, um teor de proteina de 23,02% alinhados
ao encontrado nesta pesquisa, porém ha uma diferenca no teor de lipideos (3,84%) e
de cinzas (2,06%). Essas diferencas podem ser justificadas pela diferenca de cepa
(Huang et al., 2006), de meio de cultivo (Raethong, et al., 2020) e periodo de colheita
(Wen et al., 2014), por exemplo. Na Figura 3 observa-se uma frutificagdo do cogumelo

realizada em meio sélido.

Tabela 3. Resultados das andlises fisico-quimicas dos cogumelos

Andlise Resultado (%) + Desvio Padrao
Umidade 85,42 + 1,51
Cinzas* 7,39+ 0,75
Proteinas* 15,31 + 0,67
Lipideos* 1,21 +0,01

Carboidratos e
fibras alimentares*
*Resultados expressos em porcentagem em base seca

76,06 = 2,94

Figura 3. Cordyceps militaris em crescimento em meio sélido
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2.3.2 Andlises dos Extratos de C. militaris

Conforme relatado na metodologia, foram realizados pré-testes de extracao
(Figura 4) a fim de melhor guiar a otimizagdo da extragdo. Na Tabela 4, estdo os
resultados para os diferentes tratamentos realizados durante a extracao.

Young et al. (2022) avaliou o teor de compostos fendlicos e antioxidantes
(DPPH e ABTS) no micélio e no corpo frutificado do C. militaris. No estudo,
chegou-se a quantidade de 7,66 + 1,10 mgEAG/g no cogumelo e 15,55 + 1,10
mgEAG/g no micélio. Em relacdo aos antioxidantes, 0s pesquisadores
expressaram as quantidades em EC50, que é uma medida que representa a
guantidade necessaria 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 fendlicos totais e antioxidantes nos diferentes extratos

Amostra CFT (mgEAG/q) DPPH (umolET/g) ABTS (umolET/g)
AF 8,10° + 0,65 15,95 + 3,11 13,399+ 0,18
AQ 9,96° + 0,65 17,50° + 1,32 20,92° + 0,06
AA 9,20 + 0,14 13,37° + 1,65 12,46° £ 0,45
AABU 19,159+ 0,22 22,60 + 3,12 19,43° + 0,06
AA 250BU 19,679+ 0,38 22,872 £ 2,58 21,277+ 0,10
AA 250DU 19,919 + 0,30 22,262 + 3,59 21,347+ 0,06
AA 450DU 21,242 + 0,57 7,829+ 0,93 22,982 £ 0,06

Nota: AF: extracdo com agua destilada a 25 °C; AQ: extracdo com agua destilada a 80 °C;
AA: extracdo hidroalcéolica a 7% e 25 °C; AABU: extracdo hidroalcoolica em banho
ultrassom; AA250BU: extracado hidroalcéolica 7% cominuida 250 mm e com banho ultrassom;
AA250DU: extracdo hidroalcéolica 7% cominuida 250 mm e com dispositivo ultrassom;
AA450DU: extracdo hidroalcoolica 7% cominuida 450 mm e com dispositivo ultrassom.

Em comparacdo com os dados obtidos pela pesquisa desta tese, o0s
compostos fendlicos no extrato tém valores proximos quando ndo tratados em
banho ou dispositivo ultrassom, nem cominuidos. Porém, comparado ao
tratamento com 450 mm e uso de dispositivo ultrassom, o resultado obtido neste
estudo € quase trés vezes maior. Em relacdo aos antioxidantes, o EC50
encontrado para o DPPH das extracfes € em média 0,266 + 0,003 mg/mL, isso
significa que é necessario 14 vezes menos extrato para inativar 50% do DPPH
guando comparado ao estudo de Young et al. (2022).

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

€ 15 vezes menor que o encontrado por Young et al. (2022). Em resumo, as
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extracOes realizadas neste trabalho foram eficazes na retirada de compostos
fendlicos e antioxidantes de dentro das células do fungo. A diferenca entre os
valores pode se dar também pela diferenca de cepas de Cordyceps utilizadas e
pelos métodos de cultivo.

Entre as extracOes analisadas, os melhores resultados foram obtidos
utilizando o cogumelo cominuido 450 mm, utilizando agua e alcool de cereais 7%
e dispositivo ultrassom. Desta forma, os proOximos passos levaram em conta estes

parametros a fim de otimizar a extragéo.

Figura 4. Imagem ilustrativa das extracdes com cogumelo inteiro ou cominuido em solucao
hidroalcoolica 7%.

Nota: AAM: extragcdo com agua e alcool 7%; AAU: extragdo com agua e alcool
em banho ultrassom; AAUCM250: agua e alcool 7% em dispositivo ultrassom e
cogumelo cominuido 250 mm; AAUCMULT: agua e alcool 7% em dispositivo
ultrassom e cogumelo cominuido 450 mm.

2.3.3 Otimizacao da Extracao Utilizando Box-Behnken

Apos realizadas as 15 extracfes planejadas pelo método de box-behnken,
realizou-se a andlise de compostos fendlicos 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 fendlicos e antioxidantes (com excecéo do
DPPH), as piores extracdes se encontram nos experimentos 5, 6, 9 e 10, que sdo as
extragcbes com menor razdo soluto-solvente. J& no caso do DPPH, as melhores
extracbes sdo a 5 e a 6, que tem entre 0 e 50% de etanol, 65% de amplitude e razdo

soluto:solvente 10.
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Tabela 5. Concentragcao de compostos fendlicos e antioxidantes dos extratos de C. militaris

FT ABTS FRAP DPPH Cordicepina  Adenosina
Amostra (mgEAG/g) (MMOIEQT/g) (WmolEQT/9) (umolEqT/g)  (mg/g) (mg/g)
1 13,86 + 0,66 30,87+256 31,88+1,42 9,39+0,10 111+011 1,05+0,03
2 11,75+ 0,25 27,82+1,08 2560+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 2391+090 9,50+0,30 2,07+027 1,12+0,02
5 758+0,12 21,30+0,48 27,76 +1,37 12,12+0,42 021+0,00 0,18+0,02
6 7,14+0,34 18,60+0,54 19,38+0,79 11,17+056 041+0,00 0,23+0,01
7 15,15+ 0,32 34,61+0,73 32,24+0,77 848+0,23 141+002 0,27+0,01
8 13,66 +0,31 30,98+1,39 2490+0,71 804+0,17 147+005 0,25+0,01
9 6,86+ 0,07 20,17+0,93 26,13+1,26 961+0,11 133+009 1,12+0,06
10 7,00+0,22 21,36+0,48 26,39+0,43 9,93+0,04 141+004 1,14+0,00
11 14,86 + 0,68 33,44+151 2838+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+052 066+001 0,19+0,03
13 11,69+0,15 27,75+1,00 27,45+0,80 9,12+0,71 028+001 0,10+0,03
14 12,10+ 0,46 29,22+1,27 2698+127 7,80+0,19 030+001 0,07+0,01
15 11,76 + 0,28 27,83+1,34 27,80+065 7,63+0,31 028+0,03 0,07+0,02

Nota: os resultados sdo expressos como média + desvio padrdo. FT: Fendis totais; AG: acido galico; T:

trolox;

Em relacéo a cordicepina e a adenosina, as melhores extracdes para ambos
0S compostos se encontram nos experimentos 1, 2, 3, 4, 9 e 10. Nestes experimentos,
a porcentagem de etanol, a amplitude e a raz&o soluto:solvente abarcaram diferentes
combinac¢des nos diferentes niveis determinados, 0 que significa que as variaveis
selecionadas ndo explicam completamente o aumento ou diminuicdo dos valores
resultantes, justamente por isso, estes ndo entraram para a otimizacdo, como
explicado nos préximos paragrafos.

Os modelos propostos na analise de regressdo multipla para as variaveis de
resposta avaliadas (compostos fenolicos, ABTS e FRAP) foram significativos (p <
0,05) e estdo apresentados na Tabela 6. Os resultados obtidos para DPPH,
cordicepina e adenosina ndo 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 R?
ajustados também corroboraram para a exclusédo destes dados na otimizacao.

Os dados da Tabela 6 exibem que os fatores mais importantes para a
otimizacdo foram a raz&o soluto:solvente e a porcentagem de etanol. Apenas para o

FRAP a amplitude do dispositivo ultrassom apareceu como uma variavel importante.
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Tabela 6. Efeito das variaveis independentes sobre a concentracéo de compostos fendlicos e
antioxidantes.

Variaveis Fatores Coef. de Erro t-valor p-valor -95% de +95% de
respostas Regressdo padréo confianca confianca
Compostos Constante 12,28 0,17 70,42 0,00 11,89 12,66
fendlicos X1* -0,69 0,16 -4,25 0,00 -1,05 -0,33
totais X3#** 3,67 0,16 22,51 0,00 3,31 4,03
(mgEAG/g) X3X3 -1,46 0,24 -6,12 0,00 -1,99 -0,94
R? 0,976
ajustado
P lack of 0,170
fit
ABTS Constante 28,26 0,38 74,06 0,00 27,42 29,10
(umolET/g) 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
R? 0,962
ajustado
P lack of 0,441
fit
FRAP Constante 26,65 0,35 75,34 0,00 25,87 27,42
(umolET/g) 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
R? 0,925
ajustado
P lack of 0,149

fit
Nota: * X1 corresponde a porcentagem de etanol (v/v); ** X2 corresponde a porcentagem de amplitude

do dispositivo ultrassom; *** X3 corresponde a razdo soluto-solvente;Os termos repetidos (X2X2 e

X3X3) correspondem aos termos quadraticos

Quando os pontos lineares séo significantes (p < 0,05) significa, de modo
simplificado, que o aumento ou a diminuicdo deste fator tem um efeito direto
consistente na resposta final. Quando um termo quadratico tem significancia, significa
gue o efeito deste fator faz uma “curva” ou pico, ou seja, ao chegar em um maximo
ele muda de direcdo. Entdo com um efeito quadratico significativo o ponto 6timo néao
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 contrario, levando a diminui¢do da resposta.

Em relacéo a este estudo, os fatores lineares X1 e X3 foram significantes em
todas as respostas (fendis totais, ABTS e FRAP), o que significa que o ponto 6timo
para X1 (porcentagem de etanol) e X3 (razdo soluto-solvente) estardo nos maximos
testados neste planejamento. Porém, para os fendlicos totais e para o ABTS, como
X3X3 (o termo quadrético da razdo soluto-solvente) foi significante, este maximo tem

um limite para a otimizacdo. Na resposta para o FRAP o termo quadratico X2X2 foi
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significante. E possivel interpretar que para o FRAP, aumentar a amplitude tem um
efeito positivo, porém apds 80%, pode ter um efeito contrario. Isso se refere as
respostas individualmente.

O ponto 6timo das variaveis para a extracao foi determinado visando obter o
maior rendimento em compostos fendlicos e antioxidantes (ABTS e FRAP). Os
resultados otimizados por meio da superficie de resposta (Figura 5) sugerem a
aplicacdo dos maiores niveis testados de amplitude (80%) e de raz&o soluto:solvente
(1:30); para a porcentagem de etanol o sugerido foi 15%. O software (Statistica 8.0)
utiliza modelos matematicos para cada resposta individual (Fenois, ABTS e FRAP) e
ajusta entre esses, um modelo para extracdo aumentada das trés respostas.

E realizado entdo um balanceamento dos fatores x1, x2 e x3. Para os fendis
totais e 0 ABTS o X3 (razdo soluto-solvente) € um termo linear e quadratico
significante. O termo quadratico sugere um limite, mas se o termo linear € dominante,
o software pode optar pela maximizacdo do termo linear X3 (+1), para otimizacéo da
resposta. Para o FRAP, o termo linear X3 também € significativo e positivo, o que
sugere que o0 aumento da razdo aumenta a resposta. Entdo, a decisdo geral do
software € a de que aumentar o fator X3 € benéfico para todas as respostas.

No caso do termo X2 (amplitude), para o FRAP o termo quadratico é
significativo, o que significa que existe uma amplitude 6tima, mesmo assim, o software
determinou, que a maxima amplitude testada (+1) é proxima o suficiente do ponto
otimo para o FRAP e néo prejudica as outras respostas. Para os compostos fenolicos
e ABTS o termo X2 nao é significante entdo o seu valor ndo afeta de forma direta as
respostas. A decisao foi por definir o 6timo de X2 no maximo para favorecer a resposta
do FRAP.

O termo X1 (porcentagem de etanol), esta 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 maximo nédo beneficia o suficiente a otimizacdo para justificar o aumento
ou pode afetar negativamente uma das respostas (percebido pelo software por meio
das interacdes ou pelas restricdes do modelo), sendo assim, o valor 6timo encontrado
esteve entre 0 e +1. Normalmente, os softwares estatisticos utilizam funcdes de
desejabilidade ou métodos similares para combinarem as respostas em um critério de

otimizagcdo (Ramirez-Brewer; Quintana; Garcia-Zapateiro, 2024).
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Figura 5. Superficie de resposta e graficos de contorno mostrando os efeitos das variaveis
independentes (porcentagem de etanol, amplitude e razao) sobre a concentracéo de compostos
bioativos e atividade antioxidante no ponto 6timo dos extratos de C. militaris.
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Para validacdo do modelo desenvolvido para compostos fendlicos totais, ABTS
e FRAP o extrato nas condicfes otimizadas foi testado. Os valores preditos para cada
parametro em condi¢cdes oOtimas e os resultados obtidos experimentalmente estdo
contidos na Tabela 7. O resultado experimental para ABTS esta contido em um
intervalo de 95% de confiancga, e os resultados de fenois totais e FRAP tiveram um
erro em relacdo ao valor predito de 10% e 7,4% respectivamente, considerando o

valor do desvio padrédo é possivel a validagdo do modelo.
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Tabela 7. Valores preditos e experimentais das variaveis obtidas no ponto 6timo de extracédo do C.

militaris.
Variavel resposta Valores
Predito -95% de +95% de Observado
confianga confianga

Fenodis totais (MgEAG/Q) 15,76 15,25 16,27 17,30+ 1,61
ABTS (UmolET/qg) 35,23 33,66 36,79 34,10 £ 0,27
FRAP (umolET/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 DLsode 1379 + 504 uL/mL. Os valores de referéncia foram
estabelecidos por McLaughlin, Chang e Smith (1993) em que valores acima de 500
Mg/mL sdo considerados de baixa toxicidade, valores entre 100 e 500 pg/mL séo
considerados de toxicidade moderada e até 100 pg/mL sdo considerados de alta
toxicidade; e o estabelecido por Meyer et al. (1982) que acima de 1000 pg/mL sé&o
considerados sem toxicidade para A. salina. Dentro destes valores de referéncia pode-
se considerar que o extrato otimizado é atoxico e, portanto, propicio para a utilizacéo

em produtos alimenticios.

2.3.3.2 Imagens de microscopia eletrénica

Nesta secao estao dispostas as imagens obtidas em microscopio do tipo FEG.
A Figura 6 é um comparativo entre o cogumelo seco cominuido antes (12 linha) e apos
a extracdo (22 linha). Nota-se que no cogumelo seco cominuido a estrutura do
cogumelo € mais coesa, enquanto apds a extracdo em ultrassom, observa-se o efeito
de cavitacdo, com maior formacdo de poros nas estruturas do cogumelo. Isso
acontece pois o dispositivo ultrassom forma poros na matéria-prima que rompe as

células e libera seu conteddo interno.
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Figura 6. Comparativo entre as estruturas do cogumelo seco cominuido pré e pds-extragédo.
(b) (c)

sEMuv 100w | woiezemm |1/
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View field: 277 ym __ SM: RESOLUTION Performance in nanospace
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SEM MAG: 200 x Det: SE 200 ym SEM MAG: 1.00 kx Det SE
View fleld: 1.38 mm  SM: RESOLUTION Porformance In nanospace View field: 277

Nota: (a), (b) e (c) correspondem as imagens do cogumelo seco cominuido nos aumentos 200, 1000 e
2000, respectivamente; (d), (e) e (f) correspondem as imagens do cogumelo seco cominuido pés
extracdo nos aumentos 200, 1000 e 2000, respectivamente.

2.4 Conclusao

A partir das analises realizadas, foi possivel otimizar a extracdo de compostos
fendlicos e antioxidantes a partir do p6é do cogumelo do C. militaris. Foi verificado a
partir do planejamento experimental fatorial Box-Behnken que os melhores
parametros para a extracao sao a utilizacdo de uma solucdo aquosa com 15% de
etanol, razao soluto:solvente de 1:30 e amplitude do dispositivo ultrassom em 80%.
Com a utilizacdo destes parametros, a resposta foi otimizada, estando dentro ou
superior ao valor predito. Os parametros para o DPPH, cordicepina e adenosina néo
puderam ser otimizados por este modelo. E possivel que a modelagem para
otimizacdo destes resultados esteja vinculada a outros solventes ou a utilizacdo de
outros métodos para a extracdo. Porém, como o objetivo da extracéo é a adicdo ao
fermentado alcoolico de macga para melhorar sua funcionalidade, é importante que os
solventes sejam 0s mais proximos dos utilizados ou gerados na fermentagéo (agua e

etanol) e que também ndo onerem os produtores em relagdo ao custo, portanto a
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adicao de outros solventes como metanol, acetona e hexano, por exemplo, trariam
mais etapas na producédo e mais custos para que fosse feita sua completa retirada

apos a extracgéo.
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CAPITULO 3 - FORMULACAO E CARACTERIZACAO DO FERMENTADO ALCOOLICO
DE MACA ADICIONADO DE C. MILITARIS

FORMULATION AND ANALYSIS OF THE C. militaris-ADDED APPLE CIDER

RESUMO
Tendo em vista a necessidade de inovacdo, a busca por op¢cBes saudaveis e a
valorizagao da producao nacional de macas, propde-se a utilizacédo de C. militaris para
melhorar a qualidade funcional da sidra. Foram realizadas fermentagdes de 15 dias
em frascos de 250 mL (200 mL dutil), fechados com rolha e airlock a 20°C + 2. As
amostras foram separadas em grupo controle (C), cogumelo seco cominuido (COG),
extrato otimizado (OTM) e meio liquido fermentado do fungo (ML). Analises (dias 1, 2,
3, 7, 10, 11, 15) incluiram contagem celular, viabilidade, pH e cor. O frasco 15 foi
pesado diariamente para monitorar a cinética de fermentacéo. Ensaios demonstraram
compatibilidade entre C. militaris e Saccharomyces cerevisiae, comprovada por
microscopia eletrbnica (colonizacdo de leveduras) e parametros fermentativos
eficientes. A adicdo de cogumelo (COG) aumentou a producéo de CO,, fendis totais,
acido clorogénico e acidos organicos, mas reduziu aromas e apresentou leve
toxicidade em Artemia salina (DL50: 590 + 315). O extrato (EXT) resultou em menor
CO,, maior etanol e reducéo de fenodis/aromas, sendo atoxico. Adicdes do cogumelo
apos o 12° dia prolongaram a fermentacdo. COGAFT (fermentacdo adicionada de
cogumelo apds o 12° dia) elevou fendis, acidos organicos (acido malico), acucar
residual (~1%) e etanol, mantendo-se atoxico. EXTAFT (fermentacdo adicionada de
extrato ap6s o 12° dia) aumentou fendis versus controle e EXT. Ambas as
fermentacBes AFT (adicionadas apds o 12° dia) foram atéxicas. Este estudo é pioneiro
na integracdo de C. militaris em fermentados de maca, utilizando solventes verdes e
revelando o cogumelo como suporte fisico para leveduras. Elevados teores de acido
malico podem desafiar o equilibrio sensorial;, aglcar residual em suplementacdes
tardias pode mitigar acidez. Estudos futuros devem otimizar a dosagem de cogumelo
na bebida (valores menores que 6,6 g em 200 mL), analisar volateis e realizar

avaliacdes sensoriais.

Palavras-chave: toxicidade; compostos fendlicos; acidos organicos; 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 CO, 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, CO, production). Mushroom addition (COG) increased CO, 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
CO,, 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),

gualitatively/quantitatively analyze volatile profiles, and conduct sensory evaluations.

Keywords: toxicity; phenolic compounds; organic acids; mushroom.

3.1 INTRODUCAO

Produtores de maca nos principais mercados de sidra (como Estados Unidos,
Franca e Inglaterra) tém direcionado parte de sua producdo para o cultivo de
variedades préprias para sidra, impulsionando producdo e a comercializacdo em

mercados locais tanto artesanais quanto industriais.
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Esta tendéncia vem muito acompanhada da busca do consumidor por
produtos artesanais, 0s quais julgam ser mais confidveis, saudaveis, inovadores e
dentro do farm to table (da fazenda a mesa), ou seja, produtos que vem direto da
fazenda. A proposta farm to fork (da fazenda ao garfo) foi inicialmente lancada em
2020 como parte do ‘Acordo Verde Europeu’ (European Green Deal) e inclui 27
objetivos para uma producéo agricola mais sustentavel (Ostrom et al., 2022).

Embora represente volume inferior ao de bebidas como cerveja e vinho, o
mercado internacional de sidra mantém relevancia significativa. Entre 2010 e 2019,
registrou crescimento médio de pouco mais de 5% ao ano. Esse avanco reflete,
sobretudo, a expansdo acelerada no Leste Europeu, regido sem tradicdo anterior,
onde o mercado cresceu 400% entre 2010 e 2020, com destaque para Polonia,
Ucrénia e Russia (Ricome; Solano-hermosilla; Ciaian, 2022).

Outro motivo do aumento foi a recente descoberta (ou redescoberta) da
bebida pelos jovens. O relatério da Comissdo Europeia de 2022 apontou que as
propagandas tém sido direcionadas a este publico principalmente sob as alegacdes
de bebida leve, sem gluten e a qual o mercado tem adicionado uma variedade de
sabores (Ricome; Solano-hermosilla; Ciaian, 2022).

No Brasil, conforme relatado nos capitulos anteriores, a sidra é fabricada com
macas de mesa, como a Gala e a Fuji, e sdo 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
macas para a producéo de sidras e fermentados de maca de maior complexidade de
sabores e aromas, como ocorre com o setor vinicola, valorizando assim a matéria-
prima e tendo retorno financeiro maior do que com a fruta in natura.

Neste capitulo serdo exploradas possibilidades de melhorar a qualidade
funcional da bebida fermentada alcéolica ainda utilizando a maca de mesa (Gala),
porém realizando adicdo de cogumelo como forma de adicionar compostos fendlicos,
antioxidantes e aromas que aumentem a complexidade e tragam uma inovacao que

possa ser atrativa aos consumidores.

3.2  Materiais e Métodos
3.2.1 Fermentado Alcodlico de Maca
Macads Galas (54 kg) foram selecionadas, lavadas e sanitizadas em uma

imersdo de hipoclorito de sddio (150 mg/L) por 15 min a 5 °C. Apds 0 enxague em
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agua potavel, foram submetidas a prensagem (Triturador/Prensa a Frio, AGM
Maquinas, Bento Gongalves, RS, BR) até a extragdo maxima do liquido. O rendimento
do mosto de maca foi calculado (n: 72%) e entdo despectinizado (Enzima Pectinex
3XL, Novozymes, Curitiba, Brasil) em concentragéo de 3 mL/hL (40°C por 30 min). A
trasfega foi realizada, e o mosto de macd despectinizado foi utilizado nos
experimentos de fermentagéo alcodlica.

O mosto extraido continha 11,75 g/100 mL de sélidos soluveis e foi submetido
a fermentacdo em frasco de 250 mL de capacidade e 200 mL de volume util. Neste
frasco € adicionado uma rolha e airlock. A fermentacgédo controle foi realizada utilizando
mosto de maca Gala e levedura Saccharomyces cerevisiae na concentracao de 20
g/hL (Reims Champagne, Fermol, California, EUA).

3.21.1 Testes preliminares de fermentacédo com extrato de C. militaris

Os experimentos foram realizados com objetivo de verificar inicialmente a
compatibilidade da fermentacdo alcodlica adicionada de extrato de C. militaris. Esta
fermentacdo ocorreu por 15 dias, a 20 £+ 2 °C. Instituiram-se trés grupos de
fermentacéo: controle P (sem adicdo de cogumelo), fermentacdo 1 — C1 (com adicéo
de 10% de extrato com concentracdo de 20 g/L) e fermentacdo 2 — C2 (com adicao
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 fermentacéo foi realizada em frascos erlenmeyers de capacidade 250 mL,
com 200 mL de liquido (mosto, ou mosto + extrato). A levedura comercial
Saccharomyces cerevisiae foi adicionada depois de hidratada, na concentracéo de 20
g/hL. O frasco foi tampado com rolha de silicone perfurada por agulha, conectada em
uma mangueira de silicone que tinha sua saida em um frasco com metabissulfito de

potassio (200 mg/L).

3.2.1.2 Fermentacao do mosto de macéa com diferentes adicdes de cogumelo

ApOGs os testes iniciais, foram instituidos os grupos para fermentacdo. O

Quadro 3 tem a representacdo das siglas e das fermentagcbes realizadas. As
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fermentagdes duram 15 dias, em 20 + 2 °C, em frascos de 250 mL com 200 mL de

liquido total, seja este adicionado ou ndo de cogumelos.

Quadro 3. Relacéo de siglas e significados de cada grupo de fermentacao.

Sigla Significado
C Fermentacéo controle, sem adicdo de cogumelos
EXT Fermentac@o adicionada do extrato otimizado (33 g/L do

cogumelo solucéo hidroalcéolica 15%) no tempo 0

COG Fermentacdo adicionada do cogumelo em p6, cominuido,
acondicionado em saco de cha de TNT e mergulhado no
mosto no dia 0 e mantido até o dia 15 da fermentacao

ML Fermentacdo adicionada do meio liquido fermentado do C.
militaris no dia 0 da fermentacéo

COGAFT Fermentacdo adicionada do cogumelo em p6, cominuido,
acondicionado em saco de cha de TNT e mergulhado no
fermentado de maca no 12° dia de fermentagdo e mantido
por 5 dias

EXTAFT Fermentacéo adicionada do extrato otimizado (33 g/L) no
12° dia de fermentacdo e mantido por 5 dias
Fonte: autoria prépria

Todos os parametros fermentativos sdo os mesmos da fermentacao inicial
descrita na sessédo anterior, com excecao da utilizacdo de airlock do tipo S no lugar
dos batoques (Figura 7). O airlock foi enchido com agua destilada e levemente
tampado para evitar evaporacao.

A adicdo do cogumelo cominuido foi realizada em 6,6 g tendo em vista a
concentragdo do extrato otimizado (33 g/L), ou seja, para alcancar esta concentracao
foram utilizados 33 gem 1 L, em 200 mL, sendo 6,6 g. A quantidade de extrato e de
meio liquido fermentado seguiu o estudo de Jiang et al. (2020), ja utilizado na
fermentacéo anterior.

As fermentacdes AFT (COGAFT e EXTAFT) sao realizadas de forma
diferente. Para observar se o tempo em que a adicdo dos cogumelos e do extrato é
feita na fermentacdo alterara a producdo de compostos fendlicos, antioxidantes e
volateis, esta fermentacdo foi realizada por 12 dias (periodo até a fermentacédo
terminar a fase estacionaria) sem nenhuma adicdo, e apos este periodo, foi
adicionado um saco de cha de TNT contendo pérolas de vidro para garantir a
submerséo do material e 6,6 g do cogumelo cominuido e seco ha COGAFT e 20 mL

do extrato otimizado na fermentacdo EXTAFT.
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Na secéo resultados, observa-se que a fermentacado ML né&o foi bem-sucedida
e que o meio liquido tem um conteddo ndo compativel com o crescimento das
leveduras. Por este motivo, para ndo deixar o texto confuso, a fermentacdo ML esta
citada nesta sec¢do, mas a metodologia detalhada e os resultados obtidos serdo
separados no item 3.4, onde constara um melhor detalhamento desta fermentacéo.

Figura 7. Fermentac¢bes com airlock tipo S.

Fonte: autoria propria

Na Figura 8, foi realizado o desenvolvimento de um fluxograma para melhor
compreensao da metodologia utilizada para as fermentacfes e da definicdo dos

codigos de cada amostra.
Figura 8. Fluxograma das fermentaces e cédigos utilizados para as amostras

Mosto despectinizado

L
Fermentagdo 200

com cogumelo

Fermentacao
com extrato

6,6 g adicionados Fermentacao 20 mL de extrato
em u'm saco de Controle otimizado
cha de TNT Condi¢Ges gerais

de todas as fermentacdes: E.x.trato
15 dias Extrato adicionado

Cogumelo 200 mL de mosto adicionado no dia 12
adicionado nodia0 dupli :
! frasco de 250 mL uplicatas:

nodia 0 Cogumelo airlock duplicatas:
duplicatas: adicionado R
no dia 12 20°C EXTAFTF1  EXTAFTF2
duplicatas: EXTF1 EXTF2

COGF1 COGF2 duplicatas:

CF1 CF2
COGAFTF1 COGAFTF2

Fonte: autoria prépria



67

3.2.2 Cinética e Andlise dos Fermentados

Os fermentados foram pesados diariamente para monitorar a perda de gas
carbodnico (COy) (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
0 seu dia, teve a sua fermentacdo interrompida, coletou-se uma aliquota apds
homogeneizagcdo para contagem em camara de Neubauer (XB-K-25, SMIC, China)
onde também foi feita coloracdo com azul de metileno a 0,01% para determinar a
viabilidade celular (ZEISS, AXIO-HAL100, Jena, Alemanha) (Pierce, 1970). O restante
do fermentado alcodlico foi centrifugado por 15 minutos a 2224 g (Centrifuga, MPW-
351, Med. Instruments®, Varsovia, Polonia). O sobrenadante foi levado para medicéo
do pH (Marte cientifica, One Sense pH2500, Sdo Paulo, Brasil) e cor utilizando um
colorimetro digital (Konika Minolta, CM-5, Toquio, Japao). O restante foi congelado a
-20 °C para analises futuras. Um controle inicial foi realizado no tempo zero. Todas as

fermentacdes ocorreram em duplicata.

3.2.2.1 Fendlicos totais, antioxidantes, cordicepina e adenosina

As analises de compostos fendlicos totais, antioxidantes (DPPH, FRAP e
ABTS) e a quantificacdo de cordicepina e adenosina foram determinadas de acordo
com os métodos descritos no capitulo Il e utilizando os mesmos reagentes

supracitados.

3.2.2.2 Andlise de acgucares por HPLC

Foi utilizado o método de Santos et al. (2018) para as determinacfes de
acucares. As amostras foram diluidas, com &agua ultrapura (Milli-Q Integral®,
Millipore®, Sédo Paulo SP, Brazil), filtradas em filtro seringa de nylon de 0,22 pm
(Waters, Milford, MA, EUA) e transferidas para vials. A analise foi feita em um sistema
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) (Waters 2695 Alliance, Milford, MA,
EUA) com um detector de indice de refracdo (Rl 2414, Milford, MA, EUA) uma bomba
guaternaria (Waters 2695 Alliance, Milford MA, EUA), desgaseificador e auto injetor.
Utilizando-se uma coluna Bio-Rad HPX 87H (300 x 7.8 mm) em condig&o isocréatica

de uma solugéo aquosa de 0,006 M de &cido sulfarico com volume de injecdo de 10
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pL e taxa de fluxo de 0,5 mL/min com a coluna aquecida e mantida a 30 °C e o detector
também nesta temperatura. As &reas dos picos foram obtidas e comparadas com as
curvas padrédo da sacarose (y = 10°x - 147314, R? = 0,998), da D-glicose (y = 107 —
58762, R? = 0,9976), da D-frutose (y = 10’x — 23717, R? = 0,9971) e do etanol (y =
3.10% — 54534, R? = 0,9969). Os resultados foram expressos em porcentagem.

3.2.2.3 Teor alcéolico

O teor alcodlico foi determinado por meio de ebuliébmetro (010154, Techvision,

Brasil).

3.2.24 Andlise de acidos organicos por HPLC

As amostras foram analisadas quanto a concentracdo de acidos organicos
(galacturénico, glucurénico, malico, latico, acético, isobutirico e butirico), segundo
método de Santos et al. (2014). Para a separacao desses compostos utilizou-se uma
coluna Aminex HPX-87H (300 x 7,8 mm) a 30 °C. A fase mével constituida de acido
sulfurico (0,005 mol/L) em modo isocratico, com fluxo de 0,5 mL/min e volume de
injecdo de 10 yL de amostra. A quantificacéo foi calculada pelas curvas de calibracao
do acido galacturdnico (y = 4.10%x + 29815; R? = 0,9952), glucurénico (y = 6.108x +
97565; R? = 0,9956), acido malico (y = 9.10% + 16081; R? = 0,9953), &cido latico (y =
107x — 34388; R? = 0,9956) e acido acético (y = 9.10%x — 75766; R? = 0,9949), acido
isobutirico (y = 9.10%x — 92505; R? = 0,9956) e acido butirico (y = 6.10%x — 124032; R?
= 0,9955).

3.2.2.5 Toxicidade das sidras em Artemia salina
A anadlise de toxicidade em nauplios de A. salina foi realizada conforme
descrita no capitulo Il. Com a diferenca que ao invés de extrato, foram analisadas as

sidras nas mesmas diluicdes descritas.

3.2.2.6 Perfil fendlico

Para a analise de perfil fendlico primeiro uma aliquota de 25 mL de cada

amostras foi liofilizada (LD 1500, Terroni®, Sédo Paulo, Brasil) até a completa retirada
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de agua das amostras. ApoOs esse processo elas foram ressuspendidas em 3 mL de
uma solucéo 3:1 de &cido acético 2,5% e metanol 99% (Alberti et al., 2014).

As amostras foram filtradas em filtro seringa de nylon de porosidade 0,22 ym
(Waters, Milford, MA, EUA) e transferidas em vials. As amostras foram analisadas em
sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (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 quaternaria e amostrador automatico, coluna Symmetry C18 (4,6 x 150 mm,
3,5 um, Waters, Milford, MA, EUA). A fase mével é constituida de solucdo de acido
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 condi¢fes de: fluxo 1,0 mL/min; coluna a 20°C. As
deteccbes foram feitas a 280 nm para flavan- 3-ols e dihidrochalconas; a 320 nm para
acidos hidroxicinamicos; e 350 nm para flavonéis. Compara-se o tempo de retencéo
e espectro dos picos com os de padrbes para identificacdo e quantificacdo. Os
padrdes utilizados foram: acido galico (y = 29405x — 316118, R? = 0,9989), catequina
(y = 4426,9x + 80508, R? = 0,9384), epicatequina (y = 6127,6x — 17085, R? = 0,9961),
floridizina (y = 26549x — 662698, R? = 0,9875), elagico (y = 26737x — 689515, R? =
0,9902), acido clorogénico (y = 29624x — 337246, R? = 0,9976), acido cafeico (y =
56620x — 10°, R? = 0,9902) e trans-ferrulico (y = 55433x — 781991, R? = 0,9971). Os

resultados foram expressos em mg/L.

3.2.2.7 Andlise de compostos volateis

A otimizacdo do método para analise de compostos volateis foi realizada no
laboratério de meétodos instrumentais da Universidade Tecnolégica Federal do
Parana, campus Ponta Grossa. Tomou-se como principio o método pesquisado por
Pietrowski et al. (2012).

Inicialmente foi preparada uma solucédo estoque com 50 uL de cada padrao
volatil (9 padrées = 450 pL) e completa um baldo volumétrico de 100 mL com uma
solucédo etanol (5%) e agua (95%). A curva foi preparada diluindo a solucdo estoque
em concentracdes de 0,00078% até 0,0250%.

A captura dos compostos volateis 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 saida de volateis 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 entdo aliquotada no autosampler em quantidade de 2000
HL e injetada no cromatégrafo (Young Lin, YL 6100 GC, Coreia). A coluna utilizada
para esta andlise foi a ZB-WAX (Phenomenex, 30 m x 25 mm x 0,25 um). O detector
utilizado foi um FID (detector de ionizacdo de chama). A temperatura do injetor foi de
220 °C e a temperatura do detector, 230 °C. O gas de arraste foi nitrogénio, com fluxo
de 2 mL/min, e a técnica de injecéo foi split 1:10. A corrida se inicia com 35 °C por 5
min e entdo ha uma rampa de 3 °C/min até os 50 °C. Dos 50 aos 60 °C a temperatura
sobe a 20 °C/min. Dos 60 °C até os 100 °C foi feita uma rampa de 3 °C/min e entdo
dos 100 aos 240 °C a temperatura sobe a uma taxa de 25 °C/min. Esta temperatura
foi mantida por 5 minutos para limpeza e entdo retorna para 35 °C para
acondicionamento até preparacdo da nova amostra. A curva de quantificacdo foi
construida com os padrdes: butirato de etila (y = 805601x + 363,75, R? = 0,9967), 2-
hexanona (y = 454810x +331,02, R? = 0,992), 1-octen-3-ol (y = 193156x + 341,53, R?
= 0,9512), 2-heptanona (y = 532958x + 413,84, R? = 0,9867), hexil acetato (y =
767262x +489,87, R? = 0,9872), isopentil acetato (y = 808616x +294,85, R? = 0,9951),
1-pentanol (y = 81543x + 130,86, R? = 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 eletronica de varredura

As imagens de microscopia eletronica foram obtidas no complexo de
laboratérios multiusuario da Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG). As
amostras foram retiradas do saco de TNT, dispostas em uma placa de petri e levadas
para liofilizacdo (LD 1500, Terroni®, Sao Paulo, Brasil). As amostras passaram entao
por recobrimento de ouro e entdo as imagens foram feitas em microscépio eletrénico
de varredura por emissao de campo com alta performance com sistemas EBSD e EDS

acoplados (Mira 3, Tescan, Sao Bernardo do Campo, SP)

3.2.2.9 Analise de cor
As analises de cor foram realizadas em colorimetro digital (marca Konica
Minolta, Modelo CM-5, Japéo) e processadas de acordo com o espaco CIE-Lab

(Commission Internationale de I’Eclairage) a partir das coordenadas L*, a* e b*.
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3.2.2.10 Analise estatistica

Os dados foram apresentados como média e desvio padrdo. As diferencas
entre as amostras foram avaliadas pela andlise de variancia (ANOVA, fator Unico),
seguido de teste de médias de Fischer LSD. As analises estatisticas 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 andlise por Probito.

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Resultados dos Testes Preliminares de Fermentacéo

Os resultados obtidos na investigacéo inicial realizada com os extratos de 450
mm, extraidos em solucéo hidroalcéolica 7% e em concentracdes de 20 g/L e 200 g/L
estdo contidos na Figura 9. A fermentacao controle (P) produziu ao final dos 15 dias
5,92 °GL de élcool, a fermentacédo C1 7,35 °GL e a fermentacédo C2 6,85 °GL.

Pela Figura 9 é possivel observar que a fermentacdo C1, que foi adicionada
de extrato 20 g/L, iniciou a fermentacédo de forma bem parecida com a fermentacao
controle, porém entre o 6° e o0 8° dia, a producdo de CO; continuou a aumentar,
enquanto a fermentacao controle iniciou o processo de estabilidade.

A fermentacéo C2, adicionada de extrato com concentracao 200 g/L, teve uma
fermentagcdo com menor producao de CO: e sua fase exponencial foi mais prolongada.
Possivelmente por influéncia da alta concentracéo do extrato.

Em relacdo as velocidades, a fermentacdo controle teve uma velocidade
maxima de 5,15 g/L/d durante a fase exponencial, a fermentacédo C1 teve 7,19 g/L/d
e C2 5,03 g/L/d. O extrato em baixa concentracdo (Cl) pode ter favorecido o
metabolismo celular da S. cerevisiae, 0 que aumentou a producédo de CO; e de etanol.

O fungo apresenta um elevado teor de nitrogénio, que pode ter contribuido
para os efeitos observados nas fermentacGes adicionadas de extrato 20 e 200 g/L.
Além dos aminoacidos, o material fungico adicionado pode conter ergosterol (ndo
avaliado neste estudo), que na fermentacdo anaerdbica pode atuar no lugar do

oxigénio no metabolismo das leveduras. O ergosterol atua aumentando o crescimento,
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0 metabolismo, a viabilidade das leveduras e melhorando a resisténcia aos altos
teores de aclcar e ao estresse por etanol (Girardi-Piva et al, 2022). Portanto, &
provavel que o nitrogénio e o oxigénio ndo tenham sido limitantes nas fermentacdes
alcodlicas. 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 fermentacbes foram bem-sucedidas, em relacdo a
cinética, ndo demonstrando inibicdo as leveduras. A fermentacdo teste aconteceu
antes da otimizacdo do extrato, descrita no capitulo Il. Este teste guiou a escolha dos
valores de razao soluto:solvente, tendo como concluséo aqui que concentragcdes entre
20 e 200 g/L n&o 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 nao foram detectados nos experimentos com sidra. Como
esses compostos estdo presentes em baixas quantidades no extrato, € possivel que
a quantidade adicionada (20 mL) ndo seja suficiente para que oS compostos sejam

detectaveis na sidra.
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Figura 9. Liberacao de dioxido de carbono (CO2) em fermentacdes controle e adicionada de extrato de

cogumelo.
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Nota: C1: fermentacéo adicionada de 20 mL de extrato 20 g/L. P: fermentacéo controle. C2:
fermentacao adicionada de 20 mL de extrato 200 g/L

3.3.2 Resultados da Cinética e Analises das Fermentacdes com Duracao de 15 dias

Foram realizadas as fermentacdes controle (C); a adicionada de cogumelo seco
cominuido em saco de cha (COG); a adicionada de extrato otimizado (EXT); e a
adicionada de meio liquido 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 fermentacdo em cada dia escolhido para monitoramento da
fermentacao (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 inicio da fermentacéo alcodlica.

Fonte: a autora.

Na Figura 11 esta representada a cinética de liberacdo de CO: por hora de
fermentacdo. A fermentacdo ML ndo esta representada na figura pois nao atingiu nem
10 g/L de producdo de CO2 durante os 15 dias de fermentag&o, por este motivo, 0s
dados desta fermentacdo estdo separados no item 3.4. Na Figura 11 observa-se 0
crescimento celular nos dias 1, 2, 3, 7, 10, 11 e 15 dos 3 grupos e suas replicatas.

Em relacdo as velocidades maximas (umax), o controle teve velocidade de
6,09 g/L/d, a primeira fermentacao adicionada de extrato (EXT F1) teve pmax de 6,43
e a segunda (EXT F2) de 5,23. A fermentacdo COG F1 teve umax de 20,29 e COG
F2 de 11,08 g/L/d. A fermentacdo controle teve comportamento muito similar ao
controle dos testes de fermentacdo, na secdo anterior, 0 que era esperado. A
fermentacdo com o0 cogumelo teve velocidades maximas muito superiores a
fermentacdo controle, possivelmente pelo maior aporte de nitrogénio inicial.

Uma diferenca observada entre as fermentacfes 1 e 2 foi o tempo gasto na
fase de adaptacdo (fase lag). As fermentacdes 1 demoraram ao menos 70 h para
iniciar a fase exponencial, enquanto as fermentagdes 2 iniciaram a exponencial dentro
de 24h. Devido a uma reforma nos laboratorios, a fermentacdo 1 ocorreu dentro do
laboratdrio com temperatura controlada por ar-condicionado, tendo variado em meédia

+ 2 °C. A fermentacéo 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 inicio
da fermentacdo imediata, enquanto as fermentacbes 1 tiveram um tempo de

adaptacdo aumentado.

Figura 11. Produc&o de CO: nas fermentacdes controle, adicionada de cogumelo e adicionada de

extrato.
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Nota: COG F1: primeira fermentacdo adicionada de cogumelo; COG F2: segunda
fermentacéo adicionada de cogumelo. EXT F1: primeira fermentacéo adicionada de extrato
otimizado; EXT F2: segunda fermentacéo adicionada de extrato otimizado; Média controle:

média dos controles F1 e F2.

Na Tabela 8 é possivel acompanhar a progressao do pH de cada fermentacao

durante os dias de amostragem. O extrato otimizado tem pH de 4,88. E possivel notar

gue as fermentacdes com adi¢do tiveram um leve aumento no pH comparado ao

controle durante todos os pontos de amostragem.

Tabela 8. Progressdo do pH das fermentacdes durante os dias amostrais

Tempo (h) Controle COG EXT
0 405+0,0 41+00 41+00
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+0,01 440+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 padrao
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Na Figura 12, é demonstrada a cinética de crescimento celular, as curvas
apresentadas correspondem a contagem de células viaveis nos dias de amostragem.
Como a contagem de células viaveis desconta o valor de células mortas, algumas
varia¢des do grafico se dao pelo aumento ou diminui¢éo de células mortas durante a

fermentacéao.

Figura 12. Cinética de crescimento celular das amostras controle, adicionada de cogumelo e extrato
otimizado
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Nota: COG F1: primeira fermentacéo adicionada de cogumelo; COG F2: segunda
fermentacéo adicionada de cogumelo. EXT F1: primeira fermentacéo adicionada
de extrato otimizado; EXT F2: segunda fermentacdo adicionada de extrato
otimizado; Média controle: média dos controles F1 e F2.

3.3.3 Resultados da Cinética e Analises das Fermentacfes Adicionadas de

Cogumelo no 12° Dia

Na Figura 13 estdo apresentados os resultados de producédo de CO». O gréfico
se inicia no momento da adicdo, que aconteceu no 12° dia, e foi representado como
hora 0. Neste momento, a fermentacéo ja estd em fase estacionaria, e a producéo de
0,2 g/L de CO2 que se observa até pouco mais de 40h € normal para esta fase. Apos
80h observa-se o inicio de uma fase de declinio na fermentacéo controle, o que néo
acontece nas fermentacdes adicionadas (COGAFT e EXTAFT) que demonstram uma
tendéncia de crescimento da produgéo de CO Ainda que, em uma visédo geral, essa

producdo ndo seja suficiente para visualizar uma mudanca da fase estacionaria
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durante este periodo, é possivel observar uma mudanca de tendéncia, vista também
comparando as velocidades pré e pos adi¢do do controle e dos tratamentos.

No controle percebe-se uma redugcdo da velocidade mais brusca, chegando
inclusive a um novo ganho de peso na fermentacdo. Nas fermentacdes adicionadas,
tem-se uma reducdo da velocidade, comparado ao periodo pré-adi¢cdo, porém com
um prolongamento da fase estacionaria e com o0 que se observa na Figura 13, um

aumento progressivo da produgéo, o que indica uma tendéncia ao aumento.

Figura 13. Producéo de CO: por hora nas fermentacdes controle, COGAFT e EXTAFT apés adicédo no
dia 12 da fermentacéo.
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Nota: COG F1: primeira fermentacéo adicionada de cogumelo; COG F2: segunda
fermentacéo adicionada de cogumelo. EXT F1: primeira fermentacéo adicionada
de extrato otimizado; EXT F2: segunda fermentacdo adicionada de extrato
otimizado; Controle: média dos controles F1 e F2.

Tabela 9. Velocidades instantaneas de formag&o de CO: pré e p6s o momento da adigéo do
cogumelo e do extrato.
Velocidade no intervalo Velocidade no periodo
dos dias 10 a 12 (g/L/d) pés adicdo (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 tendéncias de crescimento celular apds o
periodo de adigdo do extrato e do cogumelo. Vé-se que o controle estd em um claro
declinio, enquanto os fermentadores com adicdo demonstram uma tendéncia de
manutencdo, demonstrando um prolongamento da fase estacionéria, corroborado

pelos dados de producéo de CO: e pelas velocidades instantaneas.
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Figura 14. Contagem de células viaveis no controle e nas fermentagdes EXTAFT e COGAFT
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Nota: COG F1: primeira fermentacdo adicionada de cogumelo; COG F2: segunda
fermentacéo adicionada de cogumelo. EXT F1: primeira fermentacéo adicionada de extrato
otimizado; EXT F2: segunda fermentacdo adicionada de extrato otimizado; Média controle:
média dos controles F1 e F2.

Nas proximas secdes, os resultados para as fermentacdes de 15 dias e as
fermentacbes AFT foram apresentados juntos para facilitar a compreensdo e
comparacao dos dados. Inicialmente, foram apresentados os dados detalhados de
cada analise e por ultimo, foi formulada uma tabela comparativa dos pontos iniciais e

finais das fermentacdes em todas as analises.

3.3.31 Resultados da anélise de agucares por HPLC

Nesta secdo, serdo discutidas as respostas obtidas a partir da anélise por
HPLC da composicao de agUcares e etanol. O mosto, conforme relatado, foi analisado
por refratbmetro e teve determinado a quantidade de 11,75 °B. O ebulidbmetro também
foi utilizado para pré-determinar o teor alcéolico em °GL e guiar as diluicdes
necessarias para realizar a determinacéao de % etanélica 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
de
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etanol. A extragdo foi realizada com 15% de etanol, conforme otimizado no capitulo
anterior, porém, se considerarmos que o processo de extragdo 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 evaporagao
demonstrada no resultado por HPLC.

Em todas as fermentacdes o comportamento é de maior concentracdo de
acucares no inicio da fermentacdo que vai sendo utilizado pelas leveduras e
transformado em etanol e gas carb6nico, 0 que se observa pela quantificacdo de
etanol na Tabela 10, onde nao ha presenca nos primeiros dias e tem maiores teores
ao final da fermentacao.

Nas fermentacdes controle ndo ha sacarose ou glicose residual, apenas
frutose (0,40% + 0,07 em F1 e 0,61% + 0,01 em F2). Isto se repete nas outras
fermentacBes, com excecdo 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 insercdo do cogumelo e do extrato no 12° dia adiciona poucos acucares a
fermentacdo. Isso também é visto na fermentacdo COG (adicionada de cogumelo). O
fato de o mosto ter um alto teor de acglcares e solidos solaveis diminui a saida de
acucares do cogumelo para o meio fermentativo, tendo em vista os principios da
osmose. No caso do extrato, estes compostos ja foram retirados da matriz em uma
solucdo de menor osmolaridade (solvente etanol e agua 15%), portanto ao adiciona-
lo ao mosto, vé-se um aumento consideravel de acucares (com excec¢ao da frutose) e

do etanol.

Tabela 10. Teores de sacarose, glicose, frutose e etanol nos dias iniciais e finais da fermentacao.

(continua)
Amostra Tempo (dias) Sacarose (%) Glicose (%) Frutose (%) Etanol (%)
EXT OTM - 1,68°+ 0,01 0,43+ 0,01 0,679 + 0,00 14,002 +0,31
Cogt{"'e 0 2,58"+0,17 3,48 +000  11,832+0,04 <LQ
1 0,979 + 0,02 2,14" + 0,06 7,47+ 0,13 <LQ

15 <LQ <LQ 0,404 + 0,07 6,49" + 0,18
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Tabela 10. Teores de sacarose, glicose, frutose e etanol nos dias iniciais e finais da fermentagéo.

(concluséo)

Amostra Tempo (dias) Sacarose (%) Glicose (%) Frutose (%) Etanol (%)
Co?:tzro'e 0 258°+0,17  3,48°+000  11,83°+0,04 <LQ
1 <LQ 289°+0,00 8095+ 0,01 <LQ
15 <LQ <LQ 061K+001 6,46 +0,06
COG F1 0 251°+0,01  3,61°+002 11,632+ 0,02 <LQ
1 1424+0,003 270'+0,01  890°+003  0,64™+ 0,02
15 013" + 0,01 <LQ 0554+001  661"+005
COG F2 0 251°+0,01  3,61°+002 11,632+ 0,02 <LQ
1 11190004 3119+000  934°+001 0,73+ 0,00
15 <LQ <LQ 0759 + 0,00 6,95+ 0,04
EXT F1 0 458 +003 4158+000 11,423+ 0,00 <LQ
1 121€+002 2349+000  745°+001  2.41%+001
15 <LQ <LQ 037'+001  838°+0,01
EXT F2 0 458 +003 41584000 11,423+ 0,00 <LQ
1 048 +000 269+001  8439+003  211'+003
15 <LQ <LQ 063"+001l  6939+0,01
COEIAFT 0 0,31/ + 0,02 <LQ 091'+008 6,06 +001
5 0,30/ + 0,00 <LO 0879+0,00 6,869 +002
COEZAFT 0 066MN+000 003%+000 0799+000  7,37°+0,04
5 052+000 008+000 075%+000 7,55+ 0,04
EXEFT 0 027K+001  006+000 0849+001  7.51%+007
5 0,214 + 0,01 <LO 0809+ 0,01 7,78 + 0,02
EXPZ*FT 0 0,16™ + 0,02 <10 0,704 + 0,01  7,24¢ + 0,00
5 012" + 0,01 <LO 062K +001 6,819+ 0,19

Nota 1: COG F1: primeira fermentacdo adicionada de cogumelo; COG F2: segunda fermentac&o
adicionada de cogumelo. EXT F1: primeira fermentacdo adicionada de extrato otimizado; EXT F2:
segunda fermentagéo adicionada de extrato otimizado; COGAFT F1: primeira fermentacéo adicionada
de cogumelo no dia 12 da fermentacdo; COGAFT F2: segunda fermentacdo adicionada de cogumelo
no dia 12 da fermentacédo; EXTAFT F1: primeira fermentacéo adicionada de extrato otimizado no dia
12 da fermentacdo; EXTAFT F2: segunda fermentacdo adicionada de extrato otimizado no dia 12 da

fermentacao.

Nota 2: valores expressos em média + desvio padrdo. Letras minudsculas diferentes na mesma coluna
significam diferenca significativa (p<0,05) de acordo com o teste de Fischer LSD.
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E importante notar que a fermentac&o padrio nio teve producéo alcoolica em
24h decorridas. A producéo de etanol em COG F1 e F2 e ainda mais acelerada em
EXT F1 e F2 pode ser uma caracteristica interessante para a industria, visto que o
etanol inibe o crescimento de outros microrganismos concorrentes e favorece a
levedura que tem um metabolismo com alta tolerancia a ele.

Contudo, é necessario verificar se o0 alto consumo de aclcares nas primeiras
horas da fermentacdo néo interfere na formacdo aromatica e na complexidade de

sabores da bebida.

3.3.3.2 Resultados de toxicidade em Artemia salina das sidras com e sem

adicdes de cogumelo

Os resultados para o ensaio de toxicidade biologica utilizando A. salina estao
apresentados na Tabela 11 em DLso + desvio padrao. Com excec¢ao da fermentacao
EXTAFT5, C15 e os valores do mosto e do extrato que ndo apresentam toxicidade,
todas as fermentacbes apresentaram valores baixos de toxicidade segundo
McLaughlin, Chang e Smith (1993), onde valores abaixo de 100 pg/mL séo
classificados com alta toxicidade, entre 100 e 500 séo de toxicidade moderada, acima
de 500 tem baixa toxicidade e acima de 1000 ja sdo considerados atdéxicos. Em estudo
de Parra et al., (2001) foi avaliado o coeficiente de correlacdo entre a analise de
toxicidade com A. salina e a toxicidade oral em ratos, chegando a um valor de 0,85.

Ainda assim, estudos com A. salina sdo preditivos e preliminares, visto a
complexidade do corpo humano. Observada uma toxicidade nos fermentados, mesmo
gue classificada como baixa, foi determinada a suspenséo das analises sensoriais,

anteriormente listadas no plano de trabalho.
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Tabela 11. Valores de DL50 para as fermentacdes, extrato e mosto

Amostra DLsp (uL/mL) £+ desvio padréo
otimizado 1379 + 504
C15 2097 £ 192
Mosto 2781 + 189
EXT15 1119+ 271
COG15 590 + 315
ML15 968 + 170
COGAFT5 1094 + 208
EXTAFTS 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 liquido
no dia 15; COGAFT5: média dos resultados das sidras adicionadas de cogumelo apos
fermentacdo inicial, medidos no ultimo dia da fermentacdo (dia 5 da adicdo e dia 17 da
fermentacdo); EXTAFTS5: média dos resultados das sidras adicionadas de extrato apés
fermentacdo inicial, medidos no ultimo dia da fermentacdo (dia 5 da adicdo e dia 17 da
fermentacao).

3.3.3.3 Resultados das analises de compostos fendlicos totais e antioxidantes

Nesta secdo estdo apresentados os dados de fendlicos totais e andlises
antioxidantes ABTS, FRAP e DPPH para as fermentacdes e o extrato otimizado
(Tabela 12). A andlise estatistica foi realizada comparando a mudanca dos valores
entre os dias da mesma fermentacdo, ou seja, nesta secdo observa-se como 0S
valores se alteraram ao longo da fermentacdo. A sec¢do 3.3.3 é dedicada a
comparacao de compostos fendlicos totais e antioxidantes entre as fermentacoées.

Nas fermentacGes controle, foi possivel observar um comportamento de
diminuicdo dos compostos fendlicos totais ao longo do periodo de 15 dias. No controle
F1, a diminuicdo foi de aproximadamente 30% e na F2 de 26%. Segundo o estudo de
Silva et al. (2019), este comportamento é normal na fermentacdo de macés do tipo
Gala, Lis Gala e Fuji Suprema, tendo encontrado reducdes entre 17 e 50% no teor de

fendlicos totais.
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Nas fermentacdes adicionadas de cogumelo seco (COG F1l e COG F2),
observa-se um aumento inicial dos fendlicos totais nos primeiros dias, seguido entao
de uma diminuicdo. Isso pode ocorrer pois a extracdo desses compostos ocorreu no
proprio mosto, durante os dias da fermentacdo, desta forma, a interagdo entre o
cogumelo e o mosto, prolongou a extragdo, para depois ocorrer a diminuicéo

observada na fermentagé&o controle.
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Tabela 12. Progressao de compostos fendlicos totais e potenciais antioxidantes durante os dias das fermentacdes Controle, COG, EXT, COGAFT e EXTAFT
(continua)

Amostra

Dia da fermentacéao

TFC (MgEAGIL)

DPPH (umolET/L)

ABTS (umolIET/L)

FRAP (umolET/L)

EXT OTM

Controle F1

Controle F2

COGF1

~N w N - O

621,67 + 35,95

391,89° + 30,22
406,43 + 41,43
4725 + 38,94
451,07 + 33,28
368,93°" + 109,53
343,939 + 62,97
308,219 + 38,18
231,432 + 33,23

391,89¢ + 30,22
455,243 + 56,72
486,19 + 42,06
431,43 + 44,95
248,19+ 8,25
302,86" + 72,37
281,43 + 14,29
290,959 + 34,60

633,21%* + 35,61
976,07° + 44,36
981,43" + 22,18
933,21° + 26,18
781,43% + 25,82

1461,06 + 145,02

1822,82% + 96,10
1634,78% + 53,63
1770,53% + 140,79
1625,94% + 201,37
1601,34%° + 72,45
1541,29% + 94,33
1656,70% + 262,28
1674,75% + 86,47

1822,82% + 96,10

2201,77% £ 760,43
2061,43% + 938,90
1984,58% + 867,1

2054,75% + 634,42
1977,90% + 903,91
1854,27% + 760,60
1637,08% + 668,83

1849,00% + 36,51
1917,15% £ 95,49
1449,99°¢ + 166,77
1404,46° + 60,28
957,65 + 370,58

1148 + 51,61

2305,88" + 46,04
2322,56% + 139,26
2944,53° + 23,76
2812,58° + 36,43
2860,56° + 170,50
2332,84% + 152,36
2500,75% £ 192,25
2810,87°¢ + 98,29

2305,88? + 46,04
2835,43° £ 50,77
2852,26° + 16,78
2822,48° + 87,82
2650,27° + 194,17
2669,69° + 111,33
2726,66™ + 132,37
2769,39" + 127,66

2675,42° + 122,84
2637,82° + 99,69

3468,93" + 45,85
3277,24° + 104,29
3657,49% + 79,68

1329,72 + 110,97

1009,58% + 235,15
1132,5% + 210,27

1192,92% + 57,49

1313,75* +£ 139,67
1136,68% + 103,30
1076,25* £ 216,81
1351,25* +£ 131,12
1299,17% £ 450,05

1009,58* + 235,15
1663,75" + 180,71
1655,42° + 115,35
1530,42° +205,52

1784,58° + 95,35

1399,172 + 147,43
1630,42° + 143,59
1792,92° + 120,06

1232,5° + 165,13
1222,08° + 228,56
1547,08% + 124,42
1428,33° + 139,03
1726,25% + 83,16
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Tabela 12. Progressao de compostos fendlicos totais e potenciais antioxidantes durante os dias das fermentacdes Controle, COG, EXT, COGAFT e EXTAFT

(continua)

Amostra

Dia da fermentacéao

TFC (MgEAGIL)

DPPH (umolET/L)

ABTS (umolET/L)

FRAP (umolET/L)

COG F2

EXT F1

EXT F2

10

~N w N - O

738,579 + 20,82
806,43 + 45,46
776,07 £ 65,61

633,21° + 35,61
829,64 + 18,70
854,64° + 30,30
670,71% + 26,38
779,642 + 26,45
717,14° + 79,15
681,43%* + 37,80
727,14% + 70,35

362,98% + 26,21
382,02% + 27,73
324,29%° + 37,75
354,643 + 29,33
329,64%C + 41,12
286,79¢ + 25,33
308,21 + 39,81
281,43+ 76,53

362,98% + 26,21
303,33 + 49,86
333,93% + 18,63
245,71+ 34,10

288,21% + 12,78

1172,38 + 330,92
1132,37° + 336,24
1134,20° + 395,34

2227,39 + 442,76
1993,49° + 894,29
1996,28° + 306,70
1703,91% + 306,70
993,872 + 446,73

1436,60% + 692,21
1898,82" + 360,78
1948,94° + 628,30

1878,87¢ + 429,18
1931,369 + 119,76
1992,78¢ + 194,67
1743,86¢ + 449,21
1890,06¢ + 149,16
1468,00% + 68,29

1138,15" + 236,42
938,42° + 127,32

1687,20° + 159,37
1263,96 + 310,01
1358,64"° + 106,10
1224,98 + 310,01
1265,36" + 661,75

2812,58% + 155,42
2886,26 + 142,06
3772,07% + 241,16

2675,42 + 122,84
2620,69° + 38,56
2594,99% + 94,47
2284,87% £ 190,21
2702,93 + 84,38
2612,12° + 96,36
2397,95% + 69,53
2906,82" + 181,71

2174,67% + 99,06
1575,54° + 128,30
2632,57° + 188,69
2053,56° + 188,69
2053,56° + 115,09
2307,14% + 109,80
2544,20° + 230,23
2836,57% + 101,86

2174,67% = 99,06
2005,59% + 113,72
2151,23% + 128,02
1779,43° + 59,35
1825,12" + 82,34

1630,42" + 100,78
1717,92¢ + 27,53
2030,41% + 407,30

1232,5% + 165,13
1665,83%" + 122,66
1938,06° + 193,17
1317,92% + 115,75
1809,58" + 213,37
1834,58 + 110,21
1992,92° + 349,76
1999,17°¢ + 330,89

1180,42% + 80,62
959,58 + 149,28
830,42 + 23,94
957,50 + 139,19
1004,72% + 221,94
1004,72% + 184,34
930,42° + 45,33
982,50° + 46,40

1180,42* + 80,62
918,612 + 70,87
1029,723¢ + 148,21
807,50° + 36,32
854,72 + 17,35
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Tabela 12. Progressao de compostos fendlicos totais e potenciais antioxidantes durante os dias das fermentacdes Controle, COG, EXT, COGAFT e EXTAFT

(continua)
Amostra Dia da fermentagéo TFC (mgEAGIL) DPPH (umolET/L) ABTS (umolET/L) FRAP (umolET/L)
10 252,864 + 36,14 1035,64% + 163,01 2037,572° + 178,76 982,50%° + 80,36
11 195,71° + 24,74 1202,71¢ + 589,73 1813,69° + 94,22 949,167 + 124,91
15 231,48° + 3,60 700,832 + 36,12 1996,45% + 24,07 1126,94% + 170,85
COGAFT F1 0 571,9° + 30,86 1676,06° + 25,52 2276,3" + 79,63 1465,83" + 280,95
2 912,38¢ + 135,35 1954,51¢ + 289,76 2694,362 = 55,25 1659,58 + 220,83
3 905,24°¢ + 78,59 2762,002 £ 92,01 2430,50° + 116,91 1601,25° + 107,66
5 776,672 + 57,62 2493,30% + 692,26 2633,822 + 48,62 2017,922 + 134,61
COGAFT F2 0 900,48 + 95,12 2388,892 + 640,55 3583,842 + 119,90 2111,67° + 125
1 929,05" + 69,79 2447,36% = 600,59 3604,55% + 198,30 2022,083° + 221,46
3 944,29 + 27,84 1724,68% + 68,81 3292,4° + 220,40 2063,75° + 153,72
5 750,482 + 57,67 1936,63% + 644,45 3174,28° + 174,41 1554,72% + 166,74
EXTAFT F1 0 635,002 + 117,44 2717,45% £ 19,29 2290,012 + 142,28 1751,942 + 503,90
2 510,002 + 37,80 1373,95° + 37,04 2471,62% + 121,25 1032,5% + 158,99
3 527,86% + 45,74 1461,66° + 77,77 2449,35% + 63,15 1351,942 + 146,32
5 576,672 + 29,74 1191,57° + 144,04 2405,372 =+ 109,30 1632,5% + 202,07
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Tabela 12. Progressao de compostos fendlicos totais e potenciais antioxidantes durante os dias das fermentacdes Controle, COG, EXT, COGAFT e EXTAFT
(concluséo)

Amostra Dia da fermentagéo TFC (mgEAGIL) DPPH (umolET/L) ABTS (umolET/L) FRAP (umolET/L)
EXTAFT F2 0 615,00% + 51,34 3758,842 + 145,65 2739,61° + 128,45 1390,83% + 28,87
1 600,712 + 39,34 2828,83% + 67,52 2742,2° + 155,90 1446,39% + 61,43
3 611,432+ 18,44 1837,56% + 676,71 2819,89" + 82,91 1551,94% + 243,86

5 569,522 + 20,59 1999,54% + 664,88 2566,012 = 97,23 1232,5° + 101,04

Nota 1: COG F1: primeira fermentacdo adicionada de cogumelo; COG F2: segunda fermentacdo adicionada de cogumelo. EXT F1: primeira fermentacao
adicionada de extrato otimizado; EXT F2: segunda fermentagéo adicionada de extrato otimizado; COGAFT F1: primeira fermentag&o adicionada de cogumelo
no dia 12 da fermentacdo; COGAFT F2: segunda fermentacéo adicionada de cogumelo no dia 12 da fermentacédo; EXTAFT F1: primeira fermentacdo adicionada
de extrato otimizado no dia 12 da fermentacdo; EXTAFT F2: segunda fermentacéo adicionada de extrato otimizado no dia 12 da fermentacao.

Nota 2: valores expressos em média + desvio padrdo. Letras mindsculas diferentes na mesma coluna e na mesma amostra significam diferenca significativa
(p<0,05) de acordo com o teste de Fischer LSD.
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Nas fermentagdes EXT F1 e F2, os valores inicial e final de compostos
fendlicos totais se assemelham a fermentacado controle, porém, durante a fermentacéo
pode-se observar a prevaléncia de valores mais baixos na fermentacéo adicionada de
extrato.

A adicdo do cogumelo e do extrato ap0s os 12 dias de fermentagéo resulta
em valores maiores de compostos fendlicos. Na fermentagcdo COGAFT F1 e F2, a
presenca de um maior teor de etanol, tendo em vista que a fermentacdo ja se
encontrava no 12° dia, potencializou a extracéo de fendlicos totais do cogumelo seco.
Esta extracdo de compostos aconteceu desde o dia 0 (na adicao) até o dia 3; entre 0s
dias 4 e 5, os valores diminuiram, o que indica o uso ou a biotransformacéo destes
compostos na fermentacao.

Nas fermentacbes EXTAFT F1 e F2, a adicdo ocorreu no dia 0, que resulta
em um aumento do teor de fendlicos, porém, ao longo dos proximos dias ndo houve
diferenca significativa, ou seja, ndo houve ou nao foi possivel perceber uma
diminuicdo neste periodo observado.

Em relacdo aos antioxidantes, a fermentacédo controle ndo mostra alteracao
significativa durante a fermentacdo no DPPH e no FRAP. Em relacdo ao ABTS, é
possivel observar maiores flutuacbes no mesmo periodo.

Os resultados de DPPH na fermentacdo COG F1 e F2 demonstra também
uma flutuacdo, ou seja, a capacidade antioxidante aumenta e diminui durante a
fermentacdo. A partir das andlises realizadas ndo é possivel confirmar se essas
flutuacbes acontecem devido a utilizacdo de compostos pelas leveduras, pela
degradacdo ou biotransformacdo de compostos ou até mesmo se a massa de
cogumelo seco, apos a liberacdo de compostos pode ter atuado como uma “rede” e
segurado estes compostos, dependendo da osmolaridade do meio fermentativo.

Nas fermentacbes EXT F1 e F2, o comportamento flutuante visto nas
fermentaces COG néo se repete. Observa-se de forma geral uma diminuicdo mais
linear da atividade antioxidante da sidra. Os valores finais de DPPH na fermentacéo
EXT F1 e F2 foram os menores entre as fermentacoes.

Da mesma forma, nas fermentacbes COGAFT, percebe-se um
comportamento flutuante, ora tendo um aumento em relagéo ao dia da adicao e ora
tendo as quantidades mantidas sem diferenca significativa. 1Isso estd em oposi¢céo ao
comportamento de EXTAFT, que tanto em F1 quanto em F2 tem diminuigcbes na

capacidade antioxidante, apesar do aumento inicial durante a adicdo do extrato.
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Em relacdo a andlise de ABTS, praticamente todas as fermentacfes
demonstram comportamento flutuante, com excec¢éao das fermentagdes EXTAFT F1 e
F2 que ou ndo tem alteragcbes significativas, ou demonstram comportamento

decrescente ao final da fermentacéo.

3.3.34 Resultados comparados de TPC e antioxidantes

Nesta secdo apresentam-se os dados de fendlicos totais (TPC) e
antioxidantes (DPPH, ABTS e FRAP) comparados entre as fermentacdes nos dias 0,
1 e 15 para as fermentacoes regulares e 0 e 5 para as fermentacdes AFT (Tabela 13).

Em relacdo aos compostos fendlicos, com excecao das fermentacdes EXT e
EXTAFT, todas apresentam diferencga significativa entre o dia inicial e final. Os maiores
valores foram obtidos com adicdo do cogumelo, porém, a extracdo dos compostos
acontece logo nas primeiras 24h e depois estes compostos sdo parcialmente
utilizados, diminuindo os teores até o final da fermentacéao.

Em relacdo aos compostos fendlicos totais nos ultimos dias de fermentacéo,
ou seja, no ponto final, os maiores valores estdo nas fermentacdes COG Fl e F2 e
COGAFT Fle F2.

De forma geral, os maiores valores de TPC e antioxidantes foram obtidos a
partir da adicdo do cogumelo. Isto significa que este procedimento acentuou a
atividade antioxidante e o teor de fendlicos na sidra. Porém, durante a fermentacao
esses compostos progressivamente diminuiram e na maior parte dos dados
observados nos ultimos dias de fermentacdo ndo houve aumento significativo (p <
0,05) ou houve diminuicdo. Com excecdo de COGAFT F2, que teve teores de ABTS
e FRAP significativamente maiores. A diminuicdo de compostos fendlicos totais na
sidra ja foi observada por Alberti et al. (2016) e Benvenultti et al. (2019).

Os processos para obtencdo da sidra podem causar perda de compostos
fendlicos e antioxidantes, principalmente durante a despectinizacdo e por oxidacdo

enzimatica (Zardo et al., 2008).
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Tabela 13. Comparativo de fendlicos e potencial antioxidantes nos dias 0, 1 e 15 das fermentagdes controle, COG e EXT e 0 e 5 nas fermentacdes EXT.

(continua)

Amostra

Dia TPC (mgEAGIL)

DPPH (umolET/L)

ABTS (umolET/L)

FRAP (umolET/L)

EXT OTM

Controle F1

Controle F2

COGF1

COG F2

EXT F1

EXT F2

COGAFT F1

COGAFT F2

- 621,67° + 35,95

0 391,89 + 30,22
1 406,439 + 41,43
15 231,43 + 33,23
0 391,89 + 30,22
1 455,24"+ 56,72
15 290,95" + 34,60
0 633,21° + 35,61
1 976,072 + 44,36
15 776,07 + 65,61

0 633,21° + 35,61
1 829,64 + 18,70
15 727,149 £ 70,35

0 362,989" + 26,21
1 382,029" + 27,73
15 281,43+ 76,53
0 362,989" + 26,21
1 303,33" + 49,86
15 231,48 + 3,60

0 571,9°+ 30,86

5 776,67% + 57,62
0 900,487 + 95,12

5 750,48 + 57,67

1461,06°9" + 145,02

1822,82¢¢9 + 96,10
1634,78%%" + 53,63
1674,75%%" + 86,47

1822,82¢¢19 + 96,10
2201,77°4 + 760,43
1637,08%"" + 668,83

1849,00°%¢ + 36,51
1917,15% + 95,49
1134,20" + 395,34

2227,39 + 442,76
1993,49¢¢ + 894,29
1948,94°% + 628,30

1878,87¢¢" + 429,18
1931,36°°" + 119,76
938,42/ + 127,32

1687,20%" + 159,37
1263,96"" + 310,01
700,83 + 36,12

1676,06%"" + 25 52
2493,30" + 692,26

2388,89" + 640,55
1936,63°" + 644,45

1148+ 51,61

2305,88"" + 46,04
2322,56°4" + 139,26
2810,87"° + 98,29

2305,88"" + 46,04
2835,43 + 50,77
2769,39% + 127,66

2675,42¢% + 122,84
2637,82¢°% + 99,69
3772,072+ 241,16

2675,42°% + 122,84
2620,69°%" + 38,56
2906,82° + 181,71

2174,67%" + 99,06
1575,54'+ 128,30
2836,57" + 101,86

2174,67°" + 99,06
2005,59"+ 113,72
1996,45" + 24,07

2276,39" + 79,63
2633,82°%1 + 48,62

3583,842+ 119,90
3174,28°+ 174,41

1329,72bcde" + 110,97

1009,58°" + 235,15
1132,5%" + 210,27
1299,17¢% + 450,05

1009,58°" + 235,15
1663,75%"°% + 180,71
1792,922%<d + 120,06

1232,5%" + 165,13
1222,08° + 228,56
2030,41% + 407,30

1232,5% + 165,13
1665,833ct + 122,66
1999,173 + 330,89

1180,42%" + 80,62
959,58 + 149,28
982,50° + 46,40

1180,42%" + 80,62
918,61 + 70,87
1126,94% + 170,85

1465,833bcce + 280,95
2017,92% + 134,61

2111,672 £ 125
1554,723bcdel + 166,74
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Tabela 13. Comparativo de fendlicos e potencial antioxidantes nos dias 0, 1 e 15 das fermentagdes controle, COG e EXT e 0 e 5 nas fermentagcbes EXT.
(concluséo)

Amostra Dia TPC (mgEAGI/L) DPPH (umolET/L) ABTS (umolET/L) FRAP (umolET/L)
EXTAFT F1 0 635,00° + 117,44 2717,45" + 19,29 2290,01"" + 142,28 1751,942<d + 503,90
5 576,67¢ + 29,74 1191,57% + 144,04 2405,3799 + 109,30 1632,5%cd + 202,07
EXTAFT F2 0 615,00° + 51,34 3758,842 + 145,65 2739,61°¢ + 128,45 1390,83Pcde’ + 28,87
5 569,52° + 20,59 1999,54°% + 664,88 2566,01°% + 97,23 1232,5%" + 101,04

Nota 1: COG F1: primeira fermentacdo adicionada de cogumelo; COG F2: segunda fermentacdo adicionada de cogumelo. EXT F1: primeira fermentacao
adicionada de extrato otimizado; EXT F2: segunda fermentagéo adicionada de extrato otimizado; COGAFT F1: primeira fermentacdo adicionada de cogumelo
no dia 12 da fermentacdo; COGAFT F2: segunda fermentacéo adicionada de cogumelo no dia 12 da fermentacéo; EXTAFT F1: primeira fermentacdo adicionada
de extrato otimizado no dia 12 da fermentacdo; EXTAFT F2: segunda fermentacéo adicionada de extrato otimizado no dia 12 da fermentacao.

Nota 2: valores expressos em média + desvio padrdo. Letras mindsculas diferentes na mesma coluna significam diferenca significativa (p<0,05) de acordo com

o teste de Fischer LSD.
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3.3.35 Resultados da quantificacdo fendlica individual

Em relacdo aos fendlicos individuais estudados (acido gdlico, catequina,
epicatequina, floridizina, acido elégico, floretina, acido clorogénico, &cido cafeico e
trans-ferralico), somente o &cido clorogénico pode ser quantificado. Isso foi percebido
ainda no mosto. E possivel que esta cultivar de maga, por algum problema, inclusive
climatico, ndo tenha apresentado teores relevantes destes compostos, visto que em
estudos anteriores com a macd Gala em diferentes estadios de maturacdo, os
mesmos compostos foram detectados e quantificados (Alberti et al., 2016)

O acido cafeico e trans-ferrulico ficaram abaixo do limite de quantificacao,
porém estavam presentes nas amostras. Na Tabela 14 estdo apresentados os valores
de acido clorogénico de cada fermentacdo. O extrato otimizado teve valor de acido
clorogénico abaixo do limite de quantificacéo.

O acido clorogénico € um composto fenolico considerado um importante
metabdlito secundéario na maca. E formado pela condensac&o do acido quinico e do
acido cafeico. No estudo de Benvenutti, et al. (2019), o acido cafeico estava presente
na sidra em um teor de 2,16 mg/L + 0,01 e o acido clorogénico em 27,1 mg/L = 0,1.
Neste estudo, observou-se a diminuicdo do acido clorogénico ao longo da
fermentacdo, muito provavelmente por uma hidrélise, formando os acidos cafeico
(analisado no experimento) e quinico (ndo analisado no experimento). Neste estudo,
nao foram encontrados teores quantificaveis de acido cafeico, porém o teor de acido
clorogénico ao final da fermentacéo 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 acido clorogénico aumentaram ao longo da fermentacédo, tanto no controle como
nas fermentacdes COG e EXT. Nas fermentacdes AFT, se observa o contrario; 0s
valores sdo altos ja apdés 20 minutos da adicdo do cogumelo ou do extrato (dia 0) e
decorridos 5 dias os valores diminuiram.

Teores maiores de acido clorogénico no mosto ja foram encontrados em
variedades de macas com baixa atividade da enzima polifenol oxidase (Guiné et al.,
2021; Coldea et al., 2020). Porém, comportamentos de aumento do acido clorogénico

durante a fermentacé&o da sidra, até onde foi possivel verificar, ndo foram encontrados.



Tabela 14. Teores de acido clorogénico nas diferentes fermentacdes.

Dia da Acido
Amostra Fermentacéo clorogénico (mg/L)
Controle F1 0 15,71™ + 0,40
1 24,43 + 0,38
15 34,997+ 0,32
Controle F2 0 15,71™ + 0,40
1 23,384+ 0,23
15 28,531+ 0,24
COGF1 0 28,521+ 1,21
1 34,397+ 0,04
15 49,342 + 1,00
COGF2 0 28,52+ 0,24
1 34,109 + 0,23
15 45,03 + 0,13
EXT F1 0 22,60'+ 0,26
1 25,08k + 0,14
15 35,777+ 0,04
EXT F2 0 22,60'+ 0,26
1 24,67 + 0,03
15 26,921 + 0,27
COGAFT F1 0 42,94° + 0,04
5 36,10 + 5,96
COGAFT F2 0 31,16" + 0,04
5 28,87+ 1,35
EXTAFT F1 0 39,039+ 0,01
5 37,97% + 0,07
EXTAFT F2 0 32,319" + 0,58
5 31,63"+ 0,23

Nota 1: COG F1: primeira fermentacéo adicionada de cogumelo; COG F2: segunda
fermentacao adicionada de cogumelo. EXT F1: primeira fermentacao adicionada de
extrato otimizado; EXT F2: segunda fermentacéo adicionada de extrato otimizado;
COGAFT F1: primeira fermentacdo adicionada de cogumelo no dia 12 da
fermentacdo; COGAFT F2: segunda fermentagdo adicionada de cogumelo no dia
12 da fermentacdo; EXTAFT F1: primeira fermentacdo adicionada de extrato
otimizado no dia 12 da fermentacdo; EXTAFT F2: segunda fermenta¢éo adicionada
de extrato otimizado no dia 12 da fermentacéo.

Nota 2: valores expressos em média + desvio padrdo. Letras mindsculas diferentes
na mesma coluna significam diferenca 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 adicao de glutationa ao mosto de
macas para fermentacdo de um fermentado alcodlico de maca. O estudo demonstrou
gue a adicdo desta molécula, que é composta por 3 aminoacidos (glicina, cisteina e
acido glutamico), ajudou na manutencao do acido clorogénico durante a fermentacgéao.
O estudo néo traz os valores de acido clorogénico no mosto, porém estabeleceu uma
comparacao entre a fermentacao controle e fermentacdes adicionadas de glutationa
e observou-se um aumento de &cido clorogénico progressivamente ao aumento de
glutationa adicionada.

Os maiores valores de &acido clorogénico foram encontrados nas
fermentagbes 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 nao ter
valores de acido clorogénico acima do limite de quantificacdo, pode-se observar que
os dias 0 das fermentacbes COG e EXT ambas tiveram valores maiores que 0s
encontrados no mosto.

N&o existem estudos até 0 momento sobre a influéncia do acido clorogénico
diretamente no sabor da sidra, porém, os polifenéis como grupo (que inclui o acido
clorogénico), sao reconhecidos por modificar propriedades sensoriais como o
amargor, a adstringéncia e a complexidade geral de sabores (Wickland et al., 2020).
Neste mesmo trabalho, foram avaliadas diferentes misturas de cultivares para
producéo de sidra e descobriu-se uma tendéncia de sidras com maiores composicoes
fendlicas de serem mais mal avaliadas, pois tendem ao amargor e a adstringéncia.
Esta caracteristica foi penalizada em sidras com teores entre 87 e 200 mg/L de &acido
clorogénico. Os blends com valores entre 13 e 28 mg/L foram melhor avaliados.

Valores medianos nao foram testados.

3.3.3.6 Resultados de acidos organicos

Foram analisados em HPLC a presenca e concentracdo dos acidos
glucurdnico, galacturénico, malico, latico, acético, isobutirico e butirico. As amostras
tiveram valores abaixo do limite de quantificacdo para os acidos galacturdnico,
isobutirico e butirico. As concentragdes para 0s outros acidos estdo demonstradas
Tabela 15.
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Tabela 15. Quantificacdo de &cidos organicos nas diferentes fermentacdes.

. Acido o . o - o L
Dia da ~ - Acido malico Acido latico Acido acético
Amostra fermentacéo gluc?or/ot;mco (%) (%) (%)
EXT OTM - 059°+002  2722:014  096°%003 e
0 <LQ 0,655+000 0,109+ 0,00 <LQ
Controle F1 1 <L 06714006 0139+001 0,912+ 0,01
15 004000 002'+000 0257 +001 0,04 0,01
0 <LQ 0,65%+000  0,10°% 0,00 <LQ
Controle F2 1 <LQ 073"+005 0,10 + 0,01 <LQ
15 <LQ 059+003  0109+0,00 0,09+ 0,01
0 <LQ 0,65%+000 0,109+ 0,00 <LQ
COG F1 1 022°+001 153°+003 0359+001 0425 +0,01
15 0200¢+001 103+005 0379+003 0,079+ 0,00
0 <LQ 0,659 40,00 0,109+ 0,00 <LQ
COG F2 1 0215¢+001 1,65¢+003 039 +001 0,03 % 0,00
15 0200¢+001 1,03"+0,05 037°9+003 0,079+ 0,00
0 006%+000 0779+007 0129001 <LQ
EXT F1 1 004002 059%+001 0119+000  0,50°+ 0,01
15 006%+000  01"+00  024%9+001 006"+ 0,00
0 006%+000 0779+007 0129001 <LQ
EXT F2 1 006%+000 075'+005 0119 0,02 <LQ
15 0007+040 051'+000 0,159 +0,00 014+ 0,00
0 013 +001 1,15°+000 0,25+ 000 0,079+ 0,00
COGAFT F1 5 030°+004 174°+000 052°+000  0,11°+0,01
0 014+ 000 0671+002 024%6+002 0.15¢+ 0,00
COGAFT F2 5 013 +001 1.15°+000 0259 +000 0,079+ 0,00
0 015¢6+002 1239+007 029 +004 0,079+ 0,01
EXTAFT F1 5 012+ 0,03 114°+007 0.28%€ +002 0079+ 000
0 007+0,01 076"+000 0159+000 0089+ 0,01
EXTAFT F2 5 0,09%+000 0839+002 020°9+001 0,079+ 0,00

Nota 1: COG F1: primeira fermentacdo adicionada de cogumelo; COG F2: segunda fermentacéo
adicionada de cogumelo. EXT F1: primeira fermentac@o adicionada de extrato otimizado; EXT F2:
segunda fermentagéo adicionada de extrato otimizado; COGAFT F1: primeira fermentac&o adicionada
de cogumelo no dia 12 da fermentacdo; COGAFT F2: segunda fermentacdo adicionada de cogumelo
no dia 12 da fermentacdo; EXTAFT F1: primeira fermentacdo adicionada de extrato otimizado no dia
12 da fermentacdo; EXTAFT F2: segunda fermentacdo adicionada de extrato otimizado no dia 12 da
fermentacéo.

Nota 2: valores expressos em média + desvio padrdo. Letras mindsculas diferentes na mesma coluna
significam diferenca significativa (p<0,05) de acordo com o teste de Fischer LSD.

No extrato otimizado encontrou-se os acidos glucurdnico (0,59% % 0,02), latico
(0,96% * 0,03) e mélico (2,72%) + 0,14. O &cido glucurdnico nas fermentacdes

controle foi encontrado apenas no 15° dia na fermentacéo 1, ndo estando presente
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nos outros dias dos controles. J4 as fermentacbes adicionadas de cogumelo ou
extrato apresentaram valores maiores deste &cido. As fermentagbes com maior
guantidade de glucurdnico detectadas foram as COG F1 e F2, tendo valores 3 vezes
maiores que as fermentacdes EXT, 1,5 vezes maior que EXTAFT e 1,3 vezes maior
que COGAFT.

Em relacdo ao acido malico, os valores iniciais na fermentacdo se mostram
maiores que os valores ao 15° dia, isso se altera nas fermentacdes AFT, que hora
sofrem um aumento no teor deste acido (COGAFT F1 e F2) ou tem valores sem
diferenca significativa ou com decréscimo mais lento como em EXTAFT F1 e F2. O
acido malico, sob a acdo de bactérias laticas € convertido em &cido latico e CO». Essa
descarboxilacdo acarreta uma diminuicdo da acidez e melhora na estabilidade e sabor
da sidra (Alberti; Nogueira, 2021).

No caso das fermentacOes com adicdo, vé-se 0s valores aumentarem pois o
cogumelo tem acido malico em sua composi¢do, porém, percebe-se a diminuicédo
deste acido ao longo da fermentacdo e o aumento do acido latico.

Ao observar os teores de acido latico nos controles, ttm-se medidas entre
0,10% e 0,25%, sendo o comportamento crescente no controle F1 e estavel em F2.
Em COG F1 e F2 os valores sdo em média 3 vezes maiores que no controle (0,30%).
EXT F1 e F2 exibem os valores mais proximos ao esperado. As fermentacdes AFT
mantém valores entre 0,15 e 0,52%. Os valores encontrados na literatura para o acido
latico no mosto de maca vao de 0 a 0,49% (Calugar, et al., 2021; Wicklund, et al.,
2020).

O acido latico pode ser formado como produto final da glicélise, sendo a
reducédo do &cido piravico, ou na transformacéao do acido malico. Sensorialmente, ele
€ mais “suave” que o acido malico, por isso sidras com maiores teores de acido latico
sdo ditas mais equilibradas. Os teores finais sdo muito variados, principalmente em
relacdo a presenca ou ndo de fase malolatica e aos microrganismos utilizados. Em
Wicklund et al. (2020) foram encontrados valores entre 22 e 55 mg/L de acido latico;
em Ye, Yue e Yuan (2014), o teor foi de 130,52 mg/L. Em Cerri et al. (2023), os teores
de acido latico chegaram a 730 mg/L apo6s 10 dias de fermentacdo apenas com S.
cerevisae e subiram para 850 mg/L quando fermentado junto com Oenococcos oeni.

Nos estudos apresentados, ndo havia teores iniciais de acido latico, porém

conforme apresentado, valores iniciais de até 0,49% ja foram relatados, ou seja, 4900
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mg/L. No presente estudo, o mosto teve valor inicial de 1000 mg/L de acido latico e o
maior resultado pés-adicdo foi de 5200 mg/L em COGAFT F1.

Um comportamento observado no acido acético na maioria das fermentacdes
€ o de um aumento consideravel nas primeiras 24h de fermentacdo, porém com uma
diminuicdo também consideravel até o 15° dia. Os valores finais de acido acético
variaram entre 0,04 (400 mg/L) e 0,14% (1400 mg/L) nas diferentes fermentacdes.

Em Wicklund et al., (2020), os teores de acido 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 composi¢ao aromatica dos fermentados

Foram avaliados a presenca e concentracao dos 9 padrbes aromaticos: 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 maca. Sua formacéo acontece a partir do
acido butirico. Os controles apresentaram em media 0s maiores niveis de butirato de
etila. As fermentacfes COG e EXT apresentaram niveis maiores de butirato de etila
gue as fermentacdes COGAFT e EXTAFT, que tiveram 0s menores niveis detectados.

No estudo de Xu et al. (2019) foram encontrados de 36,4 a 64,3 ug/L de
butirato de etila. Este valor é pelo menos 80 vezes maior do que o encontrado no
presente estudo. Ja no estudo de (Guo; Yue; Yuan, 2018), o valor total de butirato de
etila foi de 1751 pg/L. Ambos os estudos utilizaram headspace com SPME (solid
phase micro-extraction, um dispositivo de microextracdo em fase sélida). Em Yu et al.
(2022), o valor para butirato de etila ficou entre 0,2 e 12,8 ug/L, dependendo do
tratamento. O butirato de etila tem valor de threshold de 20 ug/L (Wei et al., 2020).



Tabela 16. Quantificacdo de compostos aromaticos das diferentes

formulacbes de sidra

Amostra Dia Butirato de etila (ug/L) 3-metil-1-butanol (ug/L)
EXT OTM - <LQ <LQ
Controle F1 0 <LD <LD
1 <LD <LD
15 0,359+ 0,22 8,00% + 2,00
Controle F2 0 <LD <LD
1 <LD <LD
15 0,51°+ 0,12 10,00 + 0,00
COG F1 0 <LD <LD
1 <LD <LD
15 0,18¢ + 0,00 14,00° + 1,00
COG F2 0 <LD <LD
1 <LD 1,00/ + 0,00
15 0,38% + 0,15 10,00 + 2,00
EXT F1 0 <LD <LD
1 <LD <LD
15 0,45 + 0,00 6,00¢ £ 2,00
EXT F2 0 <LD <LD
1 <LD 1,00 + 1,00
15 0,1%+ 0,0 6,00¢ £ 2,00
COGAFT F1 0 0,4“+0,0 8,00% + 1,00
5 0,5°+0,0 11,00°+ 1,00
COGAFT F2 0 1,22+£0,2 21,002 + 2,00
5 0,5°+0,2 8,00% + 1,0
EXTAFT F1 0 0,4+0,0 10,00 + 1,00
5 0,4 +0,2 12,00 + 2,00
EXTAFT F2 0 0,5°+0,2 8,00% + 1,00
5 0,7°+0,0 7,00+ 0,00
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Nota 1: COG F1: primeira fermentacdo adicionada de cogumelo; COG F2: segunda
fermentacdo adicionada de cogumelo. EXT F1: primeira fermentacdo adicionada de
extrato otimizado; EXT F2: segunda fermentacdo adicionada de extrato otimizado;
COGAFT F1: primeira fermentacédo adicionada de cogumelo no dia 12 da fermentacéo;
COGAFT F2: segunda fermentacao adicionada de cogumelo no dia 12 da fermentacao;
EXTAFT F1: primeira fermentacdo adicionada de extrato otimizado no dia 12 da
fermentacdo; EXTAFT F2: segunda fermentacao adicionada de extrato otimizado no dia
12 da fermentacéo.

Nota 2: valores expressos em média + desvio padrdo. Letras mindsculas diferentes na
mesma coluna significam diferenca 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 &lcool butilico e o &lcool
2-metilpropilico sdo os mais facilmente perdidos durante o processo de esmagamento
da fruta (Arvisenet et al.,, 2006). Os polifenéis também podem influenciar na
volatilidade de alguns compostos como butirato de etila, octanoato de etila, 4-etilfenol,
1-hexanol, 2-fenil etanol. Isso esta relacionado a conformacao espacial dos polifenéis
e sua concentracao. A volatilidade destes compostos mais hidrofébicos pode diminuir,
aumentando a permanéncia destes compostos na sidra quando o teor de
epicatequina, acido hidrocafeico e floridizina estdo presentes (Guo; Yue; Yuan, 2018).
Neste presente estudo, o teor de acido clorogénico foi considerado alto, porém néo
foram encontrados epicatequina, acido 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 alcool superior descrito com um
aroma de mel e frutado, foi encontrado em COGAFT F2, no dia da adicdo do
cogumelo, porém, este aroma presente no dia 0 ndo foi mantido até o final da
fermentacdo. Yu et al. (2022) quantificou entre 600 e 1200 ug/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 € de 30.000 ug/L.

Os dados obtidos ndo sdo suficientes para definir a diferenca entre os
tratamentos em relacdo ao aroma da fermentacdo. E necessario uma caracterizacio
mais profunda das amostras, com utilizacéo de detector de massas (CG-LC-MS), para

uma comparacao mais precisa.

3.3.3.8 Analise de cor
A amostra controle e com adicdo de cogumelo e extrato foram comparadas
durante os dias amostrais em relacdo a luminosidade L*, cor verde/vermelho a*, e cor
azul/amarelo b*. Desta representacdo numeérica, chamada CIE Lab* foram
desenvolvidos graficos de cor demonstrando a evolucédo de cor da bebida durante a
fermentacdo e comparando as fermentacfes em seus dias finais.
Na Figura 15, estéo representadas as médias das cores obtidas nos 15 dias de
fermentacéo controle. Observa-se que o mosto tende a uma cor mais amarelada, que

ganha uma tonalidade “areia” ou “palha”, tipica da sidra.
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Figura 15. Evolug&o das cores da sidra controle durante os 15 dias de fermentagéo.
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Na Figura 16 estdo apresentadas as cores das fermentacbes COG. Nesta
fermentacdo observa-se a prevaléncia de um tom ainda na regido do amarelo, porém
com maior presenca de subtons entre o vermelho e o marrom, influenciado pela
extracdo dos compostos do cogumelo durante os dias da fermentacdo. Esta cor no
cogumelo é dada em parte pelos carotenoides, que estédo 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 diferenca entre as cores da fermentagcdo COG com o mosto e

os dias 1 e 15 do controle.

Figura 16. Evolucao das cores da sidra COG durante os 15 dias de fermentacao.
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Na Figura 17 foram compilados os resultados para cor das fermentacbes EXT
F1 e F2. Em relacdo a cor, esta fermentacdo encontra-se mais proxima 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



101

alaranjado, a quantidade inserida na fermentacdo (20 mL) alterou a cor final, porém

mantendo-a mais proxima que as outras fermentacoes.

Figura 17. Evolucéo das cores da sidra EXT durante os 15 dias de fermentacgéo.

Fermentagao EXT - F1

97,00

965 DIAO DIA 1 DIA2
96,0
955
7 & DIA3 DIA7 DIA 10
-3 o
S, 95,00 [=}
- 2
945
9400 DIA 11 DIA 15 MOSTO
935
930
2°(D65) DIA 1 DIA 15 EXTRATO
CONTROLE CONTROLE OTIMIZADO

Na Figura 18, estdo os dados relacionados a fermentacdo COGAFT. Nesta
imagem é possivel observar o quanto a adicao do cogumelo afasta a fermentacéo do
tom amarelo em direcdo ao vermelho, a medicdo do dia O foi realizada 20 minutos
apos a insercdo do cogumelo e ja é possivel observar uma grande diferenca na
intensidade do amarelo entre o dia 15 do controle e o dia 0 da adicdo do cogumelo.
Porém observando do dia 2 em diante, podemos ver que a cor se afasta um pouco
mais do amarelo em direcdo ao vermelho e alcanca uma estabilidade aparente.

Figura 18. Evolucao das cores da sidra COGAFT durante os 5 dias de fermentacéao.
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Em relacéo a fermentacdo adicionada de extrato no 12° dia (EXTAFT), pode-
se verificar (Figura 19) que o extrato exerceu maior influéncia na cor ao ser adicionado

nesta fase do que ao inicio do processo (como em EXT).

Figura 19. Evolucéo das cores da sidra EXTAFT durante os 5 dias de fermentagéo.
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Na Figura 20, esta apresentado o comparativo do ultimo dia de cada
fermentacéo.

Figura 20. Comparativo das cores das diferentes formulages de sidra nos Ultimos dias de cada

fermentacao.
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3.3.3.9

Na Figura 21, encontram-se as imagens dos dias 1, 2, 3, 7, 10, 1 e 15 da

Imagens em microscopio eletrénico de varredura

fermentacdo COG. Nos dias 1 a 3, ndo se evidenciou a presenca das leveduras na
matriz fangica, porém, a partir do dia 7, jaA € possivel perceber algumas leveduras
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utilizando o p6é do cogumelo como suporte para crescimento. Nas imagens dos dias
10, 11 e 15, observa-se a méxima colonizacdo, com toda a superficie coberta de
leveduras. Isto prova principalmente a aptiddo desde cogumelo na utilizagdo 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 utilizacdo de materiais para imobilizacdo de leveduras em fermentacdes.

Figura 21. Evolucdo da estrutura e da presenca de leveduras nos residuos do cogumelo cominuido

apos os dias amostrais da fermentacdo COG.

Nota: (a) corresponde ao residuo de cogumelo retirado apés o 1° dia de fermentagao, (b) apds o 2°, (c)
apoés o 3°, (d) apos o 7°, (e) apds o 10°, (f) apds o 11° e (g) apds o 15° dia de fermentacao, todos com
aumento de 8000.

A Figura 22, mostra em mais detalhe os residuos de cogumelo retirados nos

dias 7, 10, 11 e 15, e € possivel observar a colonizacdo desta matriz pelas leveduras.



104

Figura 22. Detalhes em FEG das leveduras encontradas no residuo de cogumelo nas fermentacdes
COG

(a) (b) » (c) , (d)

Pertormance in nanospace " pectormance N omance in n SOLUTION Pertormy

Nota: aumento de 8000 vezes nas amostras de residuo dos dias 7(a), 10 (b), 11(c) e 15(d) da
fermentacdo COG.

Na Figura 23, observam-se os dias 0, 2, 3 e 5 da fermentacdo COGAFT. No
dia 0 e 2 temos poucas incidéncias de leveduras, o que é esperado, afinal no dia 0 o
cogumelo foi inserido e retirado ap6s 20 minutos e no dia 2, 48h apds o inicio da
fermentacdo. Apesar de, diferentemente do dia 0 da fermentacdo COG, ja existir uma
populacdo consideravel de leveduras no dia 0 da fermentacdo COGAFT, ainda assim,
€ necessario que as leveduras tenham um tempo para colonizar a matriz fangica. Nas
fotos dos dias 3 (c) e 5 (d), ja se nota mais facilmente um conjunto de leveduras

utilizando o p6 do cogumelo como suporte para o crescimento.

Figura 23. Evolugdo da estrutura e da presenca de leveduras nos residuos do cogumelo cominuido
apos os dias amostrais da fermentacdo COGAFT.

(b)

Nota: aumento de 8000 vezes nas amostras de residuo dos dias 0(a), 2 (b), 3(c) e 5(d) da fermentacao
COGAFT.

3.3.4 Resultados da Fermentacdo com Adigdo de Meio Liquido Fermentado
Conforme relatado ao longo desta tese, a fermentagdo adicionada de meio
liguido ndo teve a performance esperada, comparada ao controle, tendo
possivelmente sofrido de algum composto que inibiu a fermentagdo das leveduras.
Por este motivo, os resultados obtidos nas analises subsequentes foram separados
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do capitulo Il e adicionados ao apéndice, porém as analises foram realizadas da
mesma forma descritas na metodologia.

O meio liquido fermentado consiste no liquido onde ocorreu o crescimento do
fungo, diferentemente do crescimento em meio solido que forma o micélio e
posteriormente o cogumelo, no liquido o crescimento micelial pode acontecer de forma
dispersa quando em cultivo submerso, ou formando um disco de micélio se for de
cultivo em superficie. Neste trabalho realizou-se o cultivo de superficie, o micélio foi
separado do meio liquido, que recebeu os tratamentos relatados no segundo capitulo
para poder ser aplicado na sidra.

Cultivo liquido de C. militaris

filtracao a vacuo

Micélio Meio liquido fermentado Mosto despectinizado
20 18

Fermentacao
com meio liquido

l

ML F1

Abaixo estdo apresentados os resultados obtidos com a sidra adicionada de

meio liquido fermentado.

Tabela 17. Progressao do pH na sidra adicionada de meio liguido 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 fermentacgdo, a sidra adicionada de meio liquido mudou
radicalmente de cor, como mostrado nas imagens abaixo. Levantou-se a hip6tese de
ser uma atividade enzimatica, portanto, estabeleceu-se o teste utilizando o meio
liquido pasteurizado. Para a pasteurizacado, o meio liquido foi mantido a 80 °C por 15
minutos. Na fermentagc&o com o pasteurizado ndo houve mudanca de cor. Nao foram
realizadas mais andlises para avaliar a composi¢cdo enzimética do meio liquido. A
fermentacdo, no entanto, teve o mesmo perfil da fermentacdo com o meio liquido néo-
pasteurizado, ou seja, pouca liberacdo de gas carbbnico comparada a fermentacdo

padrao.

Figura 24. Foto comparativa da cor dos fermentados no tempo 0 da fermentacao.
f | [ =

Fonte: a autora
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3.4 CONCLUSAO

Conclui-se que a adicdo do cogumelo C. militaris foi compativel com a
utilizacdo da S. cerevisiae, demonstrado principalmente pelas imagens de
microscopio eletrénico de varredura onde as leveduras foram encontradas dentro das
microestruturas do cogumelo cominuido, mas também pelos parametros
fermentativos, como o crescimento celular e a producdo de CO2 que foram eficientes
tanto nas fermentacdes adicionadas de cogumelo quanto nas adicionadas de extrato.

As diferencas entdo podem ser encontradas entre as adi¢des, dependendo do
gue se deseja favorecer. Ao adicionar o cogumelo no tempo 0 da fermentacdo (em
comparacgao ao controle), foi observado um aumento da velocidade e da producéo de
CO2, aumento do teor de compostos fenodlicos totais e do acido clorogénico
(particularmente), aumento do percentual de acidos organicos, principalmente pelo
aumento dos acidos malico e latico, poréem com teor semelhante ao controle de
acucares residuais e etanol, teor diminuido dos aromas analisados e classificacédo de
leve toxicidade.

Ja na fermentacdo adicionada de extrato no dia 0 (EXT), observa-se uma
producdo menor de CO2, e com menor velocidade, comparado ao controle e a
fermentacdo COG; menor residual de acidos organicos que a fermentacdo COG,
porém mais proximo ao padrdo; percentual de acucar residual similar ao controle,
porém com teor alcoolico mais elevado. A producdo dos aromas estudados foi em
média mais baixa que o controle. Em relacdo aos compostos fendlicos teve valores
mais préximos ao controle e menores que a fermentacdo COG, também observado
no teor de acido clorogénico. Porém, com estes resultados, foi considerado atoxico
pelo ensaio com Artemia salina.

Em relacdo as fermentacdes AFT, ou seja, as fermentacfes adicionadas de
extrato e cogumelo no 12° dia de fermentacédo, ambas foram capazes de prolongar a
fermentacdo, pois no controle ha4 um inicio de comportamento de morte celular,
enquanto nas fermentac6es AFT vé-se uma continuidade da fermentacéo.

A adicdo do cogumelo no 12° dia da fermentacdo (COGAFT) teve producédo
aumentada de compostos fendlicos totais, porém sem grandes diferencas na
producdo de acido clorogénico. Nesta fermentacdo estd a maior concentragdo de
acidos organicos, muito pela adicdo do 4cido malico trazida pelo cogumelo e que néo

foi convertido em acido latico. Isso pode acarretar maior acidez e adstringéncia para
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a sidra, visto que o acido latico € mais desejado sensorialmente. Esta foi também a
fermentacdo com maior percentual médio de acucar residual (1% em média) e teor de
etanol mais alto que o controle e o COG, porém ainda dentro do permitido pela
legislagdo. Nesta fermentag&o foram encontrados os maiores valores para 0s aromas
estudados, porém foram encontrados no dia 0 e ndo foram mantidos até o dia 5. Esta
fermentacdo também foi considerada atéxica.

Por fim, a fermentacdo adicionada de extrato otimizado no 12° dia da
fermentacdo (EXTAFT), apresentou teor de compostos fendlicos totais maior que o
controle e a fermentacdo EXT, porém com valores menores que COG e COGAFT.
Teve valores finais de &cido organicos mais elevados que o controle, porém parecidos
com as fermentacdes adicionadas. Assim como COGAFT, teve valores maiores de
acido malico que néo foram convertidos em acido latico, podendo causar uma acidez
indesejada. Apesar disso, assim como em COGAFT também, o teor de acgucares
residuais também foi maior que no controle. Este acucar residual pode auxiliar a
equilibrar o excesso de acidez. Em relacdo aos aromas, esta fermentacao teve baixa
producdo dos compostos avaliados. Esta fermentacdo também foi considerada
atoxica.

Houve diferenca na cor de todas as fermentacdes adicionadas. Para entender
se essas mudancas sao bem recebidas pelos consumidores é necessario realizar uma

andalise sensorial em estudos futuros.
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CONSIDERACOES FINAIS

A extracdo dos compostos fendlicos pdde ser otimizada e o modelo validado.
Destaca-se a inovacao e precurséao deste trabalho em estudar a adicdo do cogumelo
C. militaris para desenvolvimento de um fermentado de mag¢a. Houve progresso na
determinacdo de melhores parametros para extracdo de compostos fendlicos e
antioxidantes do cogumelo, utlizando solventes verdes e tempos diminutos na
extracdo, o que colabora para um desenvolvimento sustentavel.

Houve um avanco na area a partir do conhecimento da possibilidade de
utilizacdo deste cogumelo junto com a levedura Saccharomyces cerevisae. A
utilizacdo do cogumelo, tanto em extrato quanto em po6, permitiu a adicdo de
compostos fendlicos. O acido latico, desejavel para melhor sensorial do produto
também foi encontrado em maior quantidade nas fermentacdes adicionadas, porém,
a maior presenca do acido malico pode ser um desafio sensorial.

Pela primeira vez também foi registrado a utilizacdo do cogumelo cominuido
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 inovacao neste mercado.
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