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Relatorio Descritivo de Patente de Invencéo
PROCESSO DE PRODU(;AO DE EXTRATO ENZIMATICO E METODO DE
CLARIFICACAO DE BEBIDAS UTILIZANDO EXTRATO OBTIDO A PARTIR
DE KLUYVEROMYCES

Campo da Invencao

[0001] A presente invencdo descreve produtos e processos compreendendo
um excelente extrato enzimatico, com elevada atividade de poligalacturonase,
produzido por cepas selecionadas de Kluyveromyces sp., especialmente para a
extracdo e clarificagcdo de bebidas, em especial, bebidas fermentadas como
suco de frutas ou vinho, por exemplo. A presente invengao se situa no campo

da engenharia de alimentos, engenharia quimica, nutricdo e biologia.

Antecedentes da Invencao

[0002] Os sucos de frutas, de acordo com as caracteristicas fisico-quimicas de
cada uma, apresentam diferentes graus de turvacdo natural. As industrias de
bebidas tém investido na obtencdo de sucos limpidos, visto que a aparéncia
visual do liquido influencia na decisdo do consumidor no momento de optar por
determinado produto (Tribess e Tadini 2006). Um dos principais problemas
encontrados na preparacdo de sucos de frutas € a formacdo de coldides,
devido principalmente a presenca de pectinas. Varios estudos tém relatado que
a despectinizacdo utilizando pectinases no tratamento enzimatico € uma
alternativa eficiente (Landbo e Meyer, 2007, Kashyap et al. 2000).

[0003] Estas enzimas séo utilizadas nas industrias de alimentos para extracao
e clarificacdo de sucos de frutas, pois agem sobre as substancias pécticas,
aumentando o rendimento e melhorando o processamento (Landbo e Meyer,
2007; Bhat, 2000; Bravo, et al. 2000). A adicdo de pectinases é requerida em
diferentes etapas na obtenc&o do suco. S&o utilizadas durante a maceragao da
polpa até a liquefacdo parcial ou total da fruta, diminuindo o tempo de

processamento e melhorando a extracdo dos componentes (Cardoso et al.,
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1999; Kaur et al., 2004). ApoOs a extracdo, as pectinases séo adicionadas para
clarificacdo e diminuicdo de viscosidade, agem desestabilizando as
substancias floculantes, provocando a coagulacdo e precipitacgdo com
consequente clarificacdo. Durante o tratamento enzimatico, ocorre 0 aumento
do tamanho das particulas insoliveis devido a reducdo da repulsdo
eletrostatica entre as particulas coloidais, agrupando-as para remoc¢ao durante
a filtracao (Pilnik e Voragen, 1993; Barros et al., 2004).

[0004] As enzimas pectinoliticas sdo produzidas naturalmente por plantas,
fungos filamentosos, bactérias e leveduras (Da Silva et al. 2005). Os fungos
filamentosos tém sido usados por mais de 50 anos na produgédo de enzimas
industriais, e a maioria deles produz varias enzimas simultaneamente
(Dalboge, 1997). As pectinases usadas na industria de alimentos sao
produzidas comercialmente por Aspergilus niger (Acufia-Arguelles et al., 1995).
Esta espécie fangica produz varias pectinases, incluindo a pectina
metilesterase (PME), poligalacturonase (PG) e pectina liase (PL). Entretanto,
ha casos onde as pectinases sdo usadas para finalidades especificas. Muitas
pectinases comerciais obtidas do Aspergilus niger apresentam baixa atividade
de PG e elevada atividade do PL e do PME. A hidrélise da pectina por PME
produz metanol (Da Silva, 2005), composto téxico e indesejavel em alguns
produtos alimenticios, como bebidas fermentadas.

[0005] As leveduras apresentam uma fonte alternativa para a produgdo em
grande escala das enzimas comerciais (Braga et al., 1998), com algumas
vantagens sobre fungos filamentosos. Em relacdo a producdo da pectinases,
algumas linhagens de leveduras, como Saccharomyces cerevisiae,
Kluyveromyces marxianus e K. lactis, sdo capazes de produzir somente
poligalacturonases e nao apresentam atividade metilesterase (Blanco et al.,
1999). Consequentemente, suas pectinases podem ser usadas para clarificar
suco de fruta e vinho sem liberar metanol (Fernandez-Gonzaléz et al., 2004).
[0006] As leveduras do género Kluyveromyces séo utilizadas em bioprocessos

para producao de diversas enzimas, como lactase, inulinase, pectinase e lipase
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(Fonseca et al., 2007). K. lactis € atualmente a espécie mais estudada dentro
do género Kluyveromyces. Porém, sua congénere K. marxianus também
apresenta potenciais aplicacbes em diversos segmentos da biotecnologia
(Fonseca et al., 2008) e possui uma alta capacidade de producédo de enzimas
pectinoliticas (SCHWAN et al., 1997).0 estudo de microrganismos produtores
de pectinases é fundamental para a obtencdo de enzimas com caracteristicas
adequadas a processos industriais especificos.

[0007] A presente invencdo vem trazer um produto novo e inventivo, com
maior poder de clarificacdo do que os produtos conhecidos do estado da
técnica, compreendendo enzimas pectinoliticas obtidas de Kluyveromyces sp.
Em especial, a presente invencédo traz um extrato enzimatico obtido a partir de
cepas de Kluyveromyces sp que, de acordo com os resultados obtidos,
apresentam um resultado superior quando comparado aos extratos enzimaticos
comercialmente utilizados.

[0008] No ambito patentario foram encontrados alguns documentos citando o
uso de leveduras para clarificacdo de suco.

[0009] O documento US 2006/0003053 descreve um método para extracao de
sucos compreendendo misturar uma enzima, preferencialmente pectinase e/ou
amilase com o extrato do suco para separar a parte mais doce do suco do resto
do suco.

[0010] O documento US 3,711,294 descreve o0 uso de pectinas em Sucos,
preferencialmente até se obter um nivel de pectinas soltuveis de cerca de 0,01
a 0,15%, permitindo a remoc¢ao dos solidos insoluveis.

[0011] O documento US 4,109,017 descreve um meétodo para clarificacdo de
sucos compreendendo o tratamento do suco com pectinase em uma
temperatura entre 35 °C e 55 °C e subsequente contato com gelatina e sol de
silica.

[0012] Diversos outros documentos (US 4,971,811; US 5,320,861, US
5,578,335; US 6,355,284; US 6,492,159) também foram encontrados e

descrevem diferentes métodos para obtencéo e clarificacdo de sucos a partir
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do uso de enzimas pectinases, preferencialmente.

[0013] A presente invencéo difere de todos os documentos citados por ser um
pedido de patente de selecdo, uma vez que demonstra que a extracao
enzimatica a partir de Kluyveromyces sp apresenta extratos cujos resultados na
extracdo e clarificagdo de sucos s&o comprovadamente superiores em
comparacdo a outros extratos enzimaticos comerciais conhecidos, fatos ndo
citados e nem demonstrados em nenhum documento do estado da técnica.
[0014] Do que se depreende da literatura pesquisada, ndo foram encontrados
documentos antecipando ou sugerindo os ensinamentos da presente invencao,
de forma que a solugcdo aqui proposta possui novidade e atividade inventiva

frente ao estado da técnica.

Objetos da Invencéao

[0015] Em um aspecto, a presente invencdo proporciona um novo e inventivo
extrato enzimatico obtido a partir de Kluyveromyces sp para ser utilizado na
extracdo e clarificacdo de bebidas, em especial, bebidas fermentadas como
suco de frutas ou vinho, apresentando como principal vantagem os resultados
excelentes obtidos, especialmente, em relacdo ao rendimento, dos indices de
cor, intensidade de cor, coloracéo e turbidez da bebida.

[0016] E, portanto, um objeto da presente invenc¢do um processo de producéo
de extrato enzimético para extracdo elou clarificacdo de bebidas
compreendendo a etapa de crescer Kluyveromyces sp. em meio para produgéo
de poligalacturonase.

[0017] E também um objeto da presente invencdo o extrato para extracio e/ou
clarificacdo de bebidas obtido a partir desse processo.

[0018] E, adicionalmente, um objeto da presente invencdo o uso de extrato
enzimatico obtido a partir de Kluyveromyces sp. para extracao e/ou clarificacédo
de bebidas.

[0019] E, adicionalmente, um objeto da presente inven¢do uma composicio

para extracdo e/ou clarificacdo de bebidas compreendendo:
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a) extrato enzimatico obtido a partir de Kluyveromyces sp;

b) veiculo aceitavel.

[0020] E, também, um objeto da presente invencdo o método de extracéo e/ou
clarificacdo de bebidas compreendendo a etapa de contatar o suco de frutas
com extrato enzimatico obtido a partir de Kluyveromyces sp.

[0021] Em uma realizacdo preferencial, as leveduras utilizadas s&o cepas
selecionadas com alta atividade poligalacturondsica pertencentes ao género
Kluyveromyces e seu crescimento ocorre em meios completos sintéticos ou
naturais.

[0022] Em uma realizacao preferencial, a producao de poligalacturonase pelas
cepas selecionadas de Kluyveromyces sp. é realizada sob temperatura de 28
°C a 32 °C em meio sintético com pectina como unica fonte de carbono e sob
aeracdo constante.

[0023] Em uma realizagéo preferencial, a presente invencao utiliza o extrato
bruto ou concentrado com elevada atividade de poligalacturonase produzido
por cepas selecionadas de Kluyveromyces sp. na extracdo e clarificacdo de
suco de frutas.

[0024] Em uma realizacdo preferencial, a presente invencao utiliza o extrato
bruto ou concentrado com elevada atividade de poligalacturonase produzido
por cepas selecionadas de Kluyveromyces sp. na extracao de cor em processo
enoldgicos.

[0025] Esses e outros objetos desta invencdo serdo valorizados e melhor

compreendidos pelos versados na arte a partir da descrigéo detalhada a seguir.

Descricdo detalhada da Invencao

[0026] Os exemplos a seguir ndo tem a intencdo de limitar a invengcdo, mas
somente de exemplificar uma das inUmeras maneiras de concretiza-la.

Levedura Kluyveromyces sp

[0027] A levedura Kluyveromyces sp da presente invencdo compreende todas

e quaisquer espécies desse género. Em uma realizacdo preferencial, a
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presente invencao utiliza a levedura selecionada Kluyveromyces marxianus
IBKLUO13.

Extracdo e/ou clarificacdo

[0028] O termo “extracédo e/ou clarificacdo” de bebidas da presente invencao
compreende a extragcéo e/ou e clarificagdo e/ou extracao de cor de bebidas.
Bebidas

[0029] O termo “bebidas” da presente invengao compreende todos os tipos de
bebidas que podem ser consumidas por humanos e/ou animais incluindo, mas
nao se restringindo a, bebidas fermentadas como, por exemplo, suco de frutas
ou vinho.

Meio

[0030] O “meio” da presente invengao compreende qualquer meio sintético ou
natural adequado ao organismo que o utiliza para seu crescimento.

Processo de producédo de extrato enzimatico

[0031] A presente invencdo compreende um processo de producdo de extrato
enzimatico para extracdo e/ou clarificacdo de bebidas compreendendo a etapa
de crescer Kluyveromyces sp. em meio adequado para producdo de
poligalacturonase.

Extrato

[0032] A presente invencdo compreende o extrato para extracdo e/ou
clarificacéo de bebidas obtido a partir desse processo.

Uso de extrato

[0033] A presente invencédo adicionalmente compreende o uso de extrato
enzimatico obtido a partir de Kluyveromyces sp. para extracao e/ou clarificacéo
de bebidas.
Composigéo
[0034] A presente invencgédo adicionalmente compreende uma composi¢ao para
extragcao e/ou clarificagdo de bebidas compreendendo:

a) extrato enzimatico obtido a partir de Kluyveromyces sp;

b) veiculo aceitavel.
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Método de extracao

[0035] E, também, um objeto da presente invengdo o método de extracio e/ou
clarificacdo de bebidas compreendendo a etapa de contatar o suco de frutas

com extrato enzimatico obtido a partir de Kluyveromyces sp.

Exemplo 1: Maceracdo de suco de uva

[0036] O presente exemplo consiste da producdo de poligalacturonase por
Kluyveromyces marxianus IBKLUO13 para utilizagdo na maceracao de suco de
uva.

Producdo do extrato enzimatico

[0037] Para a obtencdo do extrato pectinolitico, a levedura Kluyveromyces
marxianus IBKLUO13 foi crescida em meio contendo 2% glicose, 1% extrato de
levedura, e 1% peptona, a 28 °C por 24 horas. Esta cultura inicial foi utilizada
como pré-indculo para o cultivo em meio sintético-pectina (0,5% extrato de
levedura, 1% pectina citrica Genu® tipo 105 Lote LI82026, 0,67% Yeast
Nitrogen Base, pH 5,0). A nova cultura foi incubada por 48 horas, crescidas a
28 °C sem agitacdo. Apds este periodo a levedura foi removida por
centrifugacdo a 14000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante (extrato bruto -
EB) foi analisado quanto a atividade de poligalacturonase (PG).

Quantificacdo da atividade de poligalacturonase

[0038] A atividade poligalacturonasica (PG) foi determinada pela medida da
liberagdo de grupos redutores usando-se o método do &cido dinitrosalicilico
(DNS). A leitura foi realizada em leitor de microplacas (Biochrom Libra S12)
com comprimento de onda de 595nm. Uma unidade de atividade foi definida
como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1 umol (equivalentes em
acido galacturdnico) de grupos redutores por minuto. A quantificacéo de grupos
redutores foi realizada por comparacdo com uma curva padrdo de acido
galacturdnico (0 a 80 pg) submetida as mesmas condi¢des.

[0039] Para descrever o efeito da enzima poligalacturonase nos parametros de

cor, foram realizadas leitura das absorbéancias nos comprimentos de onda de
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420 nm, 520 nm e 620 nm, em espectrofotdmetro (AURORA INSTRUMENTS,
EUA). A intensidade de cor (IC) foi expressa com base no somatério das
absorbancias 420 nm, 520 nm e 620 nm (equacédo 1) e a tonalidade de cor
(coloracéao) foi expressa com base na relacdo das absorbancias 420 nm e 520

nm (equacéo 2).

1 S04
CALHLES

Maceracao do suco de uva

[0040] Uva tinta da variedade Bordd de Vitis labrusca foi higienizada e
selecionada quanto a sanidade. Durante a etapa de maceracdo, amostras de
aproximadamente 200g da uva levemente macerada foram tratadas com o
preparado enzimatico comercial Novozym®33095 (Novozymes Latin America
LTDA, Brasil) e o extrato enzimatico bruto produzido por Kluyveromyces
marxianus IBKLUO13, ambos na concentracdo de 1U poligalacturonase/mL
(PG/mL). Para cada ensaio foram feitas amostras controle isentas de enzimas
pectinoliticas. Controles e tratamentos foram incubados a temperatura de 50 °C
por 60 min. As uvas foram mantidas sob agitacdo durante a etapa de hidrélise
enzimatica, em um agitador de bancada Certomat U (B. Braun Biotech, RFA),
sendo apos resfriadas em banho de gelo para paralisar a acdo enzimatica. Os
sucos foram obtidos através da maceracdo completa das uvas e prensagem,

apos cada tratamento.

Tabela 1. Médias do rendimento, dos indices de cor, intensidade de cor,
coloracao e turbidez dos produtos obtidos apés maceracao da uva.

Preparado Enzimatico Extrato enzimatico
Variavel Comercial bruto de K. marxianus Controle
Novozym®33095 IBKLUO13
Rendimento 89,40 + 5,40% 80,40 + 4,80° 62,80 * 3,90°
indice de cor (420) 1,97 +0,01° 2,84 +0,14% 1,49 + 0,15°
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indice de cor (520) 14,29 +0,11° 16,19 + 0,12° 10,61 + 0,23°
indice de cor (620) 0,14 +0,01° 0,35 + 0,02° 0,18 + 0,03"
Intensidade de cor 16,41 +0,12° 19,38 + 0,13% 11,28 + 0,25°
Coloracéo 1,38 + 0,03° 1,76 + 0,02° 1,43+ 0,02°
Turbidez 14,69 + 1,32° 12,73 +0,59" 16,68 + 0,72°

Legenda da tabela 1: Letras iguais para cada linha ndo diferem estatisticamente em nivel de
5% (p<0,05).

[0041] Os resultados obtidos na maceracéo da polpa (Tabela 1) com o extrato
enzimatico produzido por K. marxianus IBKLUO13 foram significativamente
superiores, quando comparados aos obtidos com o preparado enzimético

comercial e o controle (sem tratamento com pectinases).

Exemplo 2: Clarificacdo do suco de uva

[0042] O presente exemplo consiste da utilizacdo de poligalacturonase
produzida por Kluyveromyces marxianus IBKLUO13 na clarificacdo de suco de
uva.

[0043] Em um volume de 50 mL de suco foram adicionadas 1U PG/ml do
preparado enzimatico comercial Pectinex®Ultra Color (Novozymes Latin
America LTDA, Brasil) ou do extrato enzimatico bruto de Kluyveromyces
marxianus IBKLUO13. Para cada ensaio foram feitas amostras controle isentas
de enzimas pectinoliticas. Os ensaios foram conduzidos em um banho
termostatizado (B. Braun Biotech modelo Certomat WR, Alemanha). As demais
condi¢cGes de hidrolise, tempo, temperatura e concentracdo enzimatica, foram
as mesmas utilizadas para a etapa de maceracdo enzimatica. Apds o
tratamento, os sucos foram resfriados em banho de gelo para interromper a

acao da enzima e filtrados em papel filtro (Whtaman n°1) para posterior analise.
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Tabela 2. Médias dos indices de cor, intensidade de cor, coloracdo e turbidez

do suco de uva apos clarificacéo.

Preparado Enzimatico Extrato enzimatico bruto
Variavel Comercial de K. marxianus Controle
Pectinex®Ultra IBKLUO13
indice de cor (420) 1,42 + 0,03° 1,76 + 0,06° 1,60 + 0,04°
indice de cor (520) 7,86+ 0,04° 10,54 + 0,08% 9,51 + 0,07"
indice de cor (620) 0,13 +0,00° 0,23 +0,00% 0,19 + 0,00°
Intensidade de cor 9,42 +0,38° 12,53 +0,83° 11,30 £ 0,07°
Coloracéo 1,81 + 0,03° 1,68+ 0,06" 1,68 + 0,08°
Turbidez 9,09 + 0,42° 11,15+ 0,69" 15,24+ 0,22°

Legenda da tabela 2: Letras iguais para cada linha ndo diferem estatisticamente em nivel de
5% (p<0,05).

[0044] A Intensidade de cor (1420 + 1520 + 1620) foi significativamente superior
no suco utilizando o extrato enzimatico bruto de K. marxianus IBKLUO13
(Tabela 2). Ja a diminuicao dos valores da coloracdo (1420/1520), observada na
Tabela 2, corresponde a um aumento mais acentuado do indice de cor a
520nm, que mede a cor vermelha, em relacdo ao | 420 que mede a cor marrom

dos sucos de uva.

Determinacado de antocianinas

[0045] A determinagdo das antocianinas totais no suco macerado e no suco
clarificado foi realizada através da leitura da absorbancia no comprimento de
onda ap6s uma varredura entre os comprimentos de 380 a 700nm (Di Stefano
et al., 1989). Os resultados foram obtidos utilizando um coeficiente de extingédo
molar da antocianina predominante nas frutas, a cianidina 3-glucosideo, sendo
expressos em mg de cianidina-3-glucosideo, antocianina majoritaria, em 100g

de amostra.
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Tabela 3. Teores de antocianina no suco apés maceracao e clarificagao.

Teor de Antocianina (mg/100g)

Tratamento Suco apos Suco ap0s
maceragao clarificagéo
Controle 21,07 +1,47° 18,45 + 0,50"
Preparado comercial* 24,30 + 0,83% 15,04 + 0,69°
Extrato enzimatico bruto de K. marxianus
IBKLUO13 27,62 +2,12% 25,22 +2,14°

Legenda da tabela 3: Letras iguais para cada produto nado diferem estatisticamente em nivel de
5% (p<0,05). * Novozym®33095 (maceragao), Pectinex®Ultra Color (clarificacao).

[0046] As pectinases também atuam melhorando as caracteristicas visuais (cor
e turbidez), devido a maior liberacdo de antocianinas das uvas tintas para o
suco. As antocianinas tiveram uma diminuigdo significativa no tratamento
utilizando o preparado enzimatico comercial apos clarificacdo do suco. Este
valor se deve, provavelmente, ao aumento da diluicdo das antocianinas,

provocada pela acdo da enzima pectinase e maceracao por tempo prolongado.

Determinacao de polifendis

[0047] O indice de polifendis totais foi determinado pelo método de Folin-
Ciocalteu, através da formacdo de um complexo azul resultante da oxidacéo
dos fendis presentes na amostra. A absorbancia foi determinada a 765nm em
espectrofotometro (Genesys modelo 10UV) (Singleton e Rossi, 1965). Os
resultados foram expressos em mg de acido galico em 100g de polpa ou suco

de fruta.
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Tabela 4. Teor de polifendis no suco apdés maceracao e clarificacao.

Teor de Polifendis Totais (mg/100g)

Tratamento Suco apos Suco apos
maceracao clarificagéo
Controle 1952,35 + 203,68% 1699,52 + 150,55%
Preparacéo comercial* 1733,09 + 98,27°  1509,23 + 65,76°
Extrato enzimético bruto de K.
marxianus IBKLUO13 2168,98 + 195,57 1924,04 + 210,50°

Legenda da tabela 4: Letras iguais para cada produto nao diferem estatisticamente em nivel de

5% (p<0,05). * Novozym®33095 (maceracgao), Pectinex®Ultra Color (clarificacao)

[0048] Em relacéo ao teor de polifendis no suco tanto apés maceracdo quanto
apos clarificacdo observam-se resultados mais expressivos com o emprego do

extrato enzimatico bruto de K. marxianus IBKLUOQO13.

Exemplo 3: Maceracdo de suco de araca vermelho

[0049] O presente exemplo consiste da utilizacdo de poligalacturonase
produzida por Kluyveromyces marxianus IBKLUO13 na maceracdo de suco de
araca vermelho.

[0050] Frutos de aracd vermelho (Psidium cattleyanum Sabine) foram
higienizados e selecionados quanto a sanidade. Durante a etapa de
maceragao, amostras de aproximadamente 200g das frutas foram trituras com
auxilio de um liquidificador, e tratadas com o preparado enzimatico comercial
Ultrazym®APF L (Novozymes Latin America Ltda., Brasil) e o extrato
enzimatico bruto produzido por Kluyveromyces marxianus IBKLUO13, ambos
na concentracdo de 1U poligalacturonase/mL (PG/mL). Os ensaios foram
realizados em banho termostatizado (B. BRAUN BIOTECH modelo Certomat
WR, Alemanha), em temperatura de 50 °C por 60 min de reagdo. As amostras
foram resfriadas em banho de gelo, para interromper a reacéo, e centrifugadas
por 10 min, a 3500 rpm e a 20 °C. Foram preparadas amostras controle em que

as preparacfes enzimaticas foram substituidas por agua destilada.
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Tabela 5: Médias do rendimento, dos indices de cor, intensidade de cor,

coloracgéo e turbidez dos produtos obtidos apés maceracdo do aracé vermelho.

Preparado Enzimatico Extrato enzimatico
Variavel Comercial bruto de K. marxianus Controle
UItrazym®APF L IBKLUO13

Rendimento (%) 65,28 + 4,50° 55,81+ 0,97" 52,14 +0,27°
indice de cor (420) 2,62 +0,74% 3,09 + 0,38" 1,12 +0,11°
indice de cor (520) 1,56 + 0,04° 2,30 + 0,29% 0,88 + 0,08°
indice de cor (620) 1,12 + 0,00 1,46 +0,16% 0,22 +0,01°
Intensidade de cor 5,31 + 0,08° 6,85 + 0,83% 2,22 +0,21°
Coloracéo 1,67+ 0,43° 1,34+ 0,00° 1,26 + 0,00
Turbidez 0,65 + 0,06" 2,04+ 0,25% 2,91 +0,66%

Legenda da tabela 5: Letras iguais para cada linha ndo diferem estatisticamente em nivel de
5% (p<0,05).

Exemplo 4: Clarificacdo do suco de araca

[0051] O presente exemplo consiste da utilizacdo de poligalacturonase
produzida por Kluyveromyces marxianus IBKLUO13 na clarificacdo de suco de
araca vermelho.

[0052] Em um volume de 50 mL de suco araca vermelho foram adicionadas 1U
PG/ml do preparado enzimatico comercial Ultrazym®APF L (Novozymes Latin
America LTDA, Brasil) ou do extrato enzimatico bruto de Kluyveromyces
marxianus IBKLUO13. Para cada ensaio foram feitas amostras controle isentas
de enzimas pectinoliticas. Os ensaios foram conduzidos em um banho
termostatizado (B. Braun Biotech modelo Certomat WR, Alemanha). As demais
condi¢cGes de hidrolise, tempo, temperatura e concentracdo enzimatica, foram
as mesmas utilizadas para a etapa de maceracdo enzimatica. Apds o
tratamento, os sucos foram resfriados em banho de gelo para interromper a
acdo da enzima e centrifugadas por 10 min, a 3500 rpm e a 20 °C para

posterior analise.
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Tabela 6: Médias dos indices de cor, intensidade de cor, coloracéo e turbidez

do suco de araca vermelho apds clarificagéo.

Preparado Enzimatico Extrato enzimatico bruto

Variavel Comercial de K. marxianus Controle
UItrazym®APF L IBKLUO13
indice de cor (420) 0,66 + 0,03° 1,40 + 0,062 1,24 +0,11°
indice de cor (520) 0,59+ 0,04° 1,04 +0,29° 0,88+0,12°
indice de cor (620) 0,08 + 0,02° 0,39 + 0,04° 0,53 + 0,04°
Intensidade de cor 1,33+0,10° 2,84 0,12 2,65 £ 0,27°
Coloracéo 1,11 +0,02° 1,34+ 0,02° 1,40 + 0,02°
Turbidez 0,42 +0,03° 0,83+ 0,03" 2,13+ 0,11%

Legenda da tabela 6: Letras iguais para cada linha ndo diferem estatisticamente em nivel de
5% (p<0,05).

Exemplo 5: Processo de vinificacao

[0053] O presente exemplo consiste da utilizacdo de poligalacturonase
produzida por Kluyveromyces marxianus IBKLUO13 na extracdo de cor no
processo produtivo de vinho.

Método de vinificacdo

[0054] O experimento foi realizado com a uva da variedade Cabernet
Souvignom. As uvas foram coletadas, divididas em 2 lotes de 1,2 kg cada, e
realizadas as microvinificagcbes com trés repeticbes. Em ambos os lotes,
realizou-se a sulfitagem (30mg/L de di6xido de enxofre) e a leitura do °Brix e do
pH. O meio foi inoculado com uma densidade celular de 5 x 106 UFC mL-1 de
Saccharomyces cerevisiae EC1118. O mosto foi colocado em frasco Duran e
valvula de Miller com capacidade para 1 litro e adicionado extrato enzimatico
bruto de K. marxianus IBKLUO013. O primeiro tratamento foi adotado como
testemunha, sem adicdo da poligalacturonase, ja no segundo, foram

adicionados 0,8U PG/mL de poligalacturonase.
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Tabela 7. Médias dos indices de cor, intensidade de cor e coloragéo dos vinhos

obtidos por microvinificacfes da uva da variedade Cabernet Souvignom.

Saccharomyces cerevisiae EC1118

Variavel Saccharomyces cerevisiae +
EC1118 Extrato enzimatico bruto de K.
marxianus IBKLUO13

indice de cor (420) 3,08 +0,07% 3,19 + 0,09°
indice de cor (520) 6,14 + 0,27° 7,69 + 0,29°
indice de cor (620) 0,76 + 0,022 0,90 + 0,14
Intensidade de cor 9,98 + 0,04° 11,78 + 0,24°

Coloracgéo 0,50 + 0,02% 0,41+ 0,02°

Letras iguais para cada variavel ndo diferem estatisticamente em nivel de 5% (p<0,05).

[0055] Foram registrados valores significativamente diferentes para o indice de
cor a 520 nm, sendo o maior valor encontrado no tratamento com a adi¢cao de
extrato bruto enzimético de K. marxianus IBKLUO13. De forma semelhante foi
observado um aumento significativo na Intensidade de cor (I 420 + | 520 + |
620), com a adi¢do de extrato bruto enzimatico de K. marxianus IBKLU013 em
relacdo a fermentacdo sem adicdo extrato bruto enzimatico de K. marxianus
IBKLUO13. Os valores de coloracdo mostraram-se também com diferenca
significativa entre os tratamentos, com e sem a adicdo de extrato bruto
enzimatico de K. marxianus IBKLUOQ13.

[0056] Os versados na arte valorizaram os conhecimentos aqui apresentados e
poderdo reproduzir a invencdo nas modalidades apresentadas e em outros

variantes, abrangidos no escopo das reivindica¢coes anexas.
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Reivindicacdes

1. Processo de producdo de extrato enzimatico para extracdo e/ou
clarificacdo de bebidas caracterizado por compreender as etapas de:

a) crescimento de Kluyveromyces marxianus IBKLUO13 em meio
sintético com pectina como Unica fonte de carbono;

b) centrifugacdo do meio apdés a etapa de crescimento de
Kluyveromyces marxianus IBKLUO13.

2. Processo, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pela
producdo de extrato enzimatico ser realizada sob temperatura de 28 °C a 32
°C, por 48 horas.

3. Processo, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes anteriores,
caracterizado pelo meio sintético com pectina compreender de 0,5% de
extrato de levedura, 0,67% de fonte de nitrogénio e 1% pectina citrica.

4. Processo, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes anteriores,
caracterizado em que o pH do meio sintético é 5,0.

5. Método de extracdo e/ou clarificacdo de bebidas caracterizado por
compreender a etapa de contatar a bebida com um extrato enzimético obtido
através de um processo de producédo conforme definido em qualquer uma das
reivindicacdes 1 a 4, em que o extrato enzimatico apresenta atividade de pelo
menos 1U poligalacturonase/mL.

6. Método de extracdo e/ou clarificacdo de bebidas, de acordo com a
reivindicacdo 5, caracterizado pela etapa de contatar a bebida ser realizada a
50 °C por 60 min.

7. Método de extracdo e/ou clarificacdo de bebidas, de acordo com a
reivindicagdo 5 ou 6, caracterizado pela bebida ser um suco de frutas.

8. Método de extracdo e/ou clarificacdo de bebidas, de acordo com a
reivindicacdo 5 ou 6, caracterizado por ser utilizado na extragdo de cor em

processos enodlogos.
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