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(57) Resumo: PROCESSO DE ADICAO DE AGENTE CRIOPROTETOR EM KEFIR DE LEITE E PRODUGAO DO PO DO
KEFIR. A presente patente de invencao refere-se a um processo de adicao de agente crioprotetor, a partir da sacarose, em Kefir
de leite fermentado, exclusivamente, por grédos de Kefir e producdo do p6 deste Kefir. Isto pode ser obtido através da liofilizagdo
do Kefir de leite crioprotegido por sacarose, caracterizando um produto com boa viabilidade celular, maior estabilidade e
flexibilidade para consumo, vida Util prolongada, e de facil transporte e armazenamento, quando comparado a bebida in natura.
Esta invengéo esta situada na area de biotecnologia e engenharia dos alimentos. O p6 obtido apresentou baixos valores de
atividade de 4gua e umidade, permitindo a sua classificagdo como um produto desidratado. Quanto aos parametros fisico-
quimicos os resultados obtidos apresentaram-se satisfatérios (cinzas 3,06 g.100 g-1, pH 3,46, acidez 5,439 g.100 g-1 de &cido
lactico, lactose 12,193 g.100 g-1, proteina 13,97 g.100 g-1, lipideos 10,10 g.100 g-1 e carboidratos 68,61 g.100 g-1). Em relagao
a contagem de micro-organismos, o Kefir liofilizado apresentou elevadas taxas de sobrevivéncia tanto de bactérias (de 97 % a
97,71 %) quanto de leveduras (89,63 %), elucidando o potente efeito crioprotetor da sacarose na manutenc¢édo da viabilidade
celular de micro-organismos do Kefir, além (...).
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“PROCESSO DE ADICAO DE AGENTE CRIOPROTETOR EM KEFIR DE LEITE E
PRODUCAO DO PO DO KEFIR”

RELATORIO DESCRITIVO

Campo da Invencdo

[001] O presente pedido de patente de invencdo refere-se a um produto
composto por Kefir de leite liofilizado com potencial efeito probidtico, a partir da
crioprotecdo por sacarose. Este produto é obtido através da liofilizacdao de kefir advindo
de leite pasteurizado fermentado por graos de Kefir adicionado de sacarose como
agente crioprotetor, caracterizando um produto com boa viabilidade celular, maior
estabilidade e flexibilidade para consumo, vida util prolongada, e de facil transporte e
armazenamento, quando comparado a bebida in natura. Esta invengdo se situa na area

de biotecnologia e engenharia dos alimentos.

Antecedentes da Invencdo

[002] O Kefir é uma bebida fermentada probidtica composta por uma simbiose
de bactérias e leveduras envolvidas em uma matriz polissacaridica soluvel, denominada
Kefiran. O processo fermentativo do Kefir de leite ocorre, exclusivamente, pelos graos
de Kefir em leite reconstituido a 20-25 °C durante 24h. Apds a fermentagdo, a bebida
apresenta consisténcia cremosa e sabor ligeiramente acido (LOPITZ-OTSOA et al., Rev
Iberoam Micol, 23: 67-74, 2006; MAGALHAES et al., Braz ] Microbiol, 42: 693-702, 2011;
KOK-TAS et al., J Dairy Sci, 96: 780-789, 2013). Entretanto, por se tratar de micro-
organismos vivos, alimentos probidticos, como o Kefir, sdo instaveis e para minimizar tal
instabilidade e manter a viabilidade celular, procedimentos de secagem tém sido
utilizados objetivando aumentar a estabilidade e a concentracdao celular, maior
flexibilidade para o consumo e menor custo de armazenamento, entre estas a secagem
por liofilizacdo (SOUZA et al., Alimentos e Nutricdo, 22: 231-237, 2011; PRISCO;
MURIELO, Trends Food Sci. Technol., 48: 27-39, 2016).
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[003] A liofilizagcdo é o meio mais eficaz de se obter produtos desidratados com
alta qualidade sensorial e com boa viabilidade celular (ATALAR; DERVISOGLU, LWT —
Food Sci. Technol., 60: 751-757, 2015). Embora seja um processo de alto custo, a
compensacdo vem pela facilidade da manutenc¢do e do armazenamento das culturas e
garantia da estabilidade das caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas das células
estocadas (muitas de alto valor agregado), além da ndo necessidade de manuseamento
e estocagem do produto em local refrigerado. Entretanto, a etapa que antecede a
liofilizacdo consiste no congelamento da amostra a baixas temperaturas, o que pode
causar lioinjurias celular irreversiveis, contudo, é possivel fazer uso da crioprotecdo para
minimizar tais efeitos negativos, sendo um dos maiores desafios da criopreservacao
realizar um congelamento com menores danos celulares (AGUIAR et al., Acta Vet. Bras.,

6: 80-93, 2012).

[004] Os agentes crioprotetores atuam prevenindo a cristaliza¢cdo ao reduzir a
atividade de adgua. Na criomicrobiologia, o glicerol é o principal alcool utilizado que atua
penetrando na membrana celular através da difusdo passiva. Todavia, alguns agucares,
como a sacarose, a maltose, a frutose e a maltodextrina, tém se mostrado capazes de

atuar como agentes crioprotetores (AGUIAR et al., Acta Vet. Bras., 6: 80-93, 2012).

[005] A sacarose tem sido frequentemente utilizada para a criopreservagao de
micro-organismos em concentracdes variando de 1 a 68%, crioprotegendo o produto
através de alteracdes na permeabilidade e na separagao lateral dos componentes da
membrana plasmatica (AGUIAR et al., Acta Vet. Bras., 6: 80-93, 2012). Ademais, se o
alimento puder ser formulado ou acrescido com carboidratos, a temperatura de
transi¢ao vitrea aumenta e, sendo este aumento acima da temperatura de estocagem,
a estabilidade e a vida de prateleira dos produtos aumentardo. Suportando ainda mais
o uso de carboidratos tipicos como sacarose com agente crioprotetor (KENNEDY,

Managing frozen foods. Cambridge: CRC Press, pp. 263-278, 2000).

[006] A literatura apresenta documentos de patente compreendendo processos
e métodos de preparo e obtencdo de Kefir como EP 0148300 B1, AU 611163 B2, EP
0346884 B1, RU 2098976 C1, JP S60164433 A. Estes documentos diferem da presente
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invencdo por ndo apresentarem um processo para producdo de um produto em pé

estavel por um maior periodo de tempo.

[007] As patentes US 0221469 A1, WO 097820 A2, US 0028696 Al, US 0281904
Al descrevem o efeito do Kefir, como probidtico, na prevencao e recuperagdo de
condicGes patoldgicas. Estes documentos diferem da presente invencdo por nado
apresentarem o uso de Kefir em pd nem apresentam um processo para obtencdo de um

produto em pé.

[008] A patente PI 0905590-8 descreve o processo de imobilizacdo de micro-
organismos de Kefir a partir da formacdo de microcdpsulas de alginato de calcio. O
documento difere da presente invencdo por ndo apresentar um processo de obtencao

de um produto em po liofilizado.

[009] A patente Pl 1001541-8 descreve o processo de preparo de um produto
simbidtico a partir de soro de leite em pd, graos de Kefir, cultura de Kefir liofilizada e
bagaco de laranja, obtendo um produto desidratado em estufa. O documento difere da
presente invengao por apresentar uma bebida que ndo foi fermentada exclusivamente

por graos de Kefir e ndo apresenta um produto em pé liofilizado.

[010] US 4797290 A descreve o processo de producdo de iogurte de Kefir
liofilizado a partir da inoculagao do leite com uma cultura iniciadora fungica de Kefir. O
documento difere da presente invencdo por ndo apresentar o uso de crioprotetores e
pelo produto submetido a liofilizacao ndo caracterizar uma bebida fermentada por graos

de Kefir, mas sim por uma cultura iniciadora.

[011] A patente WO 087722 Al descreve a obtencdo de pd de Kefir de soja
produzido pela fermentacdo de leite de soja com graos de Kefir, utilizando o método de
secagem por spray drying. O documento difere da presente invencao por além de referir
um Kefir fermentado em leite de soja, o pé obtido foi pelo método de atomizacdo e nao

por sublimacdo sob vacuo.

[012] O artigo cientifico publicado por Kok-Tas (Int. J. Dairy Technol., 68: 434-

440, 2015) descreve a liofilizacdo de grdos de Kefir sem a adi¢cdo de crioprotetores. O
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documento difere da presente invencdo pela liofilizacdo dos graos de Kefir e ndo da

bebida fermentada, como também pela auséncia do uso de agentes crioprotetores.

[013] O artigo cientifico publicado por Atalar et al. (LWT — Food Sci. Technol., 60:
751-757, 2015) descreve a secagem de Kefir por atomizagao, onde no final o produto
obtido n3o apresentou sobrevivéncia celular de leveduras pela alta temperatura
empregada nesta metodologia. O documento difere da presente invencdo por tratar-se

de um produto desidratado por atomizagao e nado por liofilizagao.

[014] Baseado no apresentado no estado da técnica, se observa que a matéria

que se pretende proteger neste documento de patente se apresenta como nova.

Descricdo da Invencdo

[015] Primeiramente, o leite integral pasteurizado foi aquecido
preferencialmente a 90 °C por pelo menos 5 minutos, em seguida, houve o resfriamento
do mesmo até se atingir a temperatura de pelo menos 25 °C, temperatura na qual foi
realizada a inoculacdo dos grios de Kefir, na concentragdo de, pelo menos, 5% (p/v). O
processo de fermentagdo ocorreu sem agitacdo com temperatura entre 20 e 27 °C,
preferencialmente a 25 °C, entre 18 e 24h, preferencialmente 24h. Apds este periodo, o
Kefir foi maturado sob refrigeracdo (8 + 2 °C) por pelo menos 24 horas antes da
liofilizacao.

[016] Para a obtencdo do Kefir em pd, o agente crioprotetor (sacarose) foi
esterilizado por 15 minutos, e adicionado ao Kefir fermentado (concentragdo de 5 a 10%
(p/v), preferencialmente a 10%). A mistura foi homogeneizada, em seguida, congelada
em overnight (durante 12 h), posteriormente foi realizada a secagem que pode ser
preferencialmente em liofilizador, com temperatura de -50 °C e vacuo de 100 mT. O
Kefir em p6 foi obtido e armazenado em ambiente estéril pronto para consumo. A taxa
de sobrevivéncia celular foi obtida através da reidrata¢do dos pds e posterior contagem
em placas contendo meios MRS (De Man, Rogosa & Sharpe) e M17 para bactérias e em
meio YGC (Extrato de leveduras, glicose e cloranfenicol) para leveduras.

[017] Dependendo das caracteristicas do produto a ser desidratado, diferentes

tipos de agentes crioprotetores podem ser utilizados para evitar a lioinjuria celular
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incluindo os penetrantes ou intracelulares, como metanol, etilenoglicol, propilenoglicol,
dimetilformaldeido, metilacetamida, DMSO e glicerol e crioprotetores ndo penetrantes
ou extracelulares, como os mono, oligo e polissacarideos, manitol, sorbitol, dextrana,
metilcelulose, polietilenoglicol. Além de trealose, leite desnatado, inositol, rafinose,
glicose e lactose, entre outros. Salientando que, as diferencas de permeabilidade afetam
0s mecanismos pelos quais ocorre a protecdo ao material biolégico (AGUIAR et al., Acta
Vet. Bras., 6: 80-93, 2012).

[018] Em relacdo a sacarose, esta encontra-se entre os principais agentes
crioprotetores utilizados para a criopreservagao de micro-organismos, sua eficacia se da
devido a promocdo de alteracbes na permeabilidade ao induzir o aumento da
osmolaridade do meio externo, gerando a passagem da dgua do meio interno da célula
para o externo. Além disso, promove o aumento da transi¢do vitrea que ao tornar-se
acima da temperatura de estocagem, a estabilidade e a vida de prateleira dos produtos
aumentam, além de apresentar custo relativamente baixo e ser comercialmente
disponivel (AGUIAR et al., Acta Vet. Bras., 6: 80-93, 2012).

Exemplo 1. Caracterizacao fisico-quimica do Kefir em po6 e viabilidade celular

[019] O Kefir de leite liofilizado apresentou valores para Aw (0,291) e umidade
(4,25 %) que permitem que o pd obtido seja classificado como um produto desidratado.
Vale salientar que, baixos valores de atividade de dgua sdo importantes na preservacao
de alimentos, pois significa que o produto dispde de pouca dgua livre para a ocorréncia
de reacdes quimicas e bioldgicas indesejaveis (OLIVEIRA; BRANDAO; SILVA, Food Eng.
Rev., 8:134-163, 2016).

[020] Houve um declinio do pH (3,46). Os demais parametros analisados:
cinzas(3,06 g.100 g1), acidez (5,439 g.100 g* de 4cido lactico), lactose (12,193 g.100 g
1), proteina (13,97 g.100 g1), lipideos (10,10 g.100 g?) e carboidratos (68,61 g.100 g})
apresentaram valores mais elevados do que a bebida fermentada in natura, sendo estes
resultados esperados devido a retirada de agua e consequente concentracdo dos
constituintes do produto durante a secagem, elucidando o potencial efeito de

manutencdo da qualidade de alimentos submetidos a liofilizacao.
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[021] A contagem de células viaveis de bactérias foi de 7,24 e 9,17 UFC/g nos
meios MRS e M17, respectivamente, o que representa uma taxa de sobrevivéncia celular
de 97,71 % e 97 %, elucidando o potente efeito crioprotetor da sacarose na manutencao
da viabilidade celular de bactérias do Kefir. Ja a contagem de células vidveis de leveduras
em meio YGC apresentou valores de 5,79 UFC/g, ou seja, 89,63 % de sobrevivéncia a
liofilizacdo, Atalar et al. (2015) ao promoverem secagem de Kefir por spray drying nao
observaram sobrevivéncia de leveduras, demonstrando que a secagem por atomizagao
exerce efeito negativo na viabilidade destes micro-organismos devido a sua sensiblidade
térmica. O resultado obtido no presente pedido de patente demonstra que a liofilizagao
€ um processo adequado para desidratacdo de produtos contendo leveduras.

[022] Estes resultados sugerem que o produto desenvolvido apresenta boa
composicdo centesimal e viabilidade celular satisfatdria para desempenhar potenciais

efeitos probidticos com boas perspectivas de mercado caso fosse comercializado.
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REIVINDICACOES

1. “PROCESSO DE ADICAO DE AGENTE CRIOPROTETOR EM KEFIR DE LEITE E
PRODUCAO DO PO DO KEFIR” caracterizado pela obtencdo de grios de Kefir de
leite, fermentado em leite integral, pasteurizado para obtenc¢do de uma bebida
probidtica fermentada, em seguida, esta bebida foi maturada sob refrigeracdo e
crioprotegida para ser congelada e submetida ao processo de secagem por
liofilizagao para obtengao de um Kefir em p6 com potencial efeito probiético.

2. “PROCESSO DE ADICAO DE AGENTE CRIOPROTETOR EM KEFIR DE LEITE E
PRODUCAO DO PO DO KEFIR”, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo aquecimento do leite integral pasteurizado a 90 °C por pelo menos 5
minutos e resfriado até pelo menos 25 °C, sendo fermentado, sem agitacdo, por
grdos de Kefir na concentragdo de pelo menos 5 % (p/v), entre 18 e 24 horas com
temperatura entre 20 e 27 °C.

3. “PROCESSO DE ADICAO DE AGENTE CRIOPROTETOR EM KEFIR DE LEITE E
PRODUCAO DO PO DO KEFIR”, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pela homogeinizagdo da bebida fermentada com o crioprotetor, esterilizado, na
concentragdo entre 5 e 10 %, sendo congelado por pelo menos 24 horas.

4. “PROCESSO DE ADICAO DE AGENTE CRIOPROTETOR EM KEFIR DE LEITE E
PRODUCAO DO PO DO KEFIR”, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo processo de secagem para a obtencdo de um Kefir de leite em pé.

5. “PROCESSO DE ADICAO DE AGENTE CRIOPROTETOR EM KEFIR DE LEITE E
PRODUCAO DO PO DO KEFIR”, de acordo com a reivindica¢do 1 e 4, caracterizado
pelo agente crioprotetor compreender a sacarose.

6. “PROCESSO DE ADICAO DE AGENTE CRIOPROTETOR EM KEFIR DE LEITE E
PRODUCAO DO PO DO KEFIR”, de acordo com a reivindicacdo 1 e 4, caracterizado
pelo processo de secagem compreender liofilizagdo conforme descrito no
relatdrio descritivo para obtencdo do pé.

7. “PROCESSO DE ADICAO DE AGENTE CRIOPROTETOR EM KEFIR DE LEITE E
PRODUCAO DO PO DO KEFIR” caracterizado pelo produto ser um Kefir em pé

Peticéo 870180030627, de 16/04/2018, pag. 17/19



2/2

com potencial efeito probidtico a partir da manutencao da viabilidade celular de

uma simbiose de bactérias e leveduras.
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RESUMO

“PROCESSO DE ADICAO DE AGENTE CRIOPROTETOR EM KEFIR DE LEITE E PRODUCAO DO
PO DO KEFIR”. A presente patente de invencido refere-se a um processo de adi¢do de
agente crioprotetor, a partir da sacarose, em Kefir de leite fermentado, exclusivamente,
por graos de Kefir e producdo do pd deste Kefir. Isto pode ser obtido através da
liofilizacao do Kefir de leite crioprotegido por sacarose, caracterizando um produto com
boa viabilidade celular, maior estabilidade e flexibilidade para consumo, vida util
prolongada, e de fécil transporte e armazenamento, quando comparado a bebida in
natura. Esta invencdo estd situada na drea de biotecnologia e engenharia dos alimentos.
O po obtido apresentou baixos valores de atividade de dgua e umidade, permitindo a
sua classificacdo como um produto desidratado. Quanto aos parametros fisico-quimicos
os resultados obtidos apresentaram-se satisfatorios (cinzas 3,06 g.100 g, pH 3,46,
acidez 5,439 g.100 g de 4cido lactico, lactose 12,193 g.100 g%, proteina 13,97 g.100 g’
1, lipideos 10,10 g.100 g* e carboidratos 68,61 g.100 g!). Em rela¢do a contagem de
micro-organismos, o Kefir liofilizado apresentou elevadas taxas de sobrevivéncia tanto
de bactérias (de 97 % a 97,71 %) quanto de leveduras (89,63 %), elucidando o potente
efeito crioprotetor da sacarose na manutencdo da viabilidade celular de micro-
organismos do Kefir, além de demonstrar que a liofilizacdo é um processo adequado
para desidratacdo de produtos contendo um complexo simbidtico de bactérias e

leveduras, como o Kefir, dada a sobrevivéncia das mesmas durante o processo.
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