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Dados do Depositante (71)

Depositante 1 de 1

Nome ou Raz&o Social: UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA JULIO DE MESQUITA
FILHO
Tipo de Pessoa: Pessoa Juridica

CPF/CNPJ: 48031918000124
Nacionalidade: Brasileira
Qualificagdo Juridica: Instituicdo de Ensino e Pesquisa
Endereco: Rua Quirino de Andrade, 215
Cidade: Sao Paulo
Estado: SP
CEP: 01049-010
Pais: Brasil
Telefone: 11 56270217
Fax: 11 56270103

Email: auin@unesp.br
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Dados do Pedido

Natureza Patente: 10 - Patente de Invencao (PI)

Titulo da Invengao ou Modelo de Processo de obtencdo de leveduras probidticas e enriqguecimento
Utilidade (54): nutricional de residuos para beneficio a saide humana e animal
Resumo: A presente invencao se insere no campo da microbiologia e nutricdo

animal, mais particularmente dentro do campo da aplicacéo de
microrganismos especiais na conversao de residuos em compostos
nutricionais e melhoria das rac¢des e nutricdo animal. Nesta invengéo
foi demonstrado um tratamento biolégico dos residuos
lignoceluldsicos utilizando-se leveduras fibroliticas capazes de
promover a digestdo parcial da fibra, melhorando a digestibilidade da
mesma e aumentando o teor de nutrientes por meio da propagagéo
das leveduras e consumo parcial da fibra. Desta forma foi provado:
a) o crescimento destas leveduras em meios de cultura baratos e na
auséncia de oxigénio, b) producéo de 20 aminoéacidos (exceto W.
onychis LABI2), c) producéo de xilanases e celulases d) composi¢éo
guimica das favoravel a nutricdo animal d) hidrélise lignocelulésica
parcial aumentando os nutrientes digestiveis totais. Esses resultados
indicam o uso destas leveduras na alimentacao animal, como
probiodticos a fim de aumentar a performance ruminal, e na
conversdo e enriguecimento nutricional de fibras usadas na
composicao das racdes, tornando-as mais baratas e eficientes na
conversédo animal. S&o reivindicados os processos de obtencéo das
leveduras, os produtos obtidos e usos dos mesmos.

Dados do Procurador

Procurador:
Nome ou Razdo Social: Renan Padron Almeida
Numero OAB:
Numero API:
CPF/CNPJ: 33778301896
Endereco: Rua Joaquim Antunes 819
Cidade: S&o Paulo
Estado: SP
CEP: 05415012
Telefone: 1156270570
Fax:

Email: renan.padron@unesp.br

PETICIONAMENTO Esta solicitagéo foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrénico em 01/11/2019 as
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Dados do Inventor (72)

Inventor 1 de 5

Nome:

CPF:
Nacionalidade:
Qualificacao Fisica:
Endereco:
Cidade:
Estado:

CEP:

Pais:
Telefone:

Fax:

Email:

Inventor 2 de 5

Nome:

CPF:
Nacionalidade:
Qualificacao Fisica:
Endereco:
Cidade:
Estado:

CEP:

Pais:
Telefone:

Fax:

Email:

Inventor 3 de 5

PEDRO DE OLIVA NETO
04582812805

Brasileira

Professor do ensino superior
Prado Kely, 389

Assis

SP

19806-380

BRASIL

THAIS YUMI SHINYA
37007593801

Brasileira

Professor do ensino superior
Av. Dom Antbnio, 2100
Assis

SP

19806-900

BRASIL
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Nome:

CPF:
Nacionalidade:
Qualificagéo Fisica:
Endereco:
Cidade:
Estado:

CEP:

Pais:
Telefone:

Fax:

Email:

Inventor 4 de 5

Nome:

CPF:
Nacionalidade:
Qualificacao Fisica:
Endereco:
Cidade:
Estado:

CEP:

Pais:
Telefone:

Fax:

Email:

Inventor 5 de 5

EUTIMIO GUSTAVO FERNANDEZ NUNEZ
23322394808

Brasileira

Professor do ensino superior

Av. Dom Antonio, 2100

Assis

SP

19806-900

BRASIL

FERNANDO CARLOS PAGNOCCA
44650728800

Brasileira

Professor do ensino superior
Avenida 24 A, 1515

Rio Claro

SP

13506-900

BRASIL
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Nome: BRUNA ESCARAMBONI

CPF: 37714769840
Nacionalidade: Brasileira
Qualificagéo Fisica: Estudante de P6s Graduacéo
Enderego: Avenida 24 A, 1515

Cidade: Rio Claro

Estado: SP
CEP: 13506-900

Pais: BRASIL
Telefone:
Fax:
Email:
Documentos anexados
Tipo Anexo Nome
Comprovante de pagamento de GRU 200 Comprovante GRU 9 371642.pdf
Procuracéo Proc e Posse 07-2018.pdf
Relat6rio Descritivo Relatério Descritivo.pdf
Reivindicacéo Reivindicac¢des.pdf
Resumo Resumo.pdf

Acesso ao Patrimdnio Genético

Declaracéo Positiva de Acesso - Declaro que o objeto do presente pedido de patente de invencéo foi
obtido em decorréncia de acesso a amostra de componente do Patriménio Genético Brasileiro,
realizado a partir de 30 de junho de 2000, e que foram cumpridas as determinacdes da Lei 13.123 de
20 de maio de 2015, informando ainda:

Numero da Autorizagdo de AF0952F
Acesso:
Data da Autorizacéo de Acesso: 21/03/2019

Declaracéo de veracidade

|Z[Declaro, sob as penas da lei, que todas as informac¢des acima prestadas sdo completas e
verdadeiras.

PETICIONAMENTO Esta solicitagéo foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrénico em 01/11/2019 as
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17/04/2019

Internet Banking

FUNDACAO PARA O DESENVOLVIMENTO DA UNESP Agéncia: 0239 Conta Corrente: 13-002549-6

Convénio:

Tipo de Pagamento:
Cddigo de Barras:

No. compromisso banco:
Nome/Razao Social do
Beneficiario Original:

Nome/Razao Social do Pagador
Efetivo:

CPF/CNPJ do Pagador Efetivo:
Valor Nominal:

Desc./Abat.:

Data de Vencimento:

Data de Pagamento:

Situacgao:

No. Lista de Débito:

Autenticacao:

DETALHE DO COMPROMISSO
0033-0239-004900019792 Conta de Débito:
BLQ Outros
00190000090294091619603371642178878760000007000

0239-000430023105

No. compromisso

1030412000100012 N
cliente:

371642/DS1 101009853
INPI - INST. NACIONAL DE PROPR

FUNDACAO PARA O DESENVOLVIMENT

57.394.652/0001-75
70,00
0,00 Juros: 0,00
25/04/2019
15/04/2019
Efetivado
No. Protocolo: PGTFORNB15042019900137943
11CBC4E034C3CE8AB742F94

Valor a Pagar: 70,00

SAC - Atendimento 24h por dia, todos os dias.

Central de Atendimento Santander Empresarial
Das 8h as 20h, de segunda a sexta-feira, exceto feriados.

4004-2125 (Regides Metropolitanas)
0800 726 2125 (Demais Localidades)
0800 723 5007 (Pessoas com deficiéncia auditiva ou de fala)

0800 762 7777
0800 771 0401 (Pessoas com deficiéncia auditiva ou de fala)

Ouvidoria - Das 9h as 18h, de segunda a sexta-feira, exceto
feriado.

0800 726 0322

0800 771 0301 (Pessoas com deficiéncia auditiva ou de fala)

Peti@H@s,‘({mﬂﬁw?aggﬁyﬂ%@%r@winas/Compromissos/COMPROMISSOS_DETALHE_SEG_VIA.asp?txtEntidade=0033&txtCentroAIta=023... 11
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AVAVAY

unesp’

AVA
UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO” L

AGENCIA UNESP DE INOVACAO

PROCURAGCAO

Pelo presente instrumento,

a UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO” -
UNESP, autarquia estadual de regime especial, criada pela Lei n° 952 de
30.01.1976, com sede na Rua Quirino de Andrade, 215, Centro, CEP 01.049-
010, Sao Paulo/SP, inscrita no CNPJ/MF sob n° 48.031.918/0001-24,
doravante designada simplesmente UNESP, neste ato, representada por seu
Magnifico Reitor, Prof. Dr. SANDRO ROBERTO VALENTINI, de acordo com o
Art. 34, | de seu Estatuto, ou quem legalmente o substitua,

nomeia e constitui seu procurador, RENAN PADRON ALMEIDA, brasileiro,
portador do RG n° 43.746.608-5, SSP/SP, inscrito no CPF/MF sob o n°
337.783.018/96,

outorgando-lhe poderes para representa-la perante o Instituto Nacional da
Propriedade Intelectual — INPI e outras instituicdes competentes, para o fim de

requerer e processar direitos de propriedade intelectual, tais como patentes de

Agéncia UNESP de Inovagao
Rua Quirino de Andrade, 215 — 9% andar - Centro
CEP. 01049-010, Sao Paulo/SP - Brasil

Fone: +55 11 5627 0696 - e-mail: auin@unesp.br
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unesp ™ AN
UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO" A

AGENCIA UNESP DE INOVACAQ

invengé@o, de modelos de utilidade, desenhos industriais, registros de marcas
de produto, de servico, coletivas ou de certificagdo, de indicagées geograficas,
cultivares, direitos de autor, de programas de computador e manté-los em vigor
com amplos e ilimitados poderes para assinar peticoes, autorizagbes para
copias, termos de cessao de direitos, termos de gestao e compartilhamento de
propriedade intelectual, documentos diversos relacionados ao processo
administrativo de protecao de direitos de propriedade intelectual, incluindo, mas
nao se limitando, aos documentos ja utilizados pelo INPI, bem como aqueles
que vierem a ser adotados e utilizados para instrucao processual de patentes,
modelos de utilidades, marcas, desenhos industriais e programas de
computador, pagar taxas, retribuicdes, impostos, fazer prova de uso das
invencoes patenteadas ou das marcas registradas, efetuar pagamentos e
receber restituicdes, dando as respectivas quitacoées, apresentar oposicoes,
recursos, réplicas, desistir, renunciar, anotar, averbar contratos de licenga e
transferéncias de tecnologia, elaborar notificacdes extrajudiciais, requerer
prorrogacao dos prazos de protegdo, fazer declaragdes, opor, protestar,
impugnar, recorrer, pedir reconsideracdo, manifestar-se sobre oposicdes e
recursos, obter vista de processos, cumprir exigéncias, apresentar defesas
escritas ou orais, desistir, replicar, transigir, receber, juntar e retirar
documentos, requerer caducidade e contestar pedido de caducidade, requerer
e contestar nulidade administrativa e licenga compulsoéria, preencher qualquer
tipo de formalidade, requerer anotacao e averbacao de cessao, alteragdes de
nome e sede, proceder a publicacao de editais de chamamento para instruir,
elaborar, firmar e acompanhar contratos de transferéncia de tecnologia e/ou de

licenciamento com exclusividade ou nao, e praticar para o fim mencionado

Agéncia UNESP de Inovagao
Rua Quirino de Andrade, 215 — 9° andar - Centro
CEP. 01049-010, Sao Paulo/SP - Brasil

Fone: +55 11 5627 0696 - e-mail: auin@unesp.br

Petic&o 870190111747, de 01/11/2019, péag. 8/77
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UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO"

\Y
\
AGENCIA UNESP DE INOVAGAO

todos os atos necessarios perante as autoridades administrativas competentes
no Brasil em beneficio da Outorgante.

Sao Paulo, 16 de julho de 2018.

UNESP
pl Prof. Dr. Sandro Roberto Valentini
Reitor

SERGIO ROBERTO NOBRE
/ICE-REITOR NO EXERCICIO DA REITORIL

- patartorio.com.br =
Reconheco a1 -firma cofy e J icp<gor semelhanca de ST
nonm@lnm:. do qle doti Té Coie g nane st

Em tes® da verdade.

Sio Paulo/Capital, ulho d B
‘\:‘dido snme'ﬂte com selo de antent

feobido RS 9,2%
ospagos por verba®

Agéncia UNESP de Inovagao

Rua Quirino de Andrade, 215 — 9° andar - Centro
CEP. 01049-010, Sao Paulo/SP - Brasil

Fone: +55 11 5627 0696 - e-mail: auin@unesp.br
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— DECRETO(S)

terga-feira, 29 de novembro de 2016

Diario Oficial Poder Executivo - Segio |

Sao Paulg, 126 (222)-3

futigo 17« E doclarada de utilidade pblico & Assoclagio
Maestna Cussidho Possidanio Masting, com sede em Apial,

Astige I® - £xta lei entra em vigar na data de sua publicagio

Paldcio dos Bandeirantes. 28 de novermbro de 2016

GERALDO ALCKMIN

Marca Fernango Elfas Rosa

Secretdrio da Justigs e da Dedesa da Cidadania

Samue Moreira o Silva Junior

Secretirio-Chele da Casa Conl

Publicada na Assessoria Térmica da Casa Civil, a0s 28 de
novembio de 2016,

e
Atos do Governador

|t acitamertio fica amkm

DECRETOS DE 28-11-2016

Dispensando, 2 pedido ¢ a partic de 25:11:2006, Joda
Batista Marses de Andrace, RG 3.704 467.9. da fungdo de
IDiretor Fresidente da Furdagio Memorial da América Lafina

Designando, Inneu Ferray Canalha, RS 69511155, Chefe
de Gobinete, da Fundagio Memarial da Amévica Lating, pars
sesponider pelo expecientt da Presidincia da Fundagao,

Nomeando, com fundamento no § 1* do art, 7° da Lei 952
76, ¢ nos bermos do art. 30 do Estatuto da Universidade Estacual
Paulista " Wilio de Mesguita Filko™ - Linesp, aprovads peln Dec
1072080, o alteragBes:

Sandro Roberto Valentin par exercer a fungio de Reitor da
aluciiis Linsversidad, com mandan de 4 anes, & parr de 16-1-4017;

Seérgic Roberta Nebre para sxercer a fungio de Vice-Reitor
da sludda Universicade, com mandato de 4 anos, a partir de
16-1-2017

DESPACHOS DO GOVERNADOR

DESPACHOS DO GOVERNADOR, DE 28-11-
2016

No prigessa $E +542-2016 (5G-118.809-16), sobee rexsarc:
mento de débio: © dos elementos de nstrugho constantes
dos autos, em eipecial ca da Secretirio da Edu-
cagho e da Cota 2552016, da Assessoria lusidca do Gabinete
de Precurador Geval do Estade, autorizo que o ressardmento do
débétn do Murseipic de hipolis pars com o Estads, decomente
0a nde aprovagaa de contas des aditamemos feites so Convinio
celebrado gm 2-7-2011, exercicios 2012, 2013 & 2015, tafase
om 4 parcelas mensais e consecutivay, obiervadas as nofmas
mrmmmmmmimckesrmm
assinaladas o pronunciamenta da -cmnsultive,

N process SE-1086-7016 (36118 810-16), sobeo ressarc-
et de détite " Diatte dos elementos do nstrugla constantes
dos putes, em especial da repressmtacio do Secietivic de Fsiado
da Educagdo ¢ da Cata 253-2016, da Assessoria Juridica do Gabi-
rte: do Procurados Geral do Estado, auserizn que o ressarcimentn
do débirg do Munidpio de Gargs pars com o Estade, decorrenie
s nda aprovagha de contas referente 30 exercicio de 2015 do
adnamento do Convénio celebeado em 5-7-2001, faga-se em 24
parcelas mensas ¢ conuecutivas, observadas & nomas legais ¢ |
h-g:.hnevmmmﬂmlﬂpkknxlummanmda

aimenta da o jush

ND processo GHMar16.075-16 (3G-107.997-18), s con-
tratagsa de guarda-vicas: A wsta dos elementos de instruglo do
processe, com Funclamenta ne inc. | do art, 1° da LC 1.093-2008,
egulamentada pedo Dec, 54.682-2009, bem como fas manifes.
taghes 2 Secritarias de Planejamento ¢ Gestdo o da Fazenda, |
autarge, comprovada & r de
inferesse o a Policia Miltar doEilhth-h Paul a
adatar 3 providéneias necessdnias pars 3 realoaghs de processs
seletro simgilificado, visanda & comratacho de 600 Guarda-Vidas,
por tempo deteminade & pelo prazo misimo de 5 mesed, cor

B0 periach de & mamn 2017, tenda
whnunmdmmwﬂmwm i contratagho
anterion (now2015 a marl2016), de medo que nbo haja expansio
das despesas a serem coberias pefo erdrio, obedecidos ot demans
preceitas kgais e regulamentares atinemles i eipboe

Casa Civil
GABINETE DO SEC_BETﬁRIO

Despacho do Secretirle, de 23-11-2016

Mo processo 0O 346E0- 2016, em que & witefissada Caia Chil,
sober pagamentn por ndenizacha i Einpresy Armazém Turiumo e
Eventos-ME, devido a fomeimento de sefeiches o constantes
&M contrn mcialmente celetrade: *A vists dos slementos ue
mrsruem of autos, notadamenie o contido ne Relsddo Fral
apresentato pela Comissho de Apuragls Prelimin &5 fs 1160328,
complementada. ds fls 3340335 no qual venifico que nda houve
mia-b por paiti dos envakidos. bem como inocorminels de even-
fwal liegalciade: o Farecer de Comsultana Juridea da Secietains
de Governg 478-2016, 45 Fs 338343, que se mandeitoy pela
Vigbilidade do Pagamenin, uma ver Rocan % requisitos |
irakicados nos incs | a IV do an. 1° do Dec. 40.177-95; bam como
o despacho da Chefia de Gabinete. &s fis. 344346, no qual com |
fulcra o art. 265, pardgraio 3, da Lel 10761468, com reclagio dada
pefa LC 942-2000, propio o artuivamenta da Apuragio Preliminay
Eehde em veta vez e nio ficou it

avenca ofs sditsda, fieando restabelscide, asim, o ndmero de
lurmas prevsto no instrumenta anginario do auste.

Parigrat Primeirg — & vista do contida no “caput” desta
chnsula fica retificada a cdusula primeita do aludido 1* terma
e aditamenta para constar que serd transferde 50 CONVENEN-
TE no totad, a quantia de S 7.320.00,

Farigrafo Segundo - Os recursos

lI-Mm 2
P

i e

al proceder & rotalidade dos itens definidos pava o nivel

tmmnﬁnimmumfmw
mr-ﬂmmmmﬂm

atencho.

3} Coodenaclorias Municipais de Defess Civil [COMDEC)
a) proceder 3 1otalidade dos itens definides para o nivel de
Atencho e adotar as medidas previstas nos respectives planis de

hpﬂhwnmwl ad
hmtugnrm mmm

financelros
fes, sob a respansabliidode do FUSSESP serdo an
CONVENENTE de acordo com o Plano de Trabalho gue integra o
presante termo de sditamento, plano sze wntado s fs, 220 &
228 dos autos do Pracesso FUSSESP 17236/2014,
Chivmul A pe

1* terma

retficada para constar gue o valor come
o ch comvdei & the RS 56.992,63, dos quais RY 2828263 a cango do.
FUSSESP w B 28.710,00 & cargo co CONVENENTE

Cliusula Terceira: A carga hordria inerente a0 Curso de
Aggistente de Cobelsirein, minlstrado no Smbite do Projeta
“Escola de Beleza” fica reduzida & partir da 3* furma, #m con-
Toemidade com o plano de trabalho a gue s refere 0 § 2° da
cliugul primeira deste termo.

Clausula Quaria: A cliusula senta do convbnia original,
ahterad pelo 1% terma de aditamento. satve nova medificagio e
passa & vigorar cam a seguinte redacio

“Cliusula Sexta: O prarn de vighncla do presente comvénio
& de A1 messs, conthdes da data de assinatura do presente
Instrumento.”

Datn de sssnatea 28-11-2016.

CASA MILITAR

Resolucho CMIL 17-610 - Code, de 28-11-2016

Edita o Pano Freventio Del:eﬁuﬁw‘m
do costesn, umdact

Magarmenitos. caLtacs P it mefeaniigr.

cos-Oceanagralicnl exiremar come reluacas do

mar ¢ marks alias

Comideranda as atribui legais eonsubstanciadas nias
Pecretos Estacuais n” 40,151, de 16-06-95 e n* 48526, de
{4-03-04, deste Secretirio Chete da Casa Militar & Coomenador
Estadual de Defesa Croil,

Considerandn que a Coordenadoria Estadual de Defesa
Civd [CEDEC) desenvobve, de acordo com as peculiaridades de
cada regide, planos preventivos e de contingiinga visando &
minimizacho de desastres;

Consdenands o
magnitude de evenias

como s ressacas do mar e a4 manks atas andmalas na costa o |

Estado de 540 Pauie, em especial desde o final da década de 1990;
Considerando que 53% das praies do Estado de $6 Paulo
i ENCOMIEAM em risco ao e muits sho de erosho costeira;
Considerands o4 afoltos desses pevigas costewns, Traduzidos
em elevados prejuizos socioecondmicns & dverios tipos de
Tanstarncs & populacia, ao patrimdnia pdbiico & privada, 08
SBVIGOS @ 30 Mk ambients,
Consideranda a necessidace dp articulaghe do Sistema

Estaifual de Defesa Civil, para que, em conjunio com os muni- |

cipics Iocalizados nessas dreas. possam enfrentar as siuagtes
adversas em razho desses eventos meteamologioo-nesanagr
i, extremas, resolve:

Artign 1* - Editar & Mlano Preventiv de Delesa Chil (PPOC)
Para erosde costeinn, inundagbes mﬂﬂm L] mhurmralaga

0 aumento do nimeen. da requines & da |
meteornicgk extremoy, |

]

Mumaﬁmmuma
osta ocednica e estuarinalagunat causada pels ocoednia de
marés aitas anGmalas ¢ ressatas.

V- Enchentes associadas o manks aitas andmalas & iessacas

Submersio temporkiia de dreas marginais & cursos de
jguadnnwmwuu costeira, asociada ao

o cansi Movielikovial devido & oo
rk,_ imtensa ¢ & Incap: de
hnmauuhmuwnawdlmm“q
:mmmmmmﬂmu dQua na costaimars

\|'| ﬁhgmnmm a marés altas ardmalas p
ressacas

mmemmmm‘unﬁm
urtianas devide & de

i
TiruLD v

Amgn?' uManlhmumwrl -48 o condipfies de
sua implantacio permite &s Coondenadarian
Munkhuduhknm[coﬂbiﬂamdlqﬂﬁw
vantivas que visam minimizar au ath eliminar a5 consequéncias
advinclas da acomincia de eventos.
ANEXD 1|

Mldﬁnﬂml‘lmﬂtmﬂhﬁ.ﬁm
osteira, Inundagdes cosbeiras e o
vty metearologicos-oceanogrifices urr:mtlunmdn
mar & marés altas), deverio ser convideradas as sequintes
qﬁnthmammumwmurmmme

mwmmmm*ww
intensa, maré alia andmala ¢ ressaca (por
estutias urbarus em hlsmuuhmﬂlsﬁ(lhl

Wi - Verito Presista do Quadrante Sul

Wil - Alturs  Direido de Ondas Sigaifecativas

A altura de uma oreda marinha ¢ definida coma a dderenga
de: el eNTUNE 3 SLA RISt @ O Seu Cavada. Como as atturas das
mmwmnwlnmﬁnﬁmhmu

T Mapear ¢ monitorar &4 areas sugeitas 505 perigos costel-
105 citades nesta mesolugia:

2. Divulgar os alarta o boleting da CEDEC para a populagio
municipal:

S mwwmwmuwmwm
interesse, susceliveis Ao evertos desss

4 wbluasewmkumos p\‘nbkmmhnpﬂn
epans &

smmlmuﬁoﬁwmdmhm

5« Defnir almws provisérios para a populaght afetada,

& uiilizada a ahtura signifi das ondas, que c
mmwmhm:uummhdmmgmdu
dwllrrrmmpmhdndamm

Lo i

Artigo 4* - O Plano Preventivo tem coma buasé fundamertal
mlamﬂnm::;
Previsha de condighes meteoraldgicas associadas 4 eleva
;hdumdummimw
mmequIMme
wlvagha do mar € maré
ium;wm;mma
Par Gnécn: Para oosteinas amm
g m
themmommmw
1. Prwwisd i i eleva-
mdemdauhham
1. Bevagio do nive! do mar prevssta (altura da andas,
elevagio do mar ¢ mand astronbmica),
3 Mmdlﬂxnlml!dlqbnmwnembmrmlm
meritos casados por mands alas e ressacas
carfrng n

Da Extruturs

Artign 5% - O Plano Preventivo para o5 perigos costeisos
ullmmunhwu mndnsm!lbkjrdm
indicanda, proge

mentas causadios por eventos ldgic:
extremes [ressacas do- mar & marés altas), que passa @ mu
non Refmas desta resoligho e sews aneeos,

Paragrato (nico « O PPDC a que se refere o *caput™ deste
amiga, abtange os quatio setoles costeinas do Estadeo de SAn
Paula, a Coomdenadorias Estaduais e Defesa Civil
de Regitio (REDECA-1), Baiada Santsta (REDECH-2) & SBo José
o Campas o Litorasl Morte (REDECH-3),

Artigo 2* - O Flang Preventivo de Defesa Cril (PPOC)

mrmlﬁ im.lablr
| - Dtiservacia: Verto previsto: do quadrante sul (35W a 55E)
an wmmawwm sl (S5W a SSE) cam sfura sig-

de ruas ¢ avenidas sujeitas a
Imm mwﬂemumlwm
8 lmﬂaummdmenm:mumghsum
[plem 0 sistema de contingdnia munici
5. Soliciar o apoie suplementar da CEDEC.

Planejamento e Gestio

GABINETE DO SECRETARIO

Extrato do 3° Terma Aditive

PROCESSD SPOA 2274/2012

CONTRATD 032/2012 - G§

LOCATARIO: SECRETARL DE m:;:wum E GESTAD

LOCADGR: YUNES — PARTICIPA ADMINISTRACAD &
NEGOCIOS LTDA

CNPJ: 03, 479 200001 94,

CLAUSULA PRIMEIRA ~ D PRORROGACAD

0 prazo de vigéncla do contratn fica prarogado por mais 01
(um) mis, e 13-11-2016 2 12-12- 2016,

CLAUSULA SEGUNDA — DO VALOR E RECURSOS QRGA-
MENTARIOS

0 valor total estmado do presente contrato passa a
ot de RS 420.384 80 para o perlodo de 01 {um) més, para
o presente gwercicio; onetando @ dlassifacio oramentinia
114,122 7909.5515,0000, Natursza de Despesa 13903991,

Unidade de Despesa 29.01.00
CLAUSULA TERCEIRA - LA RATIFICACAD

mew:umm*mﬂuumaMM
mnmmaznu.nmwmnm

para eronho costewa, inundagdes costeiras ¢
Mlagamentos causados por evenios metenroidgicos-ocea-
nogrificas extremas (ressacas do mar & marés altas) tem a
seguInie composicio:

| - i Central: & Casa Militar, fepresentada pefa Coordy-
nadoria Estadual de Defesa Ciil (CEDEC),

I - Grgias : 14 Cooedenadonias Aegionais de Dede-
sa Civil de Registra (REDEC/- 1), Bainada Santata (REDECA-2) &
5d0 José dos Campos e Litoral None [REDECA-3);

11¥ - Orgdos. Setarials: 3 Marinha do Srasil: o batitute Nacio-
nal de Mrteorologia (INMET), o Institute Dceanografico (10) da
Untuersidade de S50 Palo, o Instituta Geokbgico [3G), Cantro: de
Provieho de Tempo & Estides Clmaticos (CPTEC), o Instituta de
Pesquisas Tecnoligicas (PT), o Depanaments de Cincia do
Mar i Universidade Federal de S50 Paulo, o Centno de Ectudo ¢
Pesquisas sabre Desastres (CEPEDASSP), o Corpo de Bambeiros
 a Policia Ambsental do E;Inr.hde Sho th.

W - gios pa
no Plano de £ " pedas
denaclorizs Municipas de Defusa Civil (COMDECs)

V- Entidacles privadas com reconhexida atuagio na drea,

Artigo 3 - Caberd 4s Cosdenatorias Minitpas de Defesa
Civil emvobadias reste Plann, apoladas
dorins Regronais de Detesa Cvil, a edicho de plancs preventvos e
de contngingia especificos para cada municipi, em

Cocr:

pelas mecpectivas, Cooidena. |

prevista entre 1.6 4 2,0 metrog;

- uunvmprmmmmm:sswusﬂ
acima de 80 kmvh, ondas de quadrante sl (S5W & SSE} cam
altura significativa scima de 3,0 metros ou slevigio de mare
{astrondmica mais meteoroligics) prevista scima de 2,0 metroa,
§ 1" Para cada nivel estio

tgar o demais cliusulas ¢ condigles con-
Iratusis n5o slieragas peio pesente mstrumentc & que nio s
nevelem corm o mesmo confitantes. E por pstarem adsim, justas &
acertacas. fimain 4 partes o presente insiruenendo na presenca
de tuias tetomunhas, que tambsm o assinam pars 1odos as fins
 tleios de direito,
ASSINATURA; 13-11-2076

UNIDADE CENTRAL DE RECURSOS
HUMANODS

aperacio-

Nais, Gue visam § minimizagio das conssguingias deses sventas.

capiruLo i
Dnu

Operacionsis

mmummmems' :hasmm
|- Nivel de Dbsarvacio

1] Coordenadoria Estacual de Delesa Civil (CEDEC)

) monitorar s critérios de vento ¢ ondas do quadrante sul
= elevagho da mand,

b acompanhar, atravibs das REDECs as Coordensdoria
Municipas de Detesa Civil (COMDEC) na operagio dos Planos
de Contingdncia;

) convadar, guando récessario, 0s drgdas ervalvidos para
mluqhmmmdﬂm

di emitir |
REDECS # COMDECS

1] Coordenadoria Regioral do Defesa Cavil (HEDEC |

al nnﬁf mnmﬁn da CEDEC, para reuniba dos

s

ko klicos 3¢

CONTI L (AESSLPOSIS [FESENGEs nos aneod dinta resalugio.
Artigo 4% - O peiodo de viginca desse plana ser ininter-
rupte, devenda suas agfies serem deflagrades canforme avisos
Boketin amitidos pelos ghos setorian
ANEXD |

Neemas ¢ procedimentos do Plana Preventvo de Defesa
Tl (PPOC) para wroso costeira, nundagles casteitas o
encheniecialagamentos causados por evanios metearolbgioos-

v, &, oom fundamento na princpio geeal do direito gue prescrsye
0 ENTIQUECITIENLG SEM CAusa, UtoriEo o pagaments b empresa
Armazém Toriym @ Eventos - Lida - ME, & tiuo indenzatdng, da
Impartincia de R 13.500,00. decorente da prestacho de senviges
e famecimenta de 300 sem cobenuea cantranual, no dia
129 de mwdamanqmﬂn:rlmmdmmnmww

i Corenbncia B
m«wﬂﬁmdmmm!mmmwnom ™
V. ainea ), do Dec 53.334-2008

Governo

Extremas [ressacas do mar e marés alas)
HEULO |

Dhsponiches Prefiminares
Artige 17 - O Plano Preventivo de Delfess Chil (PPDC) para
O Coabeing, dagfies costeiras e ench

bl acompan Municipais de Defesa
(iNKOMMﬂMnm]ohM*C -
4] s previshes, avisos @ slertas emitidos pela
CEDEC,

3) Coordenadarias Municipais de Defesa Crll (COMDECs),
cro;{]mnmﬂmahmcmﬂu emitidos. pela
bj elaborar ¢ desenvoiver o Plane de Contingéncla Munici-
Pl para os pergos costeirns associadis & ewenics mebeoridgl-
cos-ocranogrificos extremos.

1l - Niwel dhe Aterg,

1) Coordenadora Estadual de Defesa Civil (CEDECH

4} proceder a totalidade dos itens defini

causaios. por evenios meteoriogicas-oreancgratices ‘estres
(ressacas do mar o manks aftas], tem coma abjetivo principal aper-
feicoar as agBes das Coordenadoriay Regionals & Muricipss de
Defesa Chul na minimizagho dos efeitos desses evenios no dmbitg
dion quabm etores costeros. do Estads de 6o Paulo.

Artiga 7 - 0 Plano e baseia na adoglo de medidas para
conhecimento antecipado das aconineas de evenos extrescs
especificados n artigo anterio. nas aces dos Arglos de defesa
civil & mas edighes de Planas de Contingénoa para as municiios

| supstens 2 eases eventos,

FUNDO SOCIAL DE SOLIDARIEDADE DG
ESTADO DE SAD PAULD

CHEFIA DE GABINETE

Extrato de 3* Termo de Aditamento so Convinio

Canwénia FUSSESP  2VR/2014 Processo  FUSSESP
EEPE L0 T

Parecer € 198/2006

Partiopes. Fundo Social de Soldanedare do Estada de Sho
Paulo @ @ Municipa de Buritama, pot meio de seu Fundo Social |
de Sulidanedade. |

Clitrsula Prmeirs: © 1 samo de adioments a0 comvénio |
supracitadn, celebrado em 23-12-2014 ¢ o Plano de Trabalho que |
o integra, juntackrs, esoectivamente, s fis 85 88 ¢ 730 75 dos |
sutos do Processo FUSSESP 372362014, ficam retificadas par |
cOnStal QUi 6FA0 Cepattadal B e nda 8 funmas por meio da |

| leiclones

Artigo 3° - Pasa eleitn desta resolugha, sequem as seguintes
conuderagies o condeitos
| - Eventes MAetecrolégicos-Oceanogedficon Extremas:

- | Mawis Metanroldgicas Positivas ¢ Ressacas do Mar

Euenites msotiadis 3 infholincia de faimrey

iy para o el
b} comvocar reumic dos drglos emvelwdos, quanda da
mudanca da mivel. s for o casa
€} registrar as informacdes acerca das vistonas de camps
pels Coordenadonas Municipars de Defesa Ciwil
{COMDECS],
d) comunicar o evento ao REDEC, COMDEC & trgdes de
3poio, por med de SMS @ boletim metearaldgicn;
o} comunicar so REDEC ¢ COMDEC. por mein de SMS &
mudanga de aivel do Plana
1) Coordenadoria Regionsl de Defesa Civil [REDECH
) proceder @ totalidade dos itens definidoy para o rivel
de .
b} informar & CEDEC as wistarias de campa realizadas pelas
COMDEC,

Trenites Hiexs), qraficos (sobnedeve-
i da nivel do mar e andas energéticas), astrandmicos. (mares
the svigia e de equindcic ¢ sazona (efeitn estedico devido
a0 agquecimento do oceano durante o verde). Quanta maior o
numero de fatones acorrendo em conpugatio. malores serdo o
impactos, os elefios denosos & o4 prejulzos na 2ona costeira,
& principais penigos geradol por eised evenios na costa sho;
0530 coslerrs, inundacia costeira, enchentes & Alsgamentos.

H - Marés altas anbmates

Trata-se dé um para se teferir
do nivel midio do mar devida b ocotncia de uma maré mete-
ologica positva, am espacal se onjugads & ama mand de
sizigia, Podem ocormer sem a ptusido de forte agitagho maritema,
POrANTo sem associagio oo Ums fessacs

Peticéo 870190111747, de 01/11/2019, pég. 11/77

3 € e Defesa Chell ICOMDEC)

2] pinceder a tatilidade dos rens definidos para o nivel
de abweivagio;

L enwiar aerties pora A populagao e velculos de comumicagio;

£} acatar a5 medidas previsias mos reipectivs plancs de

tngéncia municipal,
1 - Nivel de Alerta
1) Coordenadornia Estadual de Defesa Civil (CEDEC)
a) procader & totalidade dos itens definides para o nivel
e atengio:
hfunahlh'mnmhmtmsmmm
res s COMDEC,
«f comanicar a0 REDEC, COMDEC ¢ drglicy de apain, por
meies de SMS & mudanga de nivel do Plana.
3} Coordenadaria Regeonal de Delesa Coal (REDEC)

conl

Instrucha Conjunta UerhiSpprev 04, de 25-11-2016
A Uinidade Central de fevurios Humanes - Uthtd.nm
i # Getia o a Sdo Pl
mrmmﬂuealmtwﬂemm &10-!!1!!1
e imstineu o Adicional de Local de Ecercicio parn os servidones
do Quacko do Magistério — OM, com alteraches pastenanes, ¢

| Lei Complermentar B87, de 7 de outubro de 1992 que nstitei o
| Adicaonal de local de Expreicia para = Servidores do Quadna de

Apom Escolar ~ QAE. @ alteragiivs. posteriores. as cuais abrangem
senvidares instives, expedem 3 presente instrugho conjunta

1 - ADICIONAL DE LOCAL DE EXERCICIO ~ QUADRD: DO
MAGISTERI - INATIV) - Para fins de demonstragsa dos valores
percebados peles servidores  titulo de Adicional de Local de
Emercitio fica estabelecido o formulirio INFORMATIVG, conigr-
e Anesn imegrante dessa

1.1 - Do formuldog INFORMATIVG - ARTIGO 1° DA LC
BE391, deverbo constar:

1.1.1 - Dados do drgSo & umidade do servidor (Campe [1]];

11 4 - Dacos de identificacio do senvidar (Campo (211

- Periodoa(s} de recebimento da vantagem (Campo [3]);

:.n- Total (em diss) corespondents o tecebimenta da
vantagem (Campo [4]);

1.1.5 - Cogficients da JomadaiCarga Hordrla multiplicaca
pela UBY iCampo [51;

V.16 - Valor totad (Campo [ETh = Total de |4] multplicado
pelo tatal de (5]

117 = Towl do tempo de contribulcl para & aposents-
doria fem dias conforme exempla na rodape do farmuldnio)
[Campo (7]}

11E - Valor fotal diwdide termpn de contribulche
[Campa |B]} = Taral de [6] dnadica pelo Tatal de {7

119 - Encaminhamento {Campo [3]). Deve ser preenchida
cant  data na gqual o detumnerta lol elaborade e o asinatura o
caimba do CHRDIR,

& - ADICIONAL DE LOCAL DE EXERCICIO - QUADRO DF
APOID ESCOLAR - INATIVO - Para fins de demonstracio dos

ebidos pelos senidores a fitulo de Adiconal de
Lo<al de Exercicio fica eitabedecida o farmulirio INFORMATIVD,
conforme Anexo integrante dessa Instrugic.

21 - Do formudano INFORMATIVO - ARTIGO 1% DA LC
687192, deverlo conste:

211 - Dacos do crgdo @ unidade de sérvidor (Campa [11;

2.1.3 - Dadas de idertificagdn do servides (Campa [2]);

2.1 3+ Periadols] de recebiments da vantagem (Campo (3]1;

2.4 - Total fem dias) correspondente a0 rmhmenuua
ranlawn {Campo [4]);

1.8 ~ Cowficlunts muttiplicado pefa UBY (Campo [5[);

1 1.6 ~Vabor toral (Campa [6]) = Total de |4] multiplicads .
pelo Total de [5):

IH-Tm-unumnuwwmapnamu-
doria (em dins, conlome uerwh o fodepd co. fomulin
(Campa [T]);
zls—u.humg-mda urpqdrqmmmq
I(-'npa IHI} =Tatal

2

e

mmmrmdu&ﬂmﬁ.‘l

mn"ﬂmmmn ulmt}qpamu l.m/c,
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6~ Sa_g Paulo, 126 (239)

Diario Oficial Foder Executivo - Segdo |

quinta-feira, 22 de dezembro de 2016

do Norte: fua Rl Barboss: 171318 m de recapeaments, no
frecha entee a5 Auas Lie Gonraga ¢ Aio de daneim, Rua Luiz
Gongaga: 868,50 mv de recapeaments, no trech entre s Sua
Pui Barbosa e Bernarding Pirto.

PARAGRAFD UNICO: Inatterada,

CLALSULA SEGUNDA: A Clésula Tercnira, Gue trata das
Obwigagies das Particpes, passa a ter a sequinte redagio: Para &
execucho do presente Comiaio o ESTADD & o MUNICIPYO teedo
5 sequintes ohrigagbes:

| - COMPETE AQ ESTADO:

al Inaherada;

bl inalierada;

ol Inatterada;

Il - COMPETE AD MUNICIPIC:

a) Inalterada;

bl Inatterada;

) Inalterada

o] Inalterada;

] Inalteraca,

1} Inalterada;

gl Inatterada;

bl Inafterada;

PARAGRAFD PRIMEIRD: A prestagho de contas a que se
retere o alinea "e* do nciso 1| desta cliusula serd encaminhada
pelo MUNICIPIO g ESTADD, no prézo masima de 30 {tinta)
dias contados do encerramento da cbra detalhada mo cone-
grama fisico-fimanceirs s fls 31 ¢ 106, & serd encartada acs
aites do processa compspondente para exame par pane do
digho compatente

FARAGRAFO SEGUNDD: inalteracn;

PARAGRAFQ TERCEIRD: inalteradc,

CLAUSULA TERCEIRA & Clausila Quarta, que trata do Valr,
pata @ ter a sequinig O valor do peesente Convinio &
de RS 179.408.35, dos quais RS 160 000,00, de responsabilidade
do ESTADA e o restante de responsabilidade do MUNICERIOD.

Ficam mantidas todas a5 disposigbes da Camvbnic firmado |
#m 16-08-2016 & aditada em 29-08-2016. nagall sm que nic
calidirem com a3 or8 estabelecidas

ASSINATURA: 11-13-2014

Extrato de Termo de Aditamento

1%Terma de Aditaments

FProcessa: 158022/2016 (07802014)

CONVENID: 49672014

PARECER JURIDICO: 708/2016

Ghbjeto: Construgdo de Barracio Mutiplo Liso

FARTICIPES: CASA CIVIUSUBSECRETARLA D RELACIONA-
MENTO COM MUNICIPKIS E O MUNICIPIO DE PIRAI

CLAUSULA PRIMERA. A Cldusla Primeira, gue trats 6]
Obijeto, passa a ter a seguinte redagio: O presents Convlnio
tem cama abjito a transterincia de recursos financeinas para &
EReCUCHD de execucdo de comstrucho de um Barracis Mdltglo
Wsn com deea de 1 45,80m* locahizada na Avenida da Saudade

=n®, Certra, confatme projeto a5 fis 1328

1. Lempeza manual de terrena 270.00m% 2. Brocs de
mncrein pf fundagaa: 182 60m; 3 Lape pré-fabrcada: 177 D,
4 Alenarii wm boco cerdmico; 3%8,49m% 5 Poera lha com |
batinte e madeia: 12 pg. B Vedro liso: 27.18mY, . Chapisco: |
S7198m, B. Revestimento em placa cerdmica 106 31m? 9
Fiso cerdmico esmadtado’ 201, 79w 10 Pise reqularizagio o
compadtagio: 309, 10m% 11, Estruturs metdlica (¥ cobertura;
190,00k 12. Telha de baro: 172,00m; 13 Calhas & nales:
S2.40m; 14, Bacla sifonada of o acoplada: 05 op 15, Lavatdrio
e fouga: 01 py; 16, Lumindrias: 28 pe; 17, Entracda de ghs GLP
«f dhais batides de 13kg: &1 un; 18 Extintor manual p quimico
e Ddieg: 02 ;. 19 Pintura tivta Litex antimato: 400, 44m?: 21,
Instalagtes hidraudcas tube PWC: B8, 00m: 21. Serviges comple-
mentares dversas: 4, 30m!

FRRAGRAFD UNICO: Inalerado

CLAUSULA SEGUMDA: A Clausula Terceira, gue trats das
Obrigagies dos Participes, passa a 1ev & seguinte redagia: Para a |
execugho do presente Convénie o ESTADD » o MUNICIPID terda

it obrigactes:

|+ COMPETE AD ESTADD:

al Inaiterada,

b} Inalterada;

) Inalterada;

Il - COMPETE AD MUNACIRIO:

a) inaherada;

k) dnalerada;

ol Inafteracs;

) inlterais;

) Inalterada;

) Inalterada

0) nalterada;

h} inaltersda;

PARAGRAFD PRIMEIRG: A prestaio dv cantas a que se
refeve 3 alinea &” do inchia || dests cibusaila serd encaminhada
peia MUNICIPY o ESTADO, ma prézo mdsima de 30 (irinta)
dhas contatos do enceramento da obea detalhada no crono
grama fisico-finarceinn 4 fis. 39 @ 172, 0 serd encantada aos
auten do peocesso conespondents para exame pod pane do
rgdo competents.

PARAGRAFD SEGUNDO; Inalterade:

PARAGRAFD TERCEIRD- Inaherado;

CLAUSULA TERCEIRA: A Cliusuls S#ima, que trata do
Pram, paisa a ter 2 seguinto redacio: O prazo pars a 8xecughs
do presente Convinio serd de ate 1120 (um md cento & viate)
dlay, contados a partir da data de sua assinatura

PARAGRAFD PRIMEIRO: inalirada,

PARAGRAFD-SEGUNDO! Inalterade.

Ficam mantidas todas as disposies do Comvnio firmado
#m 23.05-2014 ¢ aditades vm 07:11-2016, naquia em que na
colidirem com ¥ ara estabelecidas

ASSINATURA: 21-12-2076

Extrato de Termo de Aditamento

19 Termo de Aditamesia

Processo: 774102016

CONVENIC: 2042016

PARECER JURIDICD: 7402016

Objeta: Pavimentagha, guiss & Waijeles nas Ruas Benjamin
Constant & Matn Geosso

PARTICIPES: CASA CIVIL/SUBSECHETARIA D RELACIONA:
MENTO COM MUNICIPIOS E-O MUNICIPIO DE TAMBAL

CLAUSULA PRIMEIRA: A& Cliusula Primeins, que trata do
Ofjets, passa a ter 2 sequinte redacsa: O presente Conviinia tem |
wome chieno & transterénca de recursos nanceires para & exe-
tubo de Execugio de de 1888 S0m] de pavimentacdo astihica
em CEUG, 115400 e de recapramanto astaltics (CAUIG, eip
=4 tm) ¢ 638, 35m de quias ¢ saipelas. em vias do Municinio,
conforme projers & fls. 1143 0 1177126,

Wias 8 setern Boreficadas Rua Benjamim Comptant:
332250mT de - pavimentagho asfdllica em CBUG com base
reforgada em peca rachio e 515,35m de guias & sarjetas enire
i Feuns. Baldumno Basioh & Mato Gresso. Rua Benjamim Cors-
fant 113400 m de recapeaments astalticn em CAIR com exp
= @ cm, entre a3 Ruas Mato Grossa e Anésin Maria Modesta Rua
Mato Grossa; 365,60m2 de pavimentacin astiitica em CBUQ
com base relorgada em pedra rachda e 103,00m de quins ¢
sarjetas enire a Rua Benjamim Constamte @ Averida josé Gane

PARAGRAFO UNICO: Inalteradi

CLAUSULA SEGUNDA: A Cliusuda Tercrira, que trata das
Obrigaches dos Paiticipes, pass a ter a seguinte redacha: Para 4
exeacugio o presente Comvimo o ESTADO & & MUNICIID tarda
a8 sequintes obrigagbes

| - COMPETE AQ ESTADD:

) Inakerada,

bl inahterads.

& Insdfterada,

11 COMPETE A0 MURNICIPO-

| CONSELHO DIRETOR

| 1% mtervenglio) do

al Inzhterads;
h} Mludu.

ﬂ] Mm

e} Inalterada;

f) inalterada;

4 Inalterada

b} Inalterada;

PARAGRAFD PRIMEIRC: A [vestacha de conlas a que e
refere a alinea "o do inclso B desta cliusula serd encaminhada
el MUNICIPIO a0 ESTADD, no prizo maxima de 30 (trinta)
dias contados do encermamenta dy detalhada ro croag
grama fisko-financeira & fls. 43 e 126 ¢ serd encartada acs
autos da processo I A Exame por parte do
o competente.

PARAGRAFD SEGUNDO: Inaterads;

PARAGRAF(D TERCEIRD! Inaltesade

CLAUSULA TERCEIRA: A Clivsula Quarta, que trata dn'\fdnl
[Passa 3 ter 3 seguinte
e A3 200,000,01, dos mnuonommaemmm
o ESTADD ¢ 0 restante de resporsabilidade do MUNICIFIC,

Ficam mantidas todes as o Ges do Convénlo. firmada
um 30-06-2016 ¢ adntade em 07-12-2016, naquila em que ndo
calidrem com as ora estabelecidas

ASSIMATURA: 21172006

P T
Governo

GABINETE DO SECRETARIO

Resolugho de 21-12-2016
Designando José Valter da Silva Jirio, nﬁumma
{pata nesponder pala Coordenacio de ‘ao Cidado -
ﬂliubmrmdadelp&nm.uglu;dlmvmﬂmil w

_y 7t 1* do Dec. 622962016,

Apostila do Secretdrio, de 11-12-2016

Mo decreto publicada em 28-11-2016, em que & interessada
ummm'mmumm Filho™ - Unesp, relativg
# nomeaclo de
Universidadk, para declarar que sews mandatos slo de 4 anos,
& pantic de 1512017

de 21122016
Mo peocesso SEDPCD-B1.174-15 vals | e I em que é interes-
il Asiociaghe Brasil Equilibeio - ABE: "4 vista dos slementos

Uit instruem os presentes stk com especial destague par 1 |

representacho farnidada pela Secretiria dos Direitos da Pessaa
cam Deficiéncla, e tendo presente, ainda, o Parecer 459-2016
i Comsishonia luridica da Secretana de Governo, quadifico, com
fundamento na LT 84698, a Assorialo Brasil Fquiblnio - ABE,
inserita no CNP) sob o 0 23780 53200001 61. como organiza-
fda social na dea de aendimentc ou promogle das direitos

| das pessnas com deficidncia, de modc a habilit-la & celebracio

de contrati de gestio com o Estada, por intermeédic da citada
Fasta, observadas, na apartunidads, 3 narmas legat & fgula-
mENIares pertinentes.”

Ma processo 5C-129.064-2015, vals | aa Il em que ¢ inte: |

ressada Imstituto Odean: *A vista dos elementos que instruem
% presentes autos, com especial destaque para a representagho
formulada pelo Secrethrio da Cultura, e tendo presense, ainda
o Parecer 4372016 da Comsubtoria Juridica da Secretadia de
Governa, qualifies, cam Pundamento na LC 84698, o Instituto
Qoean, inserito no CNPJ sob o »° 02,612 5900000210, coma
organizagho social da dren da cultura, de modo & habiliti-la §
celebirag o de contrata de gestdo com o Estada, por intermidia
mmmuMMonmmamuiqm
& regulamentares incidentes na espécin,

mmms::mmmummu musmm
sads Fundagio Energia e Sanesmenta: © elementos
qnehmmmmmamanmnpmldamnm
a tepresentagio formulada pelo Secretano Adjunto da Cultura,
respondende pela Expediente da Secwtaria da Cultara, @ benda
presente. ainda o Farecer 438-2016, da Cansuloria Juidica da
Secretaria de Govemne, qualifica. com fundamento na LC 846-38,
i Fundagho Patrendnio Histdrion da Energis & Sameaments, ins-
oita no NP sob o n® 02,414 4360001 52, come oiganiaiia
milﬂahodlni’nndtm:}hﬂllu-llluhhqk
de contrato de gestio com o Estado, por intermidio da aludida
Pasta, observadas, na oportunidade, a5 normas legais ¢ regula-
mentaes incidentes na espécie

AGENCIA REGULADORA DE SERVICOS
pUBLICOS DELEGADOS DE TRANSPORTE
DO ESTADO DE SAQ PAULO

Deliberagdes do Conselho Diretor, de 15-12-2016

PROTOCOLADD ARTESP 21316712

Viste, relatado ¢ discutido o assunto tratado nos autos do
Protocolado ARTESP 213167112, o Comselha Dirstor da ARTESP,
o Un de suas atribulgles legan. diante dos elementos de

| mstrugio da ﬂw\ fque fundamentam 3 presente, DELIBERA nas

seguintes temos:
HOMOLO“.W&WM&M&W&M

0501040105 {SP-331 Recapeamenin - km 1594290 ao |

168+ 388 1* do cranagrama
Conato de Concessdn DOVARTESPOS do Lote 07, auborgado
& Condessiondria Rota das Bandeiras S A, de 31:08-2012 para
18082013,

RECONHECE que referida slieragia oo cronagrama fisico-
francirs produziu i em Vabar Presente uqum
(VPL] hasa PO — julhof2008, de RS 263 mil a favar do Poder Con-
cexlende, condorme cilculos realizades pela Diretoria de Contrale

Econdmicn e financeir.

Turdo conforme  instrugho dos autos, especisimente os pro-
nunciamentos da Diretaria de Ievestimentos FD DIN 2396805
M5, 9394} BT DIN 0021116 (e 95/97); FD DIN 23232016 (0,
98], da Direforla de Dperages FD DOF 4368615 M, 1) fD
DOP 487005 (fL 52); da Diretatia de Controle Econdimica ¢
Financeiro FO DCE 0495206 (1l 99) = FD DCE 05002016 (R,
101); da Dinstoria de Assutos Instiuconais FD DAl 0BG18/16
{hs. 10/105) & ¥O DAl D9OBANG (. 106) & da DD. Consultorla
Juridica vide Parecer CHARTESP 48072016 (fts, 108113)

Faca ratificada toda instrugde protesiual o determinada a

adugdo das medidas pertinentes pelas dreas técnicas da ARTESP |

PROTOCOLADD ARTESP 213158172

Wista, redatado ¢ discutido o assunto ratado nos sutos do
Prostacalada ARTESP 21315812, o Consefho Dinetar da ARTESE,
no w0 de suas aprbuiches legais diamte dos elementos de
Illwwhdn'dlnmlhmmn A presarte, DELIBERA nos
seguintes teemay;

HOMOLOGA 3 posteigagho da data de téming do Aem
S01020100 (SP065 Recapeanentn — om | 84450 ac 354850 -
frssco-financeino do Contrato de
Concessio D0WARTESPAIDG do Lote D7, putargads & Concessio-
nidria Rota das Banceias S.A, de 31-08-2012 para 06-02-2013

RECONHECE que referida almeracho do
“fingceire. produeiu desedquilibrio em Valor Presente Liquido
(VPL) biase PO - pulhalh00R, de RY 192 mil a {aver do Poder Con-
codnte, conforme calculos realizados pela Diretoria de Contrale
Econbrmico & Fnancewn.

Peticéo 870190111747, de 01/11/2019, pég. 12/77

do | 4 alegagies firais relatvas b
| MEGA-LHE

Tudo conforme a instruglo dos autos, especkalmene os
= da Diretoria de FO DIN 072413
(. 700; FD DIN ZB994/16 (fis. 1400141} RT DIN 002416 (s
1427144 ¢ FD DIN 30016716 (1. 145); da Diretoria de Operaghes
FO DOP 23027716 (1, |34 FD DOP 23168016 (L 135) ¢ FD
DOP 23322416 M. 136); da Diretoria de Controle Econdimico «
ﬁmmmwmialm-mﬂcnwam
T48); da Diretoria de Assuntos FD DAl 0BEA5/16
{Fls. 149152} « FD DAI 09991116 (1 153) & da DI Consubtoria
liidica vide Farecer CUARTESP 481/2016 {fls. 1351 60)

Fica ratificada toda protessual & doterminads a
adogao das medidas pelas dreas técnicas da ARTESP.
PROTOCOLADD ARTESP 213.15%1 2

Wisto, nelatado e discutido o sssunto tratado nos autos do
Protocolade ARTESP 213,15912, o Conselho Diretar da ARTESP,
N wso de suas I-wh.iumdosmmd-
Instrucho do fedio, que fundamentsn & presente, DELIBERA nos

saguirtes termas.
HOMOLOGA a postergaco da data de termino do item
0&01 ﬂiﬂlﬂﬂﬁﬂ)ﬁ Recapeamentc —~ km 35+ 850 a0 58+240 -
do aronograms fisico- da Contrato de
Mmsmumnr outoigads & Concessio-
maria Rota das Bandeiras 5.4, de 31-08-2012 para 06-03-2013.
RECONHECE que referida alteragho do cronagrama Tisico-
Finandeizo desequillbric em Valor Presente Liguido
(WPL) basa PO — mﬁlﬂ!‘ﬂlwﬂﬂmm
conforme chiculos realizades pela Dinstoria de Contrale

o4 pro-
MWHMH&‘O\E
SBSG). AT DN D0ABNS REV 01 (fls. GOMGZ) e FD DIN
I001416 (. 63); da Diretaits de Operagbes FD DOP 2258316
(. 52); FD DOP 7335616 (. 541 da Diretoria de Controle
Econdmico e Financeir FO DCE O4SE2116 (L. 64) & FD DCE
04648716 (1. 66}, da Diretoria de Assintos Institucionass FD DA
QBET16 (s B7/70) o FD DAI DO9BR/E |1, T1) « da DO, Con-
sultoria huridica vide Parecer CUARTESP 48772016 (fls. 72/78),

Fica ratificada toda & determinads o
sdogfio das medidas pertinemtes, dreas bicnicas da ARTESP

PROTOCOLADO ARTESP 213.165/12

Vista, redatado ¢ discitido o assundo tratada nos autos do
Protocolado ARTESP 21316512, o Conseiho Diretor da ARTESF,
0o uso de suas legais, diante dos elementos do
mwmmm.wmmnm
.!egdmu

3 postengacho da data de térming do item

MIM‘IM (3P-332 Recapeamenta — km 1484135 an
159+290- 1* intervenglo} da cronograma fisico-financeina: do
waﬁ(mmmwnmb? cutargade
# Concessiondria Rota das Sandeiras 5.4, de 31-08-2012 para

14-08-2013,

RECONHECE uur referida alteracio do cronograma fisico.
financesirm 2 desequilibrio em Valor Presente Liquido
(VPL] base PO - julho/2008. de RS 317 mil & fawor do Poder Can-
cedente, conforme clculos realizados pela Diretarla de Crntrole
Econdimico & Financairo.

Tudo: conforme a instrughe don autos, especialments o

i da Dartoria th FO DIN 0725013
{fl. 740, FO DIN 23969015 (fls. B3/84); AT DIN 002016 [fls. 8587
# FII DIN 23213116 (. B8); da Diretoria de Operagies FD DOP
ABESNS (1l B1); FD DOP 48698015 N 82); da Diretoria de Can- |
troke Econdmico & Fnanceirn FO DCE 04951716 (1. 895 & FD DCE
USD0V/16 (. 91); da Diretaria de Assuritos Institucionals FO DAl
0892316 {fls. 92/95) & FD DA (9986/16 (L 96 #-da DD, Can-
sultoria uridica vide Parecer CUARTESP 436/2016 {fis. 98/103),

Fica ratificada toda instrugho processual & determinada &
adugho d edids pelas dreas técnicas da ARTESF,

PROCESSO ARTESP 022341016

Frotocoso ARTESP 339.683/16

Visto, relatada e discutide o assunio tratade nos autoy
do Processo ARTESP 02134211016 (Prowocolo 339.58316), o
MM&WES'NW&WMM
diante dos ekementos de instrucla do feito, que fundamentam a
presente, BELIBERA nos seguirtes termeas:

ENCAMINIA

P-300, Municipic ® Comarea de Aragatuby, com drea
total de 1,087,001 m fum mil e omenta e sore metros quadrades
oum

i Juridica, resultantes nos -
d\olFDBlll}!SWlS[ﬂ 0: FD DIN 4151616 (1. 91); FD DIN
4232316 (. 93% FIO DAL 106TR 16 (R 110); FD DAl 1085416
(. I} FD DIN 43813016 (. 113); Parecer Técnicn Institucional
Q0436 (1, 106109 e Chpia do Parecer Relerencial CHARTESP
Jiﬂﬂlll‘l&l’lﬂ]
ratificada toda metrugio peocessual @ determinada
mhmmmmﬂmlmmdﬂm
PROCESSO ARTESF 0194902015
Frofocolo ARTESP 299.968015
Visto, relatada e discutide © asunto tratado nes autod
do Processo ARTESF 019.493/2015 (Protocola 299 969115}, o
cmmummmmammm
diante dos elomentos de nstruglo do e,
presente, DELIBERA nos seguintes. termos:
) CONHECE o recurso interpesto pela Cancesiondria Auto
| Raposo Tavares 5.4 - CART em conformidade com a Lei Estadual
10177198, contra & decidbo do Diretor de Operagies, |denti-
ficada coma DL DOP DO10V16, que indeleriu a defesa prévia
mmmnmomms,-

bes.

Tuda conforme & instrugko dos autos, mmhm o
pronunciamentos das Diretorias de Asguntos Institu-
clonais ¢ DD Consultoria Juridica, resultantes nos DOP s/n [fls.
OG/10; FD DOP 52246015 (fls. 2427); FD DOP 5252913 (1. 28);
FO DOP 5498105 (I 391 FD DOP S4984/15 (il, 40} FO DOP
35154N5 Il 41); FO DA 5696915 (8, 42); FD DAl 5703415
(fi. 43); FO DOP 5698815 {45k FO DOP 57007115 (A, 461
FOLDOP ST1ERNS (fl, 47); FD DAl 57458015 ifis 48/50); FO Dl
STSASA1S (K, 51k FD DAl 01415016 (R 64); FD DAl 0151116
. 85); FD DOP 06097116 (L 67); FD DOP 0RI0ENE (R, 6BY
DL DO D006 (s, 69/700: FID DOP DESS1M6 (1, 72); FD DOP
USA06/VE . 78); FD DOP 031451 6 (. 77); FD DOP 12426016 {.
136); FD DOP 12480016 (], 137); FD DOP 127938016 {7 138); FD
DAl 03831116 (fls. 139/741); FD Dl Q403516 § 142); FD DAl

Af, 161} F DOP 36899016 (L 163); FD DOP 3727616 (fl, 164
| Parecor CUARTESP 46/2016 (fls S3/62); Parecer CNARTESP
2782016 ifis 1440748),

Fiea ratificads toda instrugse processual ¢ deterninada a
adogAa das medicas peninentis pelas dreas ticnicas da ARTESP

PROCESSO ARTESP 0194922015

Protocole ARTESP 299, 96815

Visto, relatacdo e distutido o assunto tratado nos autos
oo Processo ARTESP 01949212005 (Frotocolo 299 968115, o
Cnnsmmdlllﬂsl’mmdomallluqhhp,
mummd-wuwwm.

IDELIBERA nos seguirres termas.:

&) COMMECE o mecursa interpastn pela Concessiondria Auso
Raposo Tawares SA, - unum«:ammtcm
10.177/98, contra a decisdo do Diretor de. Operacdes, identi-
ficada come DL DOP 0014116, qun indeferiu a defesa privia o
a5 alegactes finas rlativas § netificacha NOT DOP 01515 e

‘0542316 (M. 1500; FD Dl 56266 (1. 151} FD DOP 367976 |

1) MO MERITO, NEGA-LHE PROVIMENTD, mantida & citads
deasio administrativa candenatdeia peoferida pelo Diretor de
Operagies.

Tide: conforme & instngda dos auios,
pronunciamentos das Diretorlas de Operagfies, Aszumtos uuu
tucionais e 0D Consultaria Juridica, resultantes nos Despachos
RT DOP win ifls. 0612), FD 0OP 52283015 (fls 32735k FO DOP
5253415 ([l 36); FO DOP 54960015 (. 47); FD DOP 54987/15 (1],
48}, FD DOP 5515215 (A, 49K FD DAJ DT111716 (s, SWEI); A
DAL 01309 6 (1. 53, FD DAL D1797/16 (1. 65); FD DA 01947016
. 66} FD DOP 11457/16 (Il 68); FD DOP 1168516 (. 69); DL
DOP 001416 fs 70/71): FD DOP 1213516 (A 72); FD DOP
13752716 (fl, 77); FD DOP 13829016 (1], 78); FD DOP 14934016
{fl. 961 FD DOF 14964/16 {8, 97); FD DOP 1523316 (1. 98); D
DOP 17245816 (11 100}, FD DAL 06154116 {fis. 103111) FD DAl
0671416 (. 112} FD DOP 36791016 (1. 125); FD DOP 3583516
(. 127); FD DOP 327416 . 128); Parecer CHARTESP 772016
(fls. 55/63) & Parecer CAARTESP 4092016 (fls. 114122)

Fica watificads toda imstrucdo processual & determinada a
adocho das medidas pertinentes pelas dress ticnicas de ARTESP.

PROCESSO ARTESP D19.4892015

Pratocola ARTESH 299 965/15

Visto, relatado e discutice o assunio tratado nos sutos
do Processo ARTESP 01548903015 (Protocolo 259.955/15), o
Conselho Diretor da ARTESP, o uso de suas atribuighies legan.
Mduehmdulmuu;hdnhlnwmmp
presents, DELIBERA nos sequintes terma:

ﬂc.wclnnumhwmnplh oncessiandeia Auto
Raposo Tavares 5.A. - CART, em confurmidade com a Led Estadeal
10.177/98, contra a decisdo do Diretor de Operagbes, iderti.
&'Niml:lelesrli fque indefery & defesa prévia o
a5 alegaghes hm;am&mmwmmu

b) NO MERITD, NEGA-LHE PROVIMENTD, mantida  citada
tecicho administrativa corderatdria prafenda pebs Oiretor de

aghes.

Tuda conforme a instrucho dos autos, especialmente os
prorunciamentos das Diretorias de Operaches, Assumbos. gt
tucionais & D0 Consuona Juridica, resultantes. nos RT DOP sin
{Hs. DBN2); FD DOP 52373115 (fls. 336} FO DOP 5252515
AL 37; FO DOP 5487715 (1l 481; FD DOP 5498815 (L 49,
D DOP S5151/15 (R 501 FD DAL 0110916 (fls. 59/53); FD DAl
0130816 (fl. 54); FO DA 0179616 (. 66); FO DA 01948115
{fl. 675 FD DOP 07171716 (Ml 681 F© DOP 1150216 (0. 63);
FO DOP 116B6/V6 (1. 70): DL DOP 0015016 (fs. T FD DOP
V213406 iR T3); FD DOP 1374916 (1, 78); FD DOP 13832106 |,
75); FI DOP 1433516 (L 37); FD DOP 14956/16 (. 38 €D DOR
15229016 (], 95); FO DIOP 1 7457706 {11, 101); FD Das 0615316
(s, TIOVT 12}, FD Dl OGR1EITE (. 113); FO DM 09361116 [H,
125); FD DA 1020516 (fi 1261 FD DOP 352216 . 127}
FD DOF 35945015 {fl. 128); FD DOP 36071816 (A 130); 5O DOP
3B56216 (fl. 131, Parecer CURRTESP 782016 (fls 56/64): Pare
| cor CHARTESP a1a2018 (fis. 115123)

Fiea ratificacs toda instrugho proceisal & determinada a

das medidas pertinentes pelas Areas thenicas da ARTESP,

PROCESSC ARTESP 019, 580/4015

Profocobn ARTESP 295 833/15

Visto, relatada ¢ discutido o assunts trtado nos autos
o Processo ARTESP 01958012005 (Proocolo 295.83315), o
‘Conselha Diretor de ARTESP. no usa de suas abibuiges begais,
| iante dos Wementos de irstnugia do feitn, que undamentam a
presante, DELIBERA nos seguintes termas:

) CONHECE o recurso inteiposio pela Concessiondria das
Fodovias Ayrton Senna e Carvatha Pinto 5.4 — ECOPISTAS, em
confemidade com & Lel Estadusl 10.177/98, contra a decisda
do Diretor de Operagbes, idenificada coma DL DOP D03,
e indeferiu a defesa privia o a5 alegaghes finais relativas &
natificagio NOT DOP 0023115, ¢

b} NO MERITO, NEGA-LHE PROVIMENTD, mantida a cliada
devisha adminGtrativa condenattna profanda pelo Diretor de
mmmﬁm a instrugdo dos speciaimente

aus, o
provunciamerioy das Diretonas de Operagfes, Assuntos Insti-
tuckinas ¢ 0D Consultoria Juridica, resultantes nos Despachcs
AT DOP 0086/15 (fls. 09/11); FD DGR 50072015 il 21); FD D09
50922115 (R 25); F> DOP 5453315 () 370 AT DOP 014515
{fs. 40/42); FD DOF SB255/15 (R, 475 FD DOP SB4BONS 8,
Al FO DA D098 (fls. 451) FO DAL 0101006 (. 521
0 DAl 01793016 (A, 61); FO DAI 01950116 (AL 62); FO DOP
OMTa6 (L 63); FO DOP 0BSBONE (. 64); DL DOP 001316
(fis. 6653} F) DOP 0942716 (L 70}, FD DOP 1535216 i 82y;
FD DOP 15522016 (. 83}, FD DAl 08275016 (fls B4/85); FD DI
CBAZH16 (1l B6): FD DA 1004216 [Ml. 96): FD (&) 10504116
(. 97); FD DOP 35799/16 (fl. 98} FD DOP 36327116 M. 95 FD
DOP 36748016 (I 101); Parecer CLARTESP 73/2006. (%s. $4/58);
Fareter CHARTESP £482018 (fix. BEML),
Fica ratificada toda instruglo processwal ¢ determinada a
adogho das medidas pertinentes pelas dreas bécricas da ARTESP.
PROCESSO ARTESP D18 5212015
Pratacalo ARTESE 287 39915
Visto, relatado & decutido o assumt wratada nos autos
da Processa ARTESP 01852112005 (Protocolo 287.394115), o
Conseiho Diretor da ARTESP, o 140 de suas atribulgbes legan,
diante dos elementos de instrugio do feto, que fundamentam &
presente, DELIBERA nos seguintes termos;
a) CONHECE o recursa nterposto pels C
Autovias S.A, em conformidade com a Lei Estadual 10.177/98,
contra o decisdio do Diretor de Operagies, identificada coma D¢
DOP 00116, que indefenu » defesa prévia & as alegaghes finak
rolativas & not NOT DOP 000115; &
bY NO MERITO. NEGA-LHE PROVIMENTO, mantida a otada
decisbo adeministrative condenattrla proferida pelo Diretor de
Dperagdes.
Tuda confarme a mstrugho das autos, uuumupm
nunciamentos das Diretarias de Operaghes, Assuntos
naks ¢ 00 Consultora resultantes nos AT DOP DO0ANS
B, OSAE2): FD BOP 1335315 (i 1461 AT DOP 0117A5 (fls
1477151); FD DOF 4899714 (fls. 1520 54): FD DOP 4914615 i,
155); FO DOP 58622715 {H. 173); FD DOP 51737015 (0. 1740; FD
DOP 52307115 (11, 175); FD DAL 59440015 (fls. 17681); FD DAl
DOVTAAE . 182); FO DAI DETE1AE (11 193); FD DAl 01984116
(L 194F; FIy 0P D7S45016 (1], §96); FO DOP 07631716 i1, 197}
FO DOP 0784516 (1), 198); DL DOP 0011116 (fls. 203/204); FO
[DOP 0908516 (R 208); FD DOP 03162116 {fi 209): AT DOP
01905 ifis 2260228); FD DOP 12887716 . 234) FD DOP
17956/1% {fl. 235} FO DOP 13201716 (A 236); FD DA 0SED4/1 6
{#ls. 2371238} FO DAl 0599616 (fl. 239); FO DA CB74116 (fF
| 250 FO DAY (970016 (L 251); FO¥ DOP 3339116 (1) 253); FD
| DOP 3367916 {1, 255); FD DOP 36519006 (), 256); Parecer CA
ARTESP S02016 (fls 1HAEINY Parecer CHARTESP 40212016
(Fs. 241248).

| Fica ratificada toda instrucic processusl o determinads 3
andogdo das madidas pertinentes. pelas draas fecnicas &JI‘IE'SP"

| PROCESS0 ARTESP 0136452002

| Protocolo AATESP 199.086112

Wisto, relatada e discutido o ascumlo tratade.

do Processo ARTESP 0136457017 |Profocodo a
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Processo de obtengdo de 1leveduras probidticas e
enriquecimento nutricional de residuos para beneficio a
saude humana e animal

Campo da invencdo:

[001] A presente 1invencgdo se insere no campo da
microbiologia e nutrigdo animal, mais particularmente
dentro do campo da aplicacdo de microrganismos especiais na
conversdo de residuos em compostos nutricionais e melhoria
das racdes e nutricdo animal. Dita invencdo refere-se ao
processo de propagacao de células de microrganismos
fibroliticos e o uso deles com dois propdésitos: a) como
linhagens probidticas em insumo alimenticios para animais
de producdo e/ou pet shop ou até mesmo em alguns casos para
consumo humano, podendo ser consumidos puros e/ou
misturados na formulacdo das racdes animais, ou alimentos
em geral, porém em especial, para os ruminantes. Db) A
propagacdo destes microrganismos em meios de cultura
especiais formulados com residuos agroindustriais e/ou
mistura com outras fontes serve como enriquecimento
proteico e de outros nutrientes, e prévia digestdo parcial
das fibras contidas nos residuos, permitindo assim a
conversdo parcial destes residuos em valiosos nutrientes e
maior digestibilidade dos mesmos. Assim este tratamento
bioldégico destes residuos torna-se uma opcgdo econdmica para
as formulacdes de racgdes animais e ou/ nutricdo humana.

[002] O referido processo compreende insumos essenciais
e parédmetros especificos os quais conferem reduc¢do no custo
da obtencd&o de proteinas e outros nutrientes, bem como no
custo e adaptacédo de microrganismos probidticos a hidrdlise

de residuos de baixa digestibilidade tais como residuos
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lignocelulébésicos, além de adicional ganho nutricional a
estes substratos.

Fundamentos da invencdo:

[003] O aumento da populacdo mundial consequentemente
aumenta a demanda por nutrientes como proteina animal. A
fim de aumentar a produtividade animal, o melhoramento
genético trouxe como consequéncia a necessidade de
alimentacdo mais nutritiva para que os ganhos de peso
corporal possam ser cada vez mais rapidos.

[004] O uso de co-produtos ou residuos da indistria de
alimentos é uma importante opcdo estratégica atualmente
para a solugcdo da demanda de alimentos visando a
produtividade e desempenho animal, tais como na criacgdo de
gado, porcos e aves (APAS, A.L.; ARENA, M.E.; DRAKSLER, D.;
GONZALEZ, S.N. Utilization of Sugarcane Industrial Residues
as animal food and probiotic medium. Journal of Bioscience
and Bioengineering, v. 106, n. 4, p. 363-367, 2008;
CAMPBELL, I.F.G. In: PRIEST, F.G.; CAMPBELL, I (Eds) .
Brewing Microbiology, 3rd ed. New York: Kluwer
Academic/Plenum Publishers, 2003. pp. 247-266). Entretanto,
o0 uso de alguns residuos lignoceluldsicos para alimentacdo
animal, como o bagaco de cana, ¢ restrito e associado a
tratamentos fisicos (pressdo e vapor) ou quimicos (soda
cdustica e ambnia) devido a sua dificil digestibilidade, o
que ela custos e dificulta o acesso a estes tipos de
residuos, além da possibilidade destes tratamentos poderem
gerar alguns compostos téxicos (LIMA JR, D.M.; MONTEIRO,
P.B.S.; RANGEL, A.H.N.; MACIEL, M.V.; OLIVEIRA, S.E.O.
Sugarcane bagasse in ruminants nutrition. Revista Verde, v.

5, n. 2, p. 13 - 20, 2010).
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[005] Outro problema é que os residuos de maior valor
nutricional tais como farelos de soja, algoddo, quirera de
milho, farelo de trigo, estdo cada vez mais caros,
sobretudo aqueles mais ricos em proteina como os primeiros
citados. Esta elevagcdo dos ©precos tem dificultado a
utilizacdo destas fontes e tornado as racdes mais caras o
que eleva muito o custo de producdo da proteina animal.

[006] Por outro lado, o enriquecimento de residuos de
baixo wvalor nutricional por cultivo com microrganismos
capazes de digerir sobretudo as fibras alimentares, e que
ao mesmo tempo sdo ricos em nutrientes valiosos, tais como
proteinas e vitaminas, pode ser uma solucdo potencial para
0s problemas apontados (27, 29, 104, 105, 108). (DURMIC,
Z.; MOATE, P.J.; ECKARD, R.; REVELL, D.K.; WILLIAMS, R.;
VERCOE, P.E. In vitro screening of selected feed additives,
plant essential oils and plant extracts for rumen methane
mitigation. (Journal of the Science of Food and
Agriculture, v. 94, p. 1191-1196, 2013; FRANCA, R.A.; RIGO,
E.J. Utilization of alive yeasts (Saccharomyces cerevisiae)
in ruminant nutrition - A review. FAZU, v. 8, p. 187-195,
2011; UGALDE, U.O.; CASTRILLO, J.I. Single cell proteins
from fungi and yeasts. In: KHACHATOURIANS, G.G.; ARORA,
D.K.; BERKA, R.M. (Eds) . Applied mycology and
biotechnology: Agriculture and food production. London:
Elsevier, 2005. pp. 123-150; VALDUGA. E.; RIBEIRO, A.H.R.;
CENCE, K. COLET, R.; TIGGEMANN, L.; ZENI, J.; TONIAZZO, G.
Carotenoids production from a newly isolated Sporidiobolus
pararoseus strain using agroindustrial substrates.
Biocatalysis and Agricultural Biotechnology, v. 3, p. 207-

213, 2014; VILLAS-BOAS, S.G.; ESPOSITO, E.; MITCHELL, D.A.

Peticéo 870190111747, de 01/11/2019, pag. 15/77



4/59

Animal Microbial conversion of lignocellulosic residues for
production of animal feeds. Feed Science and Technology, V.
98, p. 1-12, 2002). Porém estes microrganismos também né&o
podem ser tdéxicos e nem serem veiculos para infecc¢des nos
animais de criacdo e precisam também serem palatédveis para
os animais. Tais caracteristicas ndo s&o faceis de serem
encontradas juntas num sé microrganismo.

[007] O destaque dentre as caracteristicas Jéa
mencionadas, estd no fato destes microrganismos serem
fibroliticos, portanto serem capazes de produzir enzimas
fibroliticas tais como celulases e xilanases, as duais
degradam respectivamente, celulose e hemicelulose (xilana).
Além disso, outras caracteristicas sdo importantes tais
como serem habeis em crescer aerdbica e anaerobicamente e
serem adaptdveis a microbiota ruminal, pois assim eles
podem também exercer uma funcdo probidtica, ou seja,
auxiliarem nas func¢des metabdlicas do animal, em especial
tornando a atividade ruminal mais eficiente, e causando
outros beneficios a satde, além de servirem como nutrientes
para o animal.

[008] Os probidticos sdo definidos como "preparacdo de
células microbianas ou componentes de células que tém um
efeito benéfico sobre a salde e o bem-estar do hospedeiro"
(GAGGf[A, F.; MATTARELLI, P.; BIAVATI, B. Probiotics and
prebiotics in animal feeding for safe food production.
International Journal of Food Microbiology, v. 141, p. S15-
S28, 2010; GUARNER, F.; PERDIGON, G.; CORTHIER, G.;
SALMINEN, S.; KOLETZKO, B.; MORELLI, L. Should yoghurt
cultures be considered probiotic? British Journal of

Nutrition, V. 93, p. 783-786, 2005; SALMINEN, S.;
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OUWENHAND, A.; BENNO, Y.; LEE, Y.K. Probiotics: How should
they be defined? Trends in Food and Science Technology, V.
10, p. 107-110, 1999). Os aditivos microbianos usados para
melhorar o desempenho animal também sdo definidos pela
Departamento de Alimentos e Medicamentos Norte Americando
(FDA) como Aditivos de Alimentacdo Microbiana Direta (ou
Direct-Fed Microbial - DFM) , ou “fonte natural de
microrganismos viédveis”, substituindo o termo probidtico
que foi usado anteriormente por empresas produtoras destes
suplementos (FRANCA, R.A.; RIGO, E.J. Utilization of alive
yeasts (Saccharomyces cerevisiae) 1in ruminant nutrition - A
review. FAZU, v. 8, p. 187-195, 2011). Entre os efeitos
positivos do DFM podem ser citados como modulagdo da
imunidade, aumento da flora intestinal, competigcdo com
microrganismos maléficos no trato gastrointestinal,
producéo de enzimas que auxiliam na degradacéo e
digestibilidade da fibra alimentar, controle do pH e oferta
de compostos essenciais para a saude do hospedeiro (NEWBOLD
et al., 1996; VILLAS-BOAS et al., 2002; KUMURA et al.,
2004; APAS et al., 2008).

[009] Estudos sobre aditivos microbianos tém crescido
levando-se em conta especialmente a natureza da racédo
utilizada para animais, que em grande parte alteram o
ambiente gastrointestinal causando problemas de satde e
diminuicdo do seu desempenho (FRANCA, R.A.; RIGO, E.J.
Utilization of alive yeasts (Saccharomyces cerevisiae) in
ruminant nutrition - A review. FAZU, v. 8, p. 187-195,
2011) . Probidticos ou DFM utilizados no mercado
farmacéutico sdo principalmente bactérias, e duas espécies

principais de leveduras: Saccharomyces boulardii e
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Saccharomyces cerevisiae (MARTINS, F.S.; TIAGO, F.C.P.;
BARBOSA, F.H.F.; PENNA, F.J.; ROSA, C.S.; NARDI, R.M.D.;
NEVES, M.J.; NICOLI, J.R. Utilization of yeasts as
probiotics. Revista de Biologia e Ciéncias da Terra, v. 5,
2005) . Como aditivo animal, S. cerevisiae é a espécie mais
utilizada em leveduras (FRANCA, R.A.; RIGO, E.J.
Utilization of alive yeasts (Saccharomyces cerevisiae) 1in
ruminant nutrition - A review. FAZU, v. 8, p. 187-195,
2011). HA estudos gue procuram novos microrganismos que
podem atuar como DFM em humanos e animais. O rastreio por
esses microrganismos é geralmente realizado isolando cepas
do trato gastrointestinal ou de alimentos (KUMURA, H.;
TANOUE, Y., TSUKAHARA, M.; TANAKA, T.; SHIMAZAKT, K.
Screening of dairy yeast strains for probiotic
applications. Journal of Dairy Science, v. 87, 4050-4056,
2004) .

[010] A inibicdo de microrganismos patogénicos no trato
gastrointestinal de animais e seres humanos vinha sendo
feita pelo uso Antibidticos Promotores de Crescimento
(AGPs) na alimentacdo animal para controle desta bactérias,
as quals podem ser transmitidas ao longo da cadeia
alimentar, causando doencas humanas, porém essa pratica foi
abolida desde janeiro (2006) na Unido Européia, devido ao
surgimento de microrganismos resistentes a antibidticos,
exigindo outras alternativas ©para o controle dessas
populacdes (GAGGIA, F.; MATTARELLT, P.; BIAVATIT, B.
Probiotics and prebiotics in animal feeding for safe food
production. International Journal of Food Microbiology, V.
141, P. S15-528, 2010) . Nesse sentido, a atividade

antagbnica dos microrganismos probidticos aparece como
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alternativa para o controle desses microrganismos
patogénicos, aliada ao aumento da eficiéncia e producgdo dos
animais de criacdo (MARTINS, F.S.; TIAGO, F.C.P.; BARBOSA,
F.H.F.; PENNA, F.J.; ROSA, CC.S.; NARDI, R.M.D.; NEVES,
M.J.; NICOLI, J.R. Utilization of yeasts as probiotics.
Revista de Biologia e Ciéncias da Terra, v. 5, 2005).

[011] O estudo de novas espécies de DFM, bem como novos
bioprocessos para produzir leveduras especiais a partir de
fontes mais baratas, como residuos agroindustriais de baixo
custo, é relevante em vista da limitacdo das linhagens
utilizadas (MARTINS, F.S.; TIAGO, F.C.P.; BARBOSA, F.H.F.;
PENNA, F.J.; ROSA, C.S.; NARDI, R.M.D.; NEVES, M.J.;
NICOLI, J.R. Utilization of yeasts as probiotics. Revista
de Biologia e Ciéncias da Terra, v. 5, 2005).

{012] Além disso, e do Jja citado aumento da
digestibilidade da fibra por microrganismos fibroliticos, o
uso de células microbianas também pode ser uma valiosa
fonte de proteina, sendo conhecida como proteina unicelular
ou em inglés Single Cell Protein (SCP) (ANUPAMA; RAVINDRA,
P. Value-added food: Single cell protein. Biotechnology
Advances, v. 18, p. 459 - 479, 2000). Algas, fungos e
bactérias podem ser usados como fontes de SCP, sendo ricos
em proteinas, aminodcidos, carboidratos, vitaminas,
gorduras e minerais essenciais que podem servir como
suplemento dietético para humanos ou animais (ANUPAMA;
RAVINDRA, P. Value-added food: Single cell ©protein.
Biotechnology Advances, v. 18, p. 459 - 479, 2000; GHORAI,
S.; BANIK, S.P.; VERMA, D.; CHOWDHURY, S.; MUKHERJEE, S.;

KHOWALA, S. Fungal Dbiotechnology in food and feed
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processing. Food Research International, v. 42, p. 577-587,
2011) .

[013] Neste sentido, algumas leveduras fibroliticas séo
interessantes para estudar e comparar com S. cerevisiae
visando desenvolver novos bioprocessos para enriquecimento
nutricional e descoberta de novas cepas probidticas ou DFEM
para producdo animal. A levedura Rhodotorula mucilaginosa
(Filo Basidiomycota, Ordem Sporidiobolales) é encontrada em
todo o mundo (condicdes terrestres, aquaticas e extremas)
(SAMPATIO, J.P. Rhodotorula Harrison (1928). In: KURTZMAN,
C.P.; FELL, J.W. (Eds). The Yeasts - A Taxonomic Study.
Amsterdan: Elsevier, 201la. pp. 1873-1927).

[014] Devido a sua cor rosada, Rhodotorula
mucilaginosa tem sido estudada para producdo de pigmentos,
principalmente p-caroteno, tolureno e torularodina (AKSU,
Z.; EREN, A.T. Carotenoids production by the vyeast
Rhodotorula mucilaginosa: Use of agricultural wastes as a
carbon source. Process Biochemistry, v. 40, p. 2985-2991,
2005; CHENG, Y.; YANG, C. Using strain Rhodotorula
mucilaginosa to produce carotenoids wusing food wastes.
Journal of the Taiwan Institute of Chemical Engineers, v.
61, p. 270-275, 2016; HAINAL, A.R.; CAPRARU, A.M.; VOLF,
I.; POPA, V.I. Lignin as a carbon source for the
cultivation of some Rhodotorula Species. Cellulose
Chemistry Technology, v. 46, p. 87-96, 2012; LIBKIND, D.;
BRIZZIO, S.; VAN BROOCK, M. Rhodotorula mucilaginosa, a
carotenoid producing yeast strain from a patagonian high-
altitude lake. Folia Microbiology, v. 49, n. 1, p. 19-25,

2004) .
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[015] Alguns pesquisadores também indicam a producdo de
enzimas como celulases em Rhodotorula mucilaginosa. (ARCURI
et al. Yeasts found on an ephemeral reproductive caste of
the leaf-cutting ant Atta sexdens rubropilosa. Antonie wvan
Leeuwenhoek, v. 106, n. 3, p. 475-487, 2014; LI et al.
Diversity and biochemical features of culturable fungi from
the coastal waters of Southern China. AMB Express, v. 4,

p.1-13, 2014.

[016] Foi constatada também em Rhodotorula
mucilaginosa a presenca de lipases, esterase , proteases e
pectinases. (LI, et al. Diversity and biochemical features

of culturable fungi from the coastal waters of Southern
China. AMB Express, v. 4, p.1-13, 2014; YANG et al.
Extracellular enzyme production and phylogenetic
distribution of yeasts 1in wastewater treatment systems.
Bioresource Technology, v. 129, p. 264-273, 2013; LEE et al

Some properties of extracellular acetylxylan esterase
produced by the yeast Rhodotorula mucilaginosa. Applied and
Environmental Microbiology, v. 53, n. 12, p. 2831-2834,
1987; LARIO et al. Production, purification, and
characterization of an extracellular acid protease from the
marine Antarctic yeast Rhodotorula mucilaginosa L7. Fungal
Biology, v. 119, p. 1129-1136, 2015; ARCURI et al. Yeasts
found on an ephemeral reproductive caste of the leaf-
cutting ant Atta sexdens rubropilosa. Antonie van
Leeuwenhoek, v. 106, n. 3, p. 475-487, 2014, LUH, B.S.;
PHAFF, H. Studies on polygalacturonase of certain yeasts.
Archives of Biochemistry and Biophysics, v. 33, p. 212-227,

1951).
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[017] Outra levedura interessante é Wickerhamomyes
onychis (Filo Ascomycota, Familia Phaffomycetaceae),
comumente encontrada na agua, no ar e no solo (KURTZMAN et
al. Wickerhamomyces. (2008). In: KURTZMAN, C.P.; FELL, J.W.
(Eds) The Yeasts - A Taxonomic Study. 5Ed. Amsterdan:

Elsevier, 2011. pp. 899-917, 2011), j& gque seu crescimento

é relatado em alimentos humanos como “kimchi”, um alimento
de vegetais fermentados coreanos (OH, J.; HAN, Y.
Purification and characterization of 1 - galactono - vy -

lactone oxidase in Pichia sp. isolated from kimchi. Korean
Journal of Food Science and Technology, v. 35, n. 6, p.
1135-1142, 2003) e “ lafun ”, uma espécie de mandioca
fermentada consumida em algumas partes do oeste da Africa
((HAHN, S.K. An overview of traditional processing and
utilization of cassava in Africa. In: HAHN, S.K.; REYNOLDS,
L.; EGBUNIKE, G.N. (Eds). Cassava as livestock feed in
Africa. Nigeria: Ibadan, 1988. 173p).

[018] Em ambos os casos, a W. onychis faz parte de um
consdércio de microrganismos responsaveis pelo processo de
fermentacdo, que pode incluir a producdo de enzimas e a
construcdo de compostos aromadticos ao longo do processo
(OYEWOLE, O.B. Characteristics and significances of yeasts
involved 1in cassava fermentation of fufu production.
International Journal of Food Microbiology, v. 65, p. 215-
218, 2001).

[019] Sporobolomyces japonicus (Fylum Basidiomycota,
Ordem Sporidiobolales) é outra levedura especial, pois ¢é
capaz de consumir glicose, sacarose, rafinose, galactose,
trealose, maltose, amido, celobiose, etanol, entre outros,

por 1isso esta levedura apresenta um complexo sistema
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enzimatico, incluindo a capacidade de crescer em meio de
cultura livre de vitaminas (HAMAMOTO, M.; BOEKHOUTAND, T.;
NAKASE, T. Sporobolomyces Kluyver & Vanniel (1924). 1In:
KURTZMAN, C.P.; FELL, J.W. (Eds). The Yeasts - A Taxonomic
Study. b5Ed. Amsterdan: Elsevier, 2011. pp.1929-1990).
Portanto, o estudo do ©potencial biotecnoldégico desta
espécie ¢é 1interessante, tendo em vista a escassez de
informacdes e algumas habilidades especiais deste
microrganismo, justificando sua selecdo nesta invencéo.
[020] A levedura Sporidiobolus pararoseus (Filo
Basidiomycota, Classe Microbotryomycetes e Ordem
Sporidiobolales), é encontrada naturalmente no ambiente 92)
e comumente associada com a superficie das uvas (SAMPATIO,
J.P. Sporidiobolus Nyland (1949). In: KURTZMAN, C.P.; FELL,
J.W. The Yeasts - A Taxonomic Study. 5Ed. Amsterdan:
Elsevier, 2011b. pp. 1556-1557; A literatura relata a
producdo de lipase, B-glicosidase , amilase e celulase por
essa levedura. Além disso, S. pararoseus é um potencial
agente de biocontrole, com efeito antagbénico em varios
microorganismos especialmente Escherichia coli e
Staphylococcus aureus, habilidades importantes como
probidético ou DFM para producdo animal. Esta espécie também
produz carotenoides, principalmente [f-caroteno, y-caroteno,
tolureno e torularodina, que podem ter aplicacdes
especificas para a nutricdo de certos animais, como o
salmdo. (BAFFI et al. Wine vyeasts from Brazil:
identification and screening for extracellular B-
glucosidases, Journal of Biotechnology, v. 1508, p. Sl1-
S576, 2010; BRYSCH-HERZBERG, M.; SIEDEL, M. Yeast diversity

on grapes in two German wine growing regions. International
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Journal of Food Microbiology, v. 214, p. 137-144, 2015; LI
et al. Yeast species associated with wine grapes in China.
International Journal of Food Microbiology, v. 138, p. 85-
90, 2010); BUSSAMARA et al. Isolation of a lipase-secreting
yeast for enzyme production in a pilot-plant scale batch
fermentation. Bioresource Technology, v. 101, p. 268-275,
2010; QIAO et al. Yeast and acidlactone 1in the five
regions of Yunnan province. Microbiology China, v. 40, p.
567 - 575, 2013; SMANIOTTO et al. Synthetic lipase
production from a newly isolated Sporidiobolus pararoseus
strain by submerged fermentation. Brazilian Journal of
Microbiology, v. 43, p. 1490-1498, 2012); BAFFI et al. A
novel B-glucosidase from Sporidiobolus pararoseus:
Characterization and application in winemaking. Journal of
Food Science, v. 76, p. $6997-C1002, 2011), amilase e
celulase; QIAO et al. Yeast and acidolactone in the five
regions of yunnan province. Microbiology China, v. 40, p.
567 - 575, 2013; HUANG et al. Evaluation of Sporidiobolus
pararoseus strain YCXT3 as biocontrol agent of Botrytis
cinerea on post-harvest strawberry fruits. Biological
Control, wv. 62, p. 53-63, 2012; JANISIEWICZ et al. Yeasts
associated with nectarines and their potential for
biological control of brown rot. Yeast, v. 27, p. 389-398,
2010; MATIC, et al. Antagonistic yeasts and thermotherapy
as seed treatments to control Fusarium fujikuroi on rice.
Biological Control, v. 73, p. 59-67, 2014; SHARMA et al.
Sporidiobolus pararoseus Fell & Tallman - an antagonistic
yeast with biocontrol potential. Current Science, v. 95, p.
1003-1004, 2008; LACONI et al. Study and characterization

of intestinal yeasts of mullet (Mugil spp.) for potential
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probiotic use. Journal of Food, Agriculture & Environment,
v. 5, p. 475 - 480, 2007) ; CABRAL, M.M.S. et al.
Carotenoids production from a newly isolated Sporidiobolus
pararoseus strain by submerged fermentation. European Food
Research and Technology, v. 233, p. 159-166, 2011; HAN et
al. Carotenoids production in different culture conditions
by Sporidiobolus pararoseus. Preparative Biochemistry &
Biotechnology, v. 42, p. 293-303, 2012; VALDUGA. et al.
Carotenoids production from a newly isolated Sporidiobolus
pararoseus strain using agroindustrial substrates.
Biocatalysis and Agricultural Biotechnology, v. 3, p. 207-
213, 2014).

[016] A capacidade de crescimento em condigdes
anaerbdbicas ¢é uma caracteristica essencial de uma cepa
probidética, uma vez gque o rumen dos animais consiste num
ambiente anaerdbico. A literatura afirma que R.
mucilaginosa tem capacidade de crescer sem oxigénio. W.
onychis foi isolado de alimentos fermentados e em
biorreatores de fermentacao alcodlica, portanto sua
capacidade de crescer em condicdes anaerdbicas também foi
confirmada. No entanto, as linhagens de leveduras &S.
japonicus Sia 70a e S. pararoseus Sia 33.1 em culturas sem
oxigénio provocaram uma pequena inibig¢do do crescimento de
leveduras, o que foi demonstrado pelas coldnias menores em
placas de Petri. Infelizmente, ha poucos relatos sobre o S.
japonicus na literatura. (BRAD et al. Eukaryotic diversity
in an anaerobic aquifer polluted with landfill Ileachate.
Applied and Environmental Microbiology, v. 74, n.l13, p.
3959-3968, 2008; OLLIVIER et al. Aeration controls the

reduction and methylation of tellurium by the aerobic,
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tellurite-resistant marine yeast Rhodotorula mucilaginosa.
Applied and Environmental Microbiology, v. 77, p. 4610-
4617, 2011; VILLEGAS et al. Cu(II) removal by Rhodotorula
mucilaginosa RCL-11 1in sequential batch cultures. Water
Science and Technology, wv. 60, n. 5, p. 1225-1232, 2009;
HAHN, S.K. An overview of +traditional processing and

utilization of cassava in Africa. In: HAHN, S.K.; REYNOLDS,

L..; EGBUNIKE, G.N. (Eds). Cassava as livestock feed in
Africa. Nigeria: Ibadan, 1988. 173p; OH et al.
Purification and characterization of 1 - galactono - vy -

lactone oxidase in Pichia sp. isolated from kimchi. Korean
Journal of Food Science and Technology, v. 35, n. 6, p.
1135-1142, 2003; CAMPBELL et al. (Eds) . Brewing
Microbiology, 3rd ed. New York: Kluwer Academic/Plenum
Publishers, 2003. pp. 247-266; IBARRA, G.K.C. Determination
of osmotolerance in nine yeast strains isolated from fruits
aiming industrial application in alcoholic fermentations.
2015. 106f. Mestrado (Dissertacdo em Engenharia Bioquimica)
- Universidad Técnica de Ambato, Egquador, 2015)

Dez cepas de Sporobolomyces pertencentes ao mesmo grupo
de S. japonicus foram isoladas de folhas nos EUA. Estas
espécies cresceram com sucesso em ambiente microaerdfilo,
embora em anoxia total (90% de nitrogénio) ndo foi
observado crescimento significativo para todos os isolados.
O teste de crescimento de S. pararoseus sob condicédo
anaerdbbica nao foi encontrado para comparacéao.
Sporobolomyces roseus é agora reconhecida como
Sporidiobolus pararoseus, uma espécie capaz de crescer em
anaerobiose e reconhecida como um metabolismo facultativo.

(COBBAN et al. Revisiting the pink-red pigmented
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basidiomycete mirror yeast of the phyllosphere.
Microbiology Open, v. 5, p. 846-855, 201l6; ALI et al.
Nitrate assimilation in the basidiomycete yeast
Sporobolomyces roseus. Journal of General Microbiology, v.
131, p. 1867-1874, 1989).

[017] A necessidade de fatores de crescimento como
vitaminas e aminodcidos essenciais torna o microrganismo
exigente do ponto de wvista nutricional, o que eleva
bastante o custo do meio de cultivo. Por isso
microrganismos exigentes do ponto de vista nutricional né&o
sdo interessantes gquando se almeja a producdoc de proteina
unicelular ou propagacdo de biomassa microbiana de baixo
custo. Neste sentido, desejam-se microrganismos capazes de
converter nitrogénio simples (e mais barato) em nitrogénio
aminico ou de aminoacidos ou proteinas.

[018] S. japonicus é capaz de crescer em meio isento de
vitaminas (HAMAMOTO et al. Sporobolomyces Kluyver & Vanniel
(1924) . In: KURTZMAN, C.P.; FELL, J.W. (Eds). The Yeasts -
A Taxonomic Study. 5Ed. Amsterdan: Elsevier, 2011. pp.1929-
1990), porém Iizuka e Goto (1946) relataram a necessidade
de crescimento da tiamina e a estimulacdo do crescimento na
presenca de Acido pantoténico. A capacidade de @S.
pararoseus de crescer em meio livre de vitaminas estd de
acordo com Sampaio (1949). SAMPAIO, J.P. Sporidiobolus
Nyland (1949). In: KURTZMAN, C.P.; FELL, J.W. The Yeasts -
A Taxonomic Study. 5Ed. Amsterdan: Elsevier, 2011b. pp.
1556-1557) .

[019] Sob condicdes anaerdbicas, R. mucilaginosa
também mostrou auséncia de crescimento apenas de tiamina. A

producdo dessa vitamina pode ser afetada dependendo da
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fonte de carbono usada e pH. A levedura W. onychis isolada
de um vegetal fermentado na Coréia produziu L-galactono-y-

lactona oxidase, uma enzima responsavel pela producgdo de

vitamina C (Acido ascdrbico), na presenca de acido
galacturdnico como substrato. Como visto, esses
microrganismos diferem das bactérias laticas, cujas

linhagens probidéticos s&o muito exigentes do ponto de vista
nutricional, tornando-os muito caros para a produgdo de
proteina unicelular. (TABAK, H.H.; COOKE, W.M.B. Growth
and metabolism of fungi in an atmosphere of nitrogen.
Mycologia, v. 60, p. 115-140, 1968; SIERRA et al Production
of B-group vitamins by two Rhizobium strains in chemically
defined media. Journal of Applied Microbiology, v. 86, n.
5, p. 851-858, 1999; STRZELCZYK et al. B-group vitamins
production by mycorrhizal fungi in response to pH (in wvitro
studies). Plant and Soil, wv. 137, p. 237-241, 1991; OH,
J.; HAN, Y. Purification and characterization of 1 -
galactono - y -lactone oxidase in Pichia sp. isolated from
kimchi. Korean Journal of Food Science and Technology, V.
35, n. 6, p. 1135-1142, 2003).

[020] ©No ©presente trabalho essas leveduras foram
selecionadas para estudar o conhecimento nutricional e
metabdélico como uma alternativa para: a) producdo de
enriquecimento nutricional com foco em proteina unicelular
a partir de substratos de baixo custo, Db) como novos
probidticos para produgdo animal, c) além do enriquecimento
nutricional de residuos agroindustriais tais como o bagaco
de cana, o qual possui uma fibra muito dura e recalcitrante
de dificil digestédo, também com o tratamento bioldgico

usando leveduras fibroliticas possibilitou aumento da
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digestibilidade das fibras a partir de residuos
lignoceluldésicos, tendo em vista que esses residuos foram
utilizados como principal fonte de carbono. Portanto,
Rhodotorula mucilaginosa LABI1, Wickerhamomyces onychis
LABI2, Sporobolomyces japonicus Sia 70a, Sporidiobolus
pararoseus Sia 33.1 foram as leveduras especiais
selecionadas e comparadas com Saccharomyces cerevisiae M26
em culturas submersas aerdbias e anaerdbias.

Estado da técnica:

[021] Alguns documentos do estado da técnica relatam
processos de crescimento das leveduras especiais
selecionadas em meios contendo residuos com propdsito de
produgdo de Dbiomassa celular e algumas caracteristicas
metabdélicas importantes; os quais sdo descritos a seguir.

[022] Diaz et al. (DInz, A.; FLOREZ, J.; COTES, A.M.
Optimizing culture medium for producing the yeast Pichia
onychis (Lv027). Revista Colombiana de Biotecnologia, v. 7,
n. 1, p. 51-58, 2005) avaliaram as condicdes oétimas para a
producdo de biomassa de W. onychis utilizando diferentes
fontes de carbono e nitrogénio (melaco, soja hidrolisada,
levedura hidrolisada e milho hidrolisado). Os autores
alcancaram 6,3 g/L de biomassa de levedura, correspondendo
a 8,9 x1 102 células/mL. N&do encontramos trabalhos
utilizando fontes lignoceluldésicas como as reportadas na
presente invencdo.

[023] As culturas de Candida wutilis e Geotrichum
candidum, leveduras ndo estudadas no atual trabalho, mas
que servem de base para dados de producgdo, obtiveram 15,0 g
/ L (0,27 g / g) e 19,5 g / L (0,33 g / qg),

respectivamente, com meio contendo bagaco de cana
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hidrolisado (HOLDER, N.H.M.; KILIAN, S.G.; DU PREEZ, J.C.
Yeast biomass from bagasse hydrolysates. Biological Wastes,
v. 28, p. 239-246, 1989). Palha de arroz hidrolisada
produziu 6,6 g / L de Candida utilis e 6,5 g / L de S.
cerevisiae (ARAUJO, A.; D'SQUZA, A. Enzymatic
saccharification of pretreated =rice straw and Dbiomass
production. Biotechnology and Bioengineering, v. 28, p. 15-
39, 1986) ; e hidrolisado de Eucalyptus obteve 6,4 g / L de
Paecilomyces variotii (0,44 g / g rendimento, 0,10 h! e
0,26 g / L x h produtividade) (SILVA, J.B.A.; MANCILHA,

I.M.; VANNETTI, M.C.D.; TEIXEIRA, M.D. Microbial protein

production by Paecilomyces variotii cultivated in
Eucaliptus hemicellulosic hydrolysate. Bioresource
Technology, v. 52, p. 197-200, 1995). Deve-se ressaltar

que estes resultados sé6 puderam ser obtidos por gue as
fonte de carbono, no caso bagaco de cana e palha de arroz
foram hidrolisados previamente. Na nossa invengdo, ndo ha
necessidade dessa hidrélise prévia, até por gque 1isso
representard substancial custo adicional. E a razdo ¢é
justamente por que propomos leveduras fibroliticas.

[024] Algumas espécies testadas j& sdo relatadas como
capazes de assimilar xXilose, como W. onychis R.
mucilaginosa e algumas cepas de S. pararoseus. (KURTZMAN,
C.P. Wickerhamomyces Kurtzman et al. (2008). In: KURTZMAN,
C.P.; FELL, J.W. (Eds) The Yeasts - A Taxonomic Study. 5Ed.
Amsterdan: Elsevier, 2011. pp. 899-917, 2011); SAMPAIO,
J.P. Rhodotorula Harrison (1928). 1In: KURTZMAN et al.
(eds) . The Yeasts - A Taxonomic Study. Amsterdan: Elsevier,
201lla. pp. 1873-1927); Nyland (1949). In: KURTZMAN, C.P.;

FELL, J.W. The Yeasts - A Taxonomic Study. 5Ed. Amsterdan:
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Elsevier, 2011b. pp. 1556-1557). No entanto, h& pouca
informacdo cientifica sobre a producdo de biomassa de R.
mucilaginosa, W. onychis, S. Jjaponicus e S. pararoseus.
Porém os trabalhos ndo relatam o potencial destas linhagens
para hidrolisar substratos complexos tais como
hemicelulose, e assim utilizar os aclcares mais simples
como a xilose. Este fato ressalta a importédncia da presente
invencdo para o estudo da diversidade de leveduras e sua
aplicacdo na biotecnologia.

[025] A cultura submersa de S. pararoseus na producdo
de carotendides foi realizada para obter até 3,9 g / L de
biomassa de leveduras (peso seco) em meio definido com
diferentes concentragdes de extrato de malte, peptona,
glicose e extrato de levedura. (CABRAL, M.M.S.; CENCE, K.
ZENI, J. TSAI, S.M.; DURRER, A.; FOLTRAN, L.L.; TONIAZZO,
G.; VALDUGA, E.; TREICHEL, H. Carotenoids production from a
newly isolated Sporidiobolus pararoseus strain by submerged
fermentation. European Food Research and Technology, V.
233, p. 159-166, 2011). Em outro estudo, Valduga et al.
(VALDUGA. E.; RIBEIRO, A.H.R.; CENCE, K. COLET, R.;
TIGGEMANN, L.; ZENT, J.; TONIAZZO, G. Carotenoids
production from a newly isolated Sporidiobolus pararoseus
strain using agroindustrial substrates. Biocatalysis and
Agricultural Biotechnology, V. 3, P. 207-213, 2014)
obtiveram 5,1 g/L da mesma levedura cultivada em meio
contendo 40 g/L de glicerol, 40 g/L de maceracdo de milho e
20 g/L de éagua de arroz parboilizada. Machado e Burkert
(MACHADO, W.R.C.; BURKERT, J.F.M. Influence of temperature
in the extraction of microbials carotenoids. Revista de

Engenharia e Tecnologia, v. 6, p. 49-60, 2014) alcancaram
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maior concentracdo de biomassa (7,18 g/L) de S. pararoseus
com meio formulado com 7,5 g/L de glicerol e 25 g/L de
maceracdo de milho, e produziram 8,3 g/L dessa levedura com
meio formulado com 30 g/L de melaco de cana-de-acglcar e 6,5
g/L de licor de maceragdo de milho. Maldonade et al.
(MALDONADE et al. Selection and characterization of
carotenoids-producing yeasts from Campinas region, Brazil.
Brazilian Journal of Microbiology, v. 38, n. 1, p. 65-70,
2007) obtiveram 3,3 g/L de Sporobolomyces roseus usando
meio complexo. O uso de extrato de levedura, extrato de
malte, peptona e glicose aumentam sobremaneira o custo com
o0 meio de cultura dificultando sua aplicacdo na producdo de
proteina unicelular. Na presente invencdo, se propde como
principal nutriente, o© uso de bagago de cana, ou outro
residuo lignoceluldsico de baixo custo, tais como palha de
cana, talo ou sabugo de milho, casca de arroz e outros
cereais, pbd de serra, casca ou caule de frutas, residuos
alimentares, etc, para o cultivo desse tipo de
microrganismo com habilidade fibrolitica, por ser bem mais
econbmico e o residuo final pode ser utilizado como
alimento apdés o cultivo, aumentando sua digestibilidade e
enriquecendo-o com nutrientes wvaliosos.

[026] De fato, existem alguns estudos demonstrando a
melhora dos pardmetros nutricionais das fontes
lignoceluldsicas apds a i1inoculacdo com microrganismos. O
residuo de cana-de-actcar foi wutilizado como meio de
cultura para inoculacdo de bactérias probidéticas da flora
de ruminantes misturadas com bactérias do A&acido 1lactico
(APAS, A.L.; ARENA, M.E.; DRAKSLER, D.; GONZALEZ, S.N.

Utilization of Sugarcane Industrial Residues as animal food
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and probiotic medium. Journal of Bioscience and
Bioengineering, v. 106, n. 4, p. 363-367, 2008). Os autores
afirmam que este residuo poderia ser utilizado como
suplemento alimentar de ruminantes apds a inoculacdo do
silo com bactérias, obtendo-se bons valores de carboidratos
(14,2%) e fibras (11,6%) e o crescimento de Dbactérias
probidéticas no rumen. A porcentagem de proteina bruta do
residuo aumentou de 1,0% para 1,4% e cinzas e lipidios
foram de 3,6% e 0,5%, respectivamente, apds 60 dias de
fermentacdado (APAS, A.L.; ARENA, M.E.; DRAKSLER, D.;
GONZALEZ, S.N. Utilization of Sugarcane Industrial Residues
as animal food and probiotic medium. Journal of Bioscience
and Bioengineering, v. 106, n. 4, p. 363-367, 2008). As
bactérias lédticas s&o reconhecidamente os organismos
utilizados para a conservagdo das forragens através dos
processos de ensilagem. No entanto, em geral o crescimento
ladtico é acompanhado de queda do teor proteico, ou gquando
h4d algum aumento este ¢é muito baixo. Na realidade, o
objetivo principal deste método é a acidificacgdo anaerdbica
de alimentos contendo material lignoceluldsicos, em geral
capim, milho ou sorgo, para uso, em geral, em épocas de
pouca oferta destes materiais frescos, em geral nos
momentos de estiagem.

[028] Diferentemente do Estado da Técnica, a presente
invencdo ndo tem como objetivo a conservacdo da matéria
orgénica como as bactérias laticas, ou métodos de hidrdlise
quimica ou fisica das diferentes Dbiomassas utilizadas sbé
para aumento da digestibilidade, ou o wuso de leveduras
especiais probidticas de cardter ndo fibrolitico, que

precisam ser crescidas em meios caros e gue se limitam
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apenas ao combate de outros microrganismos maléficos a
microflora animal ou humana.

[029] A presente invencdo se diferencia do Estado da
Técnica justamente por empregar microrganismos fibroliticos
utilizando bioprocessos rusticos e cuja fonte de carbono é
de baixo custo, pobre nutricionalmente, sem necessidade de
digestdo prévia via Aacida, e/ou com &alcalis e/ou com
métodos fisicos tais como o calor, ou mesmo com a adicdo de
enzimas caras que inviabilizam essa aplicacéo.

[030] A presente invencdo se diferencia justamente por
gque com apenas esta invencdo é possivel a transformacdo de
um substrato de baixo custo e baixo valor nutricional e de
baixa digestibilidade, em um substrato enriquecido
nutricionalmente, aliado a propagagdo e presencga de
microrganismos ativos nestes substratos ou, isolando-os, de
forma pura, capazes de conversdo das fibras em proteinas e
outros valiosos nutrientes, bem como enzimas fibroliticas
que 1irdo atuar na digestdo parcial da fibra, e capazes de
crescer tanto em ambiente aerdbio como anaerdbbio,
propriedades muito desejadas para um DFM ou adigdo direta
de microrganimos com habilidades probidticas.

Vantagens da invengdo

[031] A invencdo apresenta um método inovador onde é
feito um tratamento bioldgico em residuos, onde o0s mesmos
sdo hidrolisados e convertidos parcial ou totalmente em
biomassa enrigquecida em nutrientes de alto valor bioldgico,
tais como proteinas, vitaminas, pigmentos e sais minerais.

[032] 0 bioprocesso proposto é simples, sem
precedentes, pois wutiliza residuos lignoceluldsicos para

aumento de teor proteico dos residuos n&o hidrolisados,
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producdo de enzimas fibroliticas e producdo de
microrganismos probidéticos, diferentemente da silagem onde
sdo empregadas técnicas de cultivo onde hé& produgdo de
dcidos orgdnicos visando apenas a preservacgdo de alimentos,
e ndo o enriquecimento proteico ou producéo de
microrganismos probidéticos para os ruminantes.

[033] A 1invencdo propde ainda o uso de leveduras
especiais tais como Rhodotorula mucilaginosa LABII,
Wickerhamomyces onychis LABIZ, Sporobolomyces japonicus Sia
70a, Sporidiobolus pararoseus Sia 33.1, dentre outras,
apresentando potencial metabdélico para wutilizacdo como
proteina unicelular ou leveduras probidticas, capazes de
crescer em meio de cultura de bagaco de cana-de-aclcar (ou
outras fontes lignoceluldsicas e/ou amilaceas ou
acucaradas), em culturas anaerdbicas e aerdbicas.

[034] Esses microrganismos s&o capazes de crescer em um
meio de cultura econbmico, j& que além de usar uma fonte de
carbono mais barata, eles produzem a maioria dos
aminoacidos. Produzem importantes enzimas fibroliticas
(xilanases e celulases) e hidrdbélise parcial do bagaco de
cana-de-acucar com consideravel enriquecimento desse
residuo em proteinas e outros nutrientes importantes para
alimentacdo animal, com vantagens sobre a classica levedura
do género Saccharomyces, no caso Saccharomyces cerevisiae
M26 foil empregada como representante desde grupo.

Breve descricdo da invencdo

[035] A presente 1invengdo se 1insere no campo da
microbiologia e nutricdo, mais particularmente dentro do
campo de selecdo e cultivo de microrganismos, métodos de

propagacao celular, bioprocessos envolvendo cultivo
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submerso aerdabio e anaerdbio, producgdo de enzimas
fibroliticas, digest&o enzimadtica de compostos fibrosos,
digestibilidade de compostos ©para preparo de ragdes
animais, insumos probidéticos para animais e ser-humano,
composigdo quimica de biomassas e nutricgéo.

[036] A referida invencdo refere-se ao processo de
propagacao de microrganismos especiais capazes de
hidrolisar fibras em meios de cultura contendo alimentos
fibrosos tais como residuos lignocelulédsicos, de dificil
digestéao, convertendo-os, parcialmente, em outros
nutrientes mais valiosos tais como proteinas e aminoacidos,
enzimas, minerais, dentre outros, para a nutricdo humana e
animal, e assim enriquecendo-se estes compostos mais pobres

do ponto de vista nutricional, e de mais baixo custo, em

produtos de maior valor nutricional e com maior
digestibilidade.
[037] A referida invencdo propde um conjunto de

pardmetros e bioprocessos envolvendo leveduras nao
convencionais, capazes de produzir enzimas xilanases e
celulases, por isso aqui denominadas leveduras
fibroliticas, as quais em condicdes convenientes atacam a
fibra lignoceluldsica (residuos agroindustriais, madeira,
etc) de dificil digestéo, convertendo-a em compostos
alimentares mais facilmente digeriveis e enriquecidos
nutricionalmente, por exemplo com aumento de proteinas e
aminodcidos, dentre outros, e com maior valor agregado.
[038] A referida invencdo também propde por meio de
técnicas especificas, pardmetros e processos bem definidos,
propagar de forma eficaz as citadas leveduras fibroliticas,

de forma que as mesmas possam ser usadas como linhagens
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probidticas para os animais e seres humanos.

Descricdo detalhada da invencdo:

Visdo geral

[039] Esta invencdo consiste num conjunto de técnicas e
pardmetros de processo envolvendo o desenvolvimento de um
bioprocesso, composto de: a) formulacdo de um meio de
cultivo especifico, b) um novo biocatalizador microbiano,
no caso algumas leveduras ditas “especiais” pois elas
possuem algumas habilidades que as leveduras mais
conhecidas ndo possuem, em especial, a producdo de enzimas
fibroliticas ¢) o método de cultivo onde os dois primeiros
sdo combinados de forma a obter a melhor performance no
rendimento da biomassa de levedura e na hidrdlise parcial
das fibras envolvidas no meio de cultura. Assim sendo vamos
descrever mails detalhadamente os trés componentes deste
bioprocesso.

Microrganismos e meio de cultivo

[040] Nesta invencdao foram utilizados como
biocatalisadores, quatro leveduras especiais Rhodotorula
mucilaginosa LABII, Wickerhamomyces onychis LABIZ,
Sporobolomyces japonicus Sia 70a e o Sporidiobolus
pararoseus Sia 33.1, e como controle, ou levedura
tradicional e para efeito comparativo foi wutilizada a
levedura Saccharomyces cerevisiae M26.

[041] Rhodotorula mucilaginosa LABI1 e Wickerhamomyces
onychis LABI2 foram isolados de farelo de arroz e
Sporobolomyces Jjaponicus Sia 70a e Sporidiobolus pararoseus
Sia 33.1 foram isolados do solo. A levedura Saccharomyces
cerevisiae M26 isolada da indistria acucareira (OLIVA NETO,

P.; FERREIRA, M.A.; YOKOYA, F. Screening for yeast with
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antibacterial ©properties from an ethanol distillery.
Bioresource Technology, v. 92, n. 1, p. 1-6, 2004) foi
utilizada como modelo de 1levedura tipica e mundial em
bioprocessos.

[042] As leveduras foram identificadas por
sequenciamento da regido varidvel D1/D2 do gene rRNA da
subunidade grande, amplificado com os iniciadores NL1 e NL4
(KURTZMAN, C.P.; ROBNETT, C.J. Identification and phylogeny
of ascomycetous vyeast from analysis of nuclear large
subunit (26S) ribosomal DNA partial sequences. Antonie van
Leeuwenhoek, wv. 73, p. 331-371, 1998). Extracdo de DNA
gendbmico e PCR foram realizadas de acordo com Sampaio et
al. (SAMPAIO, J.P.; GADANHO, M.; SANTOS, S.; DUARTE, F.L.;
PAIS, C.; FONSECA, A.; FELL, J.W. Polyphasic taxonomy of
basidiomycetous yeasts genus Rhodosporidium: Rhodosporidium
kratochvilovae and related anamorphic species.
International Journal of Systematic and Evolutionary
Microbiology, v. 51, p. 687-697, 2001) e Pagnocca et al.
(PAGNOCCA, F.C.; RODRIGUES, A.; NAGAMOTO, N.S. BACCI, M.J.
Yeast and filamentous fungi carried by the gynes of leaf-
cutting ants. Antonie wvan Leeuwenhoek, wv. 94, p. 517-526,
2008) respectivamente. Os produtos foram purificados usando
NucleoSpin Gel e PCR Clean-up (Macherey-Nagel, MN). As
sequéncias frente e verso foram geradas no analisador
genético ABI 3130 (Life Technologies) usando BigDye®
Terminator v 3.1. Sequéncias foram editadas e usadas para
montar contigs no BioEdit v 7.1.3 (HALL, T.A. BioEdit: a
user-friendly biological sequence alignment editor and
analysis program for Windows 95/98/NT. Nucleic Acids

Symposium, v. 41, p. 95-98, 1999). As bases de dados do
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Centraalbureau voor Schimmelcutures (CBS) (www.cbs.knaw.nl)
e do NCBI - GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) foram usadas
para procurar seqiiéncias homdélogas. As sequéncias de DNA
foram depositadas no NCBI-GenBank sob os numeros de acesso
KY911361-KY911364.

[043] O segundo componente do bioprocesso consiste na
formulacdo do meio de cultura. Este foi desenvolvido
especificamente para o <crescimento e propagagcdo das
leveduras, e consiste da mistura de: a) sais minerais, b)
uma fator de crescimento (podendo ser fonte de aminoéacido,
proteina e/ou vitaminas), e c¢) de uma ou mais fontes de
carbono, em um tipo de bioprocesso de cultivo submerso ou
cultivo semi-sé6lido ou em cultivo sdélido.

[044] Estes trés componentes ndo necessariamente
precisam estar presentes juntos, podendo, alternativamente,
o0 meio ser composto apenas da fonte de carbono, ainda que o
resultado possa ser inferior. Portanto, preferencialmente o
cultivo deve ser submerso, em meio liquido, e o trés
componentes do meio de cultivo devem estar
preferencialmente juntos para se obter a melhor performance
no rendimento de biomassa e velocidade de crescimento da
cultura.

[045] Dentre os sais minerais que irdo compor O meio
de cultura, a seguir sdo listados aqueles considerados mais
importantes, porém podem ser empregados outros diferentes
sais e de diferentes marcas e ©pureza, dependo das

aplicacdes. Os sais minerais que compde o meio de cultura

o\

sdo recomendados a seguir em proporcdo massa/volume: 0 a 2

preferencialmente 0,13% de (NH4) 3P0O4, 0 a 2%
preferencialmente 0,10% de (NH4) 2S04, 0 a 1%
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o)

preferencialmente 0,02% de K»SOs4, 0 a 1% preferencialmente
de 0,0028% ZnS0O4, 0 a 1% preferencialmente 0,0012% de MnSO4
e 0 a 1% preferencialmente 0,024% de MgSOs.

[046] Como modelo de fonte de carbono, nesta invencédo
foi wutilizado de 0,1 a 50% (m/v)de Dbagaco de cana-de-
actucar, coletado em julho de 2013 na Destilaria Agua Bonita
(Taruma/SP, Brasil), preferencialmente de 0,5 a 15% (m/v),
mais preferencialmente ainda de 2 a 5% (m/v), acompanhado
ou ndo de 0 a 20% de glicose ou qualquer outra fonte de
aclcar nutritivo como sacarose, galactose, lactose, etc,
porém preferencialmente deve-se utilizar 0,05% de glicose
ou sacarose. Alternativamente, podem ser usadas quaisquer
outras fontes de carbono contendo materiais
lignocelulébésicos, amildceos e/ou acucarados. Dentre eles,
destacam-se caules, talos, folhas, raizes e sementes de
plantas vegetais, ou parte delas, tais como sabugo e talo e
folha de milho, farelos de cereais (sorgo, soja,algodéao,
etc), pbd de serra ou galhos a partir de &rvores, palha de
vegetais (palha da cana, milho etc), restos de comida e
alimentos vencidos.

[047] Todos estes materiais aqui denominados fontes
de carbono podem ser usados diretamente, ou lavados com
dgua por 1- 100 minutos, preferencialmente de 1 a 15
minutos, para retirada de impurezas como terra, areia ou
outros compostos que por ventura estejam impregnados e néo
ir&o participar do bioprocesso. No caso das amostras serem
lavadas, ela podem ser, em seguida, secas e moidas ou serem
utilizadas diretamente com ou sem a lavagem. No caso da
moagem das fontes de carbono, para obtencdo das particulas

do tamanho de interesse, deve-se processar a moagem de
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forma a obter particulas de comprimento de 0,001 mm a
alguns centimetros, mas preferencialmente as fontes de
carbono devem ter 0,001 a 1,4 mm de comprimento, a fim de
facilitar a acdo enzimética.

[048] Como fonte de fatores de crescimento, pode-se
ainda adicionar no meio de cultura diferentes nutrientes do
tipo extratos tais como extrato de carne, peptona, levedura
ou outros microrganismos, Aagua de maceracdo de milho, &gua
de batata, gérmen de trigo ou outro tipo de cereais ,
farinha de aveia, trigo, milho, soja dentre outros. Nesta
invencdo estd sendo proposto o uso de 0 a 15% (m/v) de
extrato de levedura ou levedura autolisada,
preferencialmente 0,05 a 0,20 % (m/v) ou, como alternativa,
de 0 a 15% de a&gua de maceracdo de milho, preferencialmente
0,1 a 1%, mais preferencialmente 0,5% (m/v) deste ultimo
nutriente. Os fatores de crescimento, em geral proteinas,
aminoadcidos e/ou vitaminas, servem para complementar alguns
elementos nutricionais essenciais gque por ventura sejam
demandados pelos microrganismos.

[049] Apbs misturados os nutrientes e formulado o
meio de cultura, este pode ou ndo sofrer correcdo do pH
para a faixa de 3 a 7,0, preferencialmente de 5 a 6 com
adicdo de 4&cido ou base. O meio pode ser diretamente
utilizado no bioprocesso ou, alternativamente, pode ser
esterilizado ou ©pasteurizado, utilizando-se diferentes
métodos fisicos e/ou quimicos, mas, preferencialmente,
métodos fisicos tais como a pasteurizacdo a temperaturas
inferiores a 80°C, ou autoclavagem ou o vapor direto devem
ser empregados, com temperaturas superiores a  80¢°cC.

Ressalta-se que por questdes de custos o tratamento térmico
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ndo ¢é imprescindivel, podendo utilizar-se o meio né&o
estéril, ainda que com maiores riscos de contaminacéo.

Selegédo do Bioprocesso — Cultivo Submerso por Batelada
Simples e Alimentada

[050] O terceiro componente do desenvolvimento deste
bioprocesso consiste na forma como serd feita a propagacéo
da cultura de leveduras e a separacdo do produto final. O
crescimento da cultura pode ser feito em condicgdes aerdbia
ou anaerdbia. A fase de propagacdo onde se espera o aumento
da biomassa microbiana é melhor desenvolvida
preferencialmente em condicgdes aerdbias em biorreatores do
tipo tanques, tubos ou quaisquer outros tipos de
equipamentos que possa ser multiplicada a biomassa das
leveduras, misturando-se o indéculo de leveduras e o meio
formulado, com preferencial adigcdo de ar.

[051] A capacidade de crescimento de leveduras em
ambiente anaerdébio foi avaliada através de culturas de
placas de Petri com Agar de Dextrose de Batata (PCA) (3,9%
p / vVv) incubadas com pote anaerdébio (Anaerocult, Merck,
Darmstadt, Alemanha) com anaerdébio gerador (Anaerobac,

(o]

Probac, S&o Paulo , Brasil) a 33 C por 72 h. A capacidade
de crescer foi avaliada visualmente e comparada com placas
de petri de controle cultivadas na presenca de oxigénio nas
mesmas condicgdes. Este método é importante e foi usado para
provar a capacidade de crescimento anaerdbio das linhagens
em questdo, pois isso terd um resultado positivo no rumem
do animal demonstrando uma das caracteristicas probidticas
da cultura.

[052] A forma como serd feita a combinacdo do meio de

cultura com o indbéculo de leveduras é muito importante para
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desenvolver os melhores parémetros cinéticos de avaliacéo
do bioprocesso: rendimento de biomassa, produtividade e
velocidade especifica de crescimento.

[053] Como neste trabalho é recomendado o cultivo
submerso, o mesmo foi avaliado através de duas formas de
alimentacdo do substrato: Batelada simples (Batch) ou
Batelada Alimentada (Fed-Batch) . Porém ha& ainda uma
terceira forma, o processo Continuo, onde a entrada de meio
de cultura e a saida do produto s&do feitos de forma
simultdneas, fazendo-se primeiro o inicio da cultura em
Batelada. Este terceiro tipo, o Continuo, nédo foi empregado
neste trabalho devido aos riscos de contaminacdo que ele
oferece, mas como este bioprocesso é muito rustico, também
pode ser usada essa forma de alimentacdo do substrato.

[054] No experimento realizado, o cultivo foi
avaliado inicialmente em Dbatelada simples. A Cultura
aerbbia submersa foi feita em biorreator (Bioflo 115, New
Brunswick, Nova Jersey, EUA) em batelada Unica com R.
mucilaginosa LABI1, W. onychis LABIZ2, S. japonicus Sia 70a,
S. pararoseus Sia 33.1 e S. cerevisiae M26. Apds os testes
de cultivo em Batelada Simples, foram selecionadas duas
linhagens para avaliar os cultivos em Batelada Alimentada.
Neste caso, foram selecionadas as linhagens R. mucilaginosa
LABI1 e S. cerevisiae M26. Alguns pardmetros de processo
foram fixados para as culturas em Biorreatores: 28°C, 1 vvm
de suprimento de ar e pH 5,5 (£ 0,1) controlados com a
adicdo de 1,0% (v / wv) de H2S04 ou 1,0 M de NaOH. O
oxigénio dissolvido e o pH foram medidos com eletrodo de
oxigénio e eletrodo de wvidro (Mettler Toledo AG,

Greifensee, Suica), respectivamente.
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[055] No experimento realizado, a composicdo do meio
para o cultivo das leveduras variou entre os cultivos em
Batelada simples e Batelada Alimentada, sendo que no
primeiro tipo de cultivo foi utilizado além dos componentes
salinos jé& descritos anteriormente, oS seguintes nutrientes
(p / v): 2,0% de bagaco de cana, 0,05% de glucose e 0,2% de
extrato de levedura. No caso da Batelada Alimentada, o meio
de cultura para R. mucilaginosa LABI1 e S. cerevisiae M26
foi composto por (p / v) 5,0% bagaco de cana, e a adicdo de
0,5% de &gua de maceracdo de milho no lugar da adicdo dos
salis nitrogenados tais como sulfato de amdnia.

[056] A cultura tanto pelo método de Batelada
Alimentada como na Batelada simples pode ocorrer entre 1 e
240 horas ou até mais horas, porém preferencialmente entre
24 e 120 h e mais preferencialmente entre 48 a 120 horas
dependendo do tipo de cultivo. Assim evitam-se riscos de
contaminacdo e a produtividade do processo é melhor. No
cultivo em Batelada todo o meio de cultura e o indéculo séao
misturados no tempo inicial, e pode ser usado o tempo de 72
horas, Jj& no <cultivo em Batelada alimentada pode ser
estendido o cultivo até 120 horas ou até mais dependendo
das condig¢bdes. A agitacdo mecédnica ndo é indispensavel, mas
recomendada, e seu uso deve ser de 5 a 400 rpm,
preferencialmente de 20 a 200 rpm a fim de homogeneizar a
cultura facilitando o encontro entre biocatalizador e os
nutrientes.

[057] Como j& dito, a adicdo de ar na cultura também
ndo é indispensédvel, mas preferencial. Neste caso, a adicéo
de ar ou oxigénio pode ser feita, porém se for adicionado o

ar este deve ser entre 0,01 a 4 vvm (ou volume de ar por
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volume de tanque por minuto), preferencialmente de 0,3 a
2,0 vvm e mais preferencialmente de 1,0 a 1,7 vvm para R.
mucilaginosa LABI1 e S. pararoseus Sia 33,1, W. onychis
LABI2, S. japonicus Sia 70a e S. cerevisiae M26.

[058] O processo de Dbatelada alimentada pode ser
feito de forma intermitente, continua de forma linear ou
escalonada. Neste trabalho foi testada a alimentacéo
intermitente por ser mais simples e demandar menos
equipamentos. Trés lotes de meio de cultura de 300 mL cada,
contendo o mesmo meio, foram adicionados nos tempos de
cultivo de 12, 32 e 72 horas.

[059] O suprimento de bagaco de cana ao longo da
cultura foi feito de forma tal que fosse calculado de
acordo com a manutencdo do mesmo nivel de concentracdo de
s6lidos no inicio da cultura (5,0%), retirando-se amostras
e medindo-se com balanco de umidade (BTS110, Scientific
Industries , Poldnia). A agitacdo mecénica foil aumentada de
200 rpm para 300, 400 e 500 rpm apds cada alimentacdo,
devido ao aumento da concentracdo de sdélidos. A cultura em
Batelada alimentada foi finalizada apdés 120 h de cultivo.

[060] O indéculo de levedura pode ser preparado
conforme as recomendag¢des ja mencionadas para a propagacgao
em batelada simples ou alimentada, e com os meios de
cultivo ja& apresentados ou, alternativamente, cada cultura
de levedura pura pode ser cultiva com 50 mL do mesmo meio
formulado para cultura de biorreator com glicose a 1,0% sem
bagaco de cana e incubada em incubadora orbital (TE421,
Tecnal, Piracicaba / SP, Brasil) por 24 h, 28 ° C e 180
rpm.

[061] A separacdo do meio liquido e residual SB apds
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culturas submersas ocorreu através de filtracdo manual
utilizando tecido polimérico. O liquido foi centrifugado
para separacgdo celular a 5000 x g (forgca gravitacional)
durante 30 minutos, 4 (Megafuge 16R, Heraeus, Thermo
Fisher, Massachusets, EUA). Tanto a biomassa de levedura
quanto o residuo foram secos em estufa (TE394 / 2, Tecnal,

o

Piracicaba / SP, Brasil) por 72 horas a 50 C antes dos
testes nutricionais. A biomassa seca no final da cultura
foi realizada de acordo com Chen et al. (CHEN et al. 0il
production on wastewaters after Dbutanol fermentation by
oleaginous yeast Trichosporon coremiiforme. Bioresource
Technology, v. 118, p. 594-597, 2012) por secagem a peso
constante a 105°C (TE394/2, Tecnal, Piracicaba/SP, Brasil);
por secagem a peso constante a 105 ° C (TE394 / 2, Tecnal,
Piracicaba / SP, Brasil).

Andlises e acompanhamento do processo

[062] Recomenda-se realizar amostragens ao longo da
cultura para acompanhar a propagacdo celular. Os métodos de
avaliacdo do <crescimento sdo varios ©possiveis, desde
plaqueamento, contagem direta, turbidez ou andlise de
componentes celulares, mas uma curva de crescimento pode
ser construida através de concentracdo celular direta
utilizando-se a cé@mara de contagem Neubauer e avaliando-se
também a viabilidade das células de leveduras apds a
utilizacdo de azul de metileno (0,01% m/v) ou outros
corantes (LEE, S.S.; TOBINSON, F.M.; WANG, H.Y. Rapid
determination of yeast viability. Biotechnology and
Bioengineering Symposium, v. 11, p. 641-649, 1981).

[063] AclUcares redutores (AR) podem ser qguantificados

de acordo com Miller (MILLER, G.L. Use of dinitrosalicylic
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acid reagent for determination of reducing sugar.
Analytical Chemistry, v. 31, n. 3, p. 426, 1959) e
xilanases e celulases (CMCase) conforme, respectivamente,
Carvalho et al. (CARVALHO et al. Screening of xylanolytic
Aspergillus fumigatus for prebiotic xylooligosaccharide
production using bagasse. Food Technology and
Biotechnology, wv. 53, p. 428-435, 2015) e Ghose (GHOSE,
T.K. Measurement of cellulase activities. Pure and Applied
Chemistry, v. 59, p. 257-268, 1987). Uma unidade enzimédtica
significa a liberacdo de 1 pmol de AR por minuto por mL de
extrato enzimdtico. Quando necesséario, a quantificacido de
aclcares redutores totais (ART) pode ser feita apds
hidrélise &cida com H2S04 (2,0 M), na proporcgdo de 1:1
(amostra:solucdo &cida), por 10 minutos a 100°C seguida de
neutralizagcdo com NaOH (2,0 M) (Synth, S&do Paulo, Brasil)
na proporcgédo 1:1:1 (amostra:solucdo acida:solucgdo alcalina)
e quantificacdo pelo método de Miller (MILLER, G.L. Use of
dinitrosalicylic acid reagent for determination of reducing
sugar. Analytical Chemistry, v. 31, n. 3, p. 426, 1959).
[064] Os parémetros cinéticos taxa de crescimento
especifico maxima (pmax), coeficiente de rendimento de
crescimento celular (Yx/s) e produtividade de Dbiomassa
podem ser determinados (SHULER, M.L.; KARGI, F. Bioprocess
Engineering: Basic Concepts. United States of America:
Prentice Hall PTR; p. 576, 2002), bem como taxa especifica
de consumo de 02 em cultura de lote usando bagaco de cana
(NUNEZ et al. Influence of aeration-homogenization system
in stirred tank bioreactors, dissolved oxygen concentration
and pH control mode on BHK-21 cell growth and metabolism.

Cytotechnology, v. 66, n. 4, p. 605-617, 2014) considerando
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concentracdo saturada de 02 a 28°C (0,244 mMol/L).

[065] A anadlise nutricional e a composicdo gquimica da
biomassa podem ser quantificadas de acordo com os métodos
da Association of Official Analytical Chemists (AOAC)
(HELRICH, K. (Ed). Official methods of analysis, 15th ed.
Association of Official Analytical Chemists, Virginia, USA,
1990) . A guantificacdo das cinzas pode ser realizada apds a
queima em forno mufla por, preferencialmente 6h a 700°C. A
massa seca poderd ser medida por gravimetria, apds secagem
a 1050C até peso constante (BTS110, Scientific Industries,
Poldnia). A extracdo etérea pode ocorrer com uso de
solventes, preferencialmente éter de petrdleo e por 6 h com
equipamento Soxleht. A proteina bruta foi quantificada pelo
método de Kjeldahl e a fibra bruta foi quantificada apéds
hidrélise &cida (H2S04) e alcalina (NaOH) - 1,25% - a 400°C
por 40 min e secagem a 105°C por 24 h. Podem ser calculados
os Extratos Ndo Nitrogenados e Nutrientes Digestiveis
Totais de acordo com método descrito por Kearl (KEARL, L.C.
Nutrient requirements of ruminants in developting
countries. 1982. 390f. Tese (Doutorado em Filosofia da
Ciéncia Animal) - Utah State University, Utah, EUA, 1982).

[066] A biomassa de levedura obtida a partir da
condicdo de centrifugacdo descrita poderd ser utilizada
para determinar os minerais, como carbono, nitrogénio,
fésforo, enxofre, célcio, potassio, magnésio e zinco,
utilizando-se preferencialmente os ©pardmetros da AOAC
(HELRICH, K. (Ed). Official methods of analysis, 15th ed.
Association of Official Analytical Chemists, Virginia, USA,
1990) .

Testes de aminoadcidos e vitaminas de omissdo unica

Peticéo 870190111747, de 01/11/2019, pag. 48/77



37/59

[067] Cada aminoadcido puro (Sigma-Aldrich, Missouri,
EUA) foi avaliado em culturas de tubos de leveduras por
meio sintético com 19 a 20 aminoadcidos a 0,03% (m/v), meio
de cultura basal, 2,0% de glicose (m/v) e 8 vitaminas. As
vitaminas (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) utilizadas foram:
dcido aminobenzdéico (0,2 npg/mL), é&cido ascdérbico (2 npg /
mlL), é&acido félico (0,02 pg / mL), éacido nicotinico (2 ug /
mL), pantoténico &cido (1 pg/mL), piridoxina (2 wug/mL),
riboflavina (2 pg/mL) e tiamina (1 pg/mL). A avaliacdo das
vitaminas foi realizada em culturas de tubos de leveduras
utilizando 7 de 8 vitaminas no meio de cultura basal, 2,0%
de glicose e 20 aminoédcidos puros (0,03%). A capacidade de
leveduras em crescer na auséncia de um aminodcido ou
vitamina ©pura especifica foi avaliada como auséncia,
crescimento fraco, parcial ou total. Tubos contendo todos
0s aminoacidos essenciais e vitaminas (controle positivo) e
sem aminodcidos ou vitaminas (controle negativo) foram
realizados. O crescimento celular foi avaliado apds 120 h
de incubacdo a 28°C medindo a turbidez da cultura a 600 nm
usando espectrofotdémetro (UV-M51, Bel Engineering, Monza,
Itdlia) (OLIVA NETO, P.; YOKOYA, F. Effects of nutritional
factors on growth of Lactobacillus fermentum mixed with
Saccharomyces cerevisiae in alcoholic fermentation. Revista
de Microbiologia, v. 28, p. 25-31, 1997).

Analise estatistica

[068] Os testes foram realizados em triplicatas. Os
resultados foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA)
e as médias comparadas pelo teste de Tukey entre as
repeticdes utilizando o programa GraphPad Prism Versédo 5.01

(Universidade de Rutgers). Os tratamentos foram analisados
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estatisticamente e considerados significativos com p <0,05.
Os graficos foram criados com o Microsoft® Excel
(Microsoft® Office 365).

Exemplos experimentais

[069] Os exemplo experimentais a seguir ilustram a
presente invencdo sem, contudo, limitar o escopo da
presente invencdo exclusivamente aos mesmos.

[070] Exemplo experimental I - Culturas de
leveduras em anaerobiose - A cultura de leveduras em
frasco anaerdbio demonstrou que todas as 4 cepas foram
capazes de crescer sob ambiente anaerdbico ou sdo leveduras
facultativas desde que também crescem em ambiente aerdbio.
Estes resultados estdo de acordo com a literatura (BRAD et
al. Eukaryotic diversity in an anaerobic aquifer polluted
with landfill leachate. Applied and Environmental
Microbiology, v. 74, n.13, p. 3959-3968, 2008; OLLIVIER, et
al. Aeration controls the reduction and methylation of
tellurium by the aerobic, tellurite-resistant marine yeast
Rhodotorula mucilaginosa. Applied and Environmental
Microbiology, v. 77, p. 4610-4617, 2011; VILLEGAS et al.
Cu(II) removal Dby Rhodotorula mucilaginosa RCL-11 1in
sequential batch cultures. Water Science and Technology, v.
60, n. 5, p. 1225-1232, 2009), gque afirmou R. mucilaginosa
tem capacidade de crescer sem oxigénio. W. onychis foi
isolado de alimentos fermentados (HAHN, S.K. An overview of
traditional processing and utilization of <cassava 1in
Africa. In: HAHN, S.K.; REYNOLDS, L.; EGBUNIKE, G.N. (Eds).
Cassava as livestock feed in Africa. Nigeria: Ibadan, 1988.
173p; OH, J.; HAN, Y. Purification and characterization of

1 - galactono - y -lactone oxidase in Pichia sp. isolated
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from kimchi. Korean Journal of Food Science and Technology,
v. 35, n. 6, p. 1135-1142, 2003) e em biorreatores de
fermentacdo alcodélica (CAMPBELL, I.F.G. In: PRIEST, F.G.;
CAMPBELL, I (Eds). Brewing Microbiology, 3rd ed. New York:
Kluwer Academic/Plenum Publishers, 2003. pp. 247-266;
IBARRA, G.K.C. Determination of osmotolerance in nine yeast
strains isolated from fruits aiming industrial application
in alcoholic fermentations. 2015. 106f. Mestrado
(Dissertacdo em Engenharia Bioguimica) - Universidad
Técnica de Ambato, Equador, 2015) sua capacidade de crescer
em condic¢des anaerdbicas também foi confirmada. No entanto,
as estirpes de leveduras S. Japonicus Sia 70a e S.
pararoseus Sia 33.1 em culturas sem oxigénio provocaram uma
pequena inibigdo do crescimento de leveduras, o que foi
demonstrado pelas coldnias menores em placas de Petri.
Ambas as cepas possuem uma coloracdo rosa em condigdes
aerdbicas, que pareciam visualmente menos cor-de-rosa Sob
condicdes anaerdbicas, embora mais estudos sejam
necessarios para confirmar este resultado. Infelizmente, ha
poucos relatos sobre o S. Jjaponicus na literatura. Dez
cepas de Sporobolomyces pertencentes ao mesmo género de S.
japonicus foram isoladas de folhas nos EUA. Estas espécies
cresceram com sucesso em ambiente microaerofilico, embora
em anoxia total (90% de nitrogénio) ndo foi observado
crescimento significativo para todos os isolados (COBBAN et
al. Revisiting the pink-red pigmented basidiomycete mirror
yeast of the phyllosphere. Microbiology Open, v. 5, p. 846-
855, 2016). O teste de crescimento de S. pararoseus sob
condicd&o anaerdbica ndo foi encontrado para comparacgdo.

Segundo Cobban et al. (COBBAN et al. Revisiting the pink-
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red pigmented basidiomycete mirror yeast of the
phyllosphere. Microbiology Open, v. 5, p. 846-855, 2016),
Sporobolomyces roseus é agora reconhecido como
Sporidiobolus pararoseus, uma espécie capaz de crescer em
anaerobiose e reconhecida como um metabolismo facultativo.
(ALI, A.H.; HIPKIN, C.R. Nitrate assimilation in the
basidiomycete yeast Sporobolomyces roseus. Journal of
General Microbiology, v. 131, p. 1867-1874, 1989; COBBAN
3et al. Revisiting the pink-red pigmented basidiomycete
mirror yeast of the phyllosphere. Microbiology Open, v. 5,
p. 846-855, 2016). A capacidade de crescimento em condicdes
anaerdbicas ¢é uma caracteristica importante de uma cepa
probidtica, uma vez que o rumen dos animais estd em um
ambiente anaerdbico (ANUPAMA; RAVINDRA, P. Value-added
food: Single cell protein. Biotechnology Advances, v. 18,
p. 459 - 479, 2000).

[071] Exemplo experimental II - Culturas submersas
de leveduras em ambiente aerdébio usando bagaco de cana em
processo de Batelada simples. As culturas submersas em
biorreatores demonstraram que R. mucilaginosa LABI1, W.
onychis LABI2, S. japonicus Sia 70a, S. pararoseus Sia 33.1
e S. cerevisiae M26 foram capazes de crescer em meio
contendo bagaco de cana (BC) como principal fonte de
carbono na condigdo aerdbica. A fase de log terminou em 24
h para todas as leveduras. A cultura de R. mucilaginosa
LABI1 (FSm) produziu a maior biomassa apds cultivo, com 1,9
g/L (1,1x108 células/mL), seguida por S. pararoseus Sia
33.1 (1,6 g/L e 1,6x108 células/mL) e S. Jjaponicus Sia 70a
(1,4 g/L e 6,0x107 células/mL). Embora W. onychis LABI2

tenha alcancado maior concentracdo de células que R.
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mucilaginosa LABI1 (1,6x108 células/mL), a producdo de
biomassa foi 2,1 vezes menor (0,9 g/L). Este resultado pode
ser explicado pelo menor tamanho da primeira levedura
quando comparada com a segunda na observacao por
microscopia. Quando o crescimento de todas as leveduras foi
comparado, houve um crescimento muito menor para S.
cerevisiae M26 (0,4 g/L de biomassa ou 3,0x107 células/mL)
do que para as outras linhagens. Como S. cerevisiae nao
produz xilanases ou celulases (LA GRANGE, D.C.; PRETORIUS,
I.S.; CLAEYSSENS, M.; VAN 7ZYL, W.H. Degradation of xylan to
d-xylose by recombinant Saccharomyces cerevisiae
coexpressing the Aspergillus niger B-xylosidase (x1nD) and
the Trichoderma reesei Xylanase II (xyn2) Genes. Applied
and Environmental Microbiology, v. 67, p. 5512-5519, 2001)
e a capacidade de assimilar outros carboidratos, como a
xilose (ARORA, R.; BEHERA, S.; SHARMA, N.K.; KUMAR, S. A
new search for thermotolerant yeasts, its characterization
and optimization using response surface methodology for
ethanol production. Frontiers in Microbiology, v. 6, p. 1-

16, 2015; VAUGHAN-MARTINI, A.; MARTINI, A. Saccharomyces

Meyen ex Reess (1870). 1In: KURTZMAN, C.P.; FELL, J.W.
(Eds) . The Yeasts - A Taxonomic Study. Amsterdan: Elsevier,
2011. pp. 733-746), -essas limitacdes metabdlicas podem

explicar o menor crescimento de S. cerevisiae no meio de
cultura BC.

[072] Exemplo experimental II - Producdo de
enzimas fibroliticas por leveduras especiais na batelada
simples - Quanto a producdo de enzimas fibroliticas ficou
comprovado gque todas as quatro leveduras fibroliticas

apresentaram xilanases variando de 0,20 U/mL (S.
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pararoseus), 0,29 U/mL (R. mucilaginosa), 0,30 U/mL (W.
onychis) até 0,41 U/mL (S. japonicus). J& a cultura com a
levedura S. cerevisiae sb6 foi detectada 0,11 U/mL de

xilanase, provavelmente devido ao préprio substrato
(bagaco) pois esta linhagem nao produz xilanases.
Portanto, verificou-se um maior crescimento celular em
todas as leveduras fibroliticas do que S. cerevisiae M26.
Este fato pode ser atribuido a maior concentracdo de
enzimas fibroliticas secretadas, as quais sédo provavelmente
responsaveis pela hidrdlise dos residuos, liberando
aclcares fermentéaveis que foram utilizados para o)
crescimento celular. A capacidade de crescimento em uma
fonte de carbono lignoceluldsico é uma habilidade desejada
para microrganismos que atuardo para melhorar a digestdo no
rimen como DFM (“Direct Fed Microbial”) e por isso também
s&do conhecidos como microrganismos probidticos. Nesse
sentido, os residuos lignoceluldbdsicos requerem um pool de
enzimas para sua hidrdélise (SANDGREN, M.; SAHLBERG, J.;
MITCHINSON, C. Structural and biochemical studies of GH
family 12 cellulases: improved thermal stability, and
ligand complexes. Progress in Biophysics and Molecular
Biology, v. 89, p. 246-291, 2005). As xilanases sao
responséaveis pela hidrdélise do componente xilano da
hemicelulose, enquanto as celulases atuam no componente
celulédsico dos materiais lignocelulédsicos, liberando
aclcares fermentaveis que podem ser utilizados para o
crescimento e manutencdo celular (ALPONTI, J.S.; FONSECA-
MALDONADO, R.; WARD, R.J. Thermostabilization of Bacillus
subtilis GH11 xylanase Dby surface charge engineering.

International Journal of Biological Macromolecules, 2016).
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Como o© microrganismo precisa quebrar a hemicelulose e a
celulose do bagaco de cana para liberar acucares
fermentédveis, essas atividades foram quantificadas durante
todo o tempo de cultivo. As maiores quantidades de enzimas
produzidas por R. mucilaginosa LABI1 em batelada simples e
alimentada foram encontrados na faixa de 12 a 28 h e 24 a
48 h, respectivamente. Estes intervalos de tempo estdo de
acordo com a fase de log do crescimento das leveduras,
portanto hé& uma demanda maior por fonte de carbono. A
concentracdo de acucares atingiu 0,68 + 0,03 g/L (R.
mucilaginosa), 0,22 + 0,03 g/L (W. onychis LABI2), 0,38 =
0,03 g/L (S. Jjaponicus Sia 70a), 0,54 + 0,03 g/L (S.
pararoseus Sia 33.1) e 0,24 + 0,03 g/L (S. cerevisiae M26).
A producdo de enzimas fibroliticas por S. Jjaponicus e W.
onychis nédo foi encontrada na literatura para comparagdo.
No entanto, S. japonicus produz fitases (KHANH, H.Q.; DUY,
N.D.; HIEN, D.T.T.; VAN, T.P. Isolation and purification of
extracellular phytase from Sporobolomyces Jjaponicas (L9).
Tap Chi Sinh Hoc, wv. 34, n. 3SE, 2012), uma importante
enzima amplamente utilizada em animais monogastricos para
diminuir o efeito fitato e melhorar a digestibilidade do
fésforo, cédlcio, aminocadcidos e outras fontes de energia
(DERSJANT-LI, Y., AWATI, A.; SCHULZE, H.; PARTRIDGE, G.
Phytase in non-ruminant animal nutrition: a critical review
on phytase activities 1in the gastrointestinal tract and
influencing factors. Journal Science of Food and
Agriculture, v. 95, p. 878-896, 2015). O uso de residuos
agroindustriais como alimento muitas vezes requer alguns
pré-tratamentos, <como o BC, e a adicdo de minerais,

vitaminas, aminodcidos e outros compostos torna O processo
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mais caro e menos viavel (LIMA JR, D.M.; MONTEIRO, P.B.S.;
RANGEL, A.H.N.; MACIEL, M.V.; OLIVEIRA, S.E.O. Sugarcane
bagasse in ruminants nutrition. Revista Verde, v. 5, n. 2,
p. 13 - 20, 2010; PANDEY, A.; SOCCOL, C.R.; NIGAM, P.;
SOCCOL, V.T. Biotechnological potential of agro-industrial
residues. I: sugarcane bagasse. Bioresource Technology, v.
74, p. 69-80, 2000, SILVA, V.L.M.M.; GOMES, W.C.; ALSINA,
O0.L.S. Use of sugarcane bagasse as adsorbent biomass in the
adsorption of organic pollutants. Revista Eletrbnica de
Materiais e Processos, v. 2, n. 1, p. 27-32, 2007; YANG,
X.; CHEN, H.; GAO, H.; LI, Z. Bioconversion of corn straw
by coupling ensiling and solid-state fermentation.
Bioresource Technology, v. 78, p. 277-280, 2001). No
entanto, os tratamentos Dbioldgicos com microrganismos
ajudam a melhorar as enzimas e o0s par@metros nutricionais
dos residuos pelo processo de fermentacéao, que é
responsavel por uma fonte wvaliosa adicional de proteinas,
vitaminas, &4cidos e minerais, aumentando a digestibilidade
e a palatabilidade. Em contraste com o0s pré-tratamentos
gquimicos e fisicos, as culturas bioldégicas também podem
fornecer efeito probidtico no trato gastrintestinal animal
e melhorar o desempenho e a produtividade animal (APAS,
A.L.; ARENA, M.E.; DRAKSLER, D.; GONZALEZ, S.N. Utilization
of Sugarcane Industrial Residues as animal food and
probiotic medium. Journal of Bioscience and Bioengineering,
v. 106, n. 4, p. 363-367, 2008; LIMA JR, D.M.; MONTEIRO,
P.B.S.; RANGEL, A.H.N.; MACIEL, M.V.; OLIVEIRA, S.E.O.
Sugarcane bagasse in ruminants nutrition. Revista Verde, v.
5 n. 2, p. 13 - 20, 2010). Além disso, além dessas

vantagens, o uso de residuos como alimento também ajudaria
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a resolver o problema de sua acumulagcdo no meio ambiente
(PINTO, G.A.S.; BRITO, E.S.; ANDRADE, A.M.R.; FRAGA,
S.L.P.; TEIXEIRA, R.B. Solid state fermentation: an
alternative for the exploitation and wvalorization of
tropical agroindustrial residues. Comunicado Técnico 102,
v. 1, p. 1-5. 2005).

[073] Exemplo experimental II - Viabilidade celular
e fonte nitrogenada na batelada simples - Outro aspecto
importante foi a fonte de N, o meio formulado utilizado
para culturas descontinuas continha 0,2% de extrato de
levedura. Ocorre qgue esse nutriente ¢é caro e nesta
concentracdo utilizada é inviavel economicamente. Assim no
terceiro experimento j& foi avaliada a substituicdo desse
nutriente por outro mais econdmico para uso industrial, o
residuo &gua de maceracdo de milho. A viabilidade de S.
cerevisiae M26 foi a mais baixa no final da cultura, no
entanto, a viabilidade celular foi alta (77%) para todas as
linhagens de levedura no final da cultura, demonstrando as
condic¢des saudaveis para as leveduras neste bioprocesso.
Este par@metro indicou que ndo houve maiores inibidores na
cultura, exceto a limitacdo de crescimento por fonte de
carbono (bagaco de cana), que fol mais conveniente para as
leveduras fibroliticas do que S. cerevisiae. Outro aspecto
a ser considerado é se o objetivo é maximizar a producdo
de biomassa microbiana com matéria-prima lignoceluldsica.
Neste caso, o pré-tratamento é necessario ou pelo menos
parcialmente hidrdélise da fibra para melhorar o crescimento
de leveduras fibroliticas. Mas se a ideia é usar esses
microrganismos especials como um pré-tratamento bioldgico

de matéria-prima lignocelulédsica, melhorar seu valor
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nutricional e adicionar DFM, o tratamento termoquimico né&o
é necessario, como exposto neste experimento, pois haveré
um aumento no custo da matéria-prima.

[074] Exemplo experimental II - Composicdo quimica
e minerais das células de leveduras - De acordo com a
composigcdo quimica das células, os componentes mais
importantes na biomassa das leveduras sdo carbono (C),
nitrogénio (N) e fdésforo (P). Embora as células de S.
pararoseus Sia 33.1 contivessem a maior concentracgdo de C
(469,5 g / kg), houve as menores quantidades de N (50,9 g /
kg) e potéassio (K) (1,0 g / kg) em comparacdo com as outras
espécies. W. onychis LABI2 tinha 393,0 g / kg de carbono,
enquanto R. mucilaginosa LABI1 e S. Jjaponicus Sia 70a
continham 441,0 g / kg e 421,5 g / kg, respectivamente. O
teor de fésforo foi o mesmo para todos os microrganismos
testados (aproximadamente 15,0 g / kg). Se considerados os
minerais apresentados em menor quantidade, W. onychis LABIZ2
demonstrou maior concentracdo de Mg (1,8 g / kg) enquanto
R. mucilaginosa LABI1 apresentou maior concentracdo de S
(3,97 g / kg). As concentracdes de magnésio e enxofre de
S. pararoseus Sia 33.1 foram as mais baixas entre as outras
espécies (1,1 g / kg e 2,41 g / kg, respectivamente),
embora manganés tenha sido a mais alta (0,31 g / kg) entre
elas. As células S. japonicus Sia 70a demonstraram
concentracdo de minerais semelhante em comparagdo aos
demais microrganismos, com concentracéo de zinco
ligeiramente mais alta (0,19 g/kg). Em comparacgdo com a
biomassa de S. cerevisiae com potencial para uso como
proteina unicelular (Single Cell Protein - SCP), as células

R. mucilaginosa LABIl1, W. onychis LABIZ2, S. pararoseus Sia
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33.1 e S. japonicus Sia 70a demonstraram maiores
concentracdes de manganés ( > 0,04 g / kg) e zinco (> 0,15
g / kg), mas menores concentragdes de nitrogénio, potéassio
e cdlcio. As quantidades de fésforo e enxofre foram iguais
(p <0,05) para todas as espécies, incluindo S. cerevisiae.
Além disso, a concentracdo de carbono foi maior para S.
pararoseus Sia 33.1. O magnésio foi maior para R.
mucilaginosa LABRI1 (1,6 g / kg), W. onychis LABI2 (1,8 g /
kg) e S. japonicus Sia 70a (1,6 g / kg). A concentracdo de
cobre de W. onychis LABI2 (0,07 g / kg), S. pararoseus Sia
33,1 (0,09 g / kg) e S. japonicus Sia 70a (0,08 g / kg)
também foi maior do que a biomassa de S. cerevisiae (0,05 g
/ kqg) .

[075] Exemplo experimental II - Enriquecimento
nutricional do bagaco com o cultivo - Houve um grande
enriquecimento proteico em Bagago nédo-hidrolisado apds as
culturas de levedura. Segundo Neumann et al. (NEUMANN, M;
UENO, R.K; PERUSSOLO, L.F.; GHELLER, L.F.M.; POCZYNEK, M.;
BARCELLOS, J.0.; BUMBIERIS JUNIOR, V.H. Introduction of
sugar cane bagasse pellets in diets devoid of long fiber
for feedlots finished steers. Semina: Ciéncias Agrarias, v.
37, n. 5, p. 3305-3316, 2016) o bagaco de cana-de-acucar
contém 1,8% de proteina bruta, 5,2% de cinzas e 46,6% de
carboidratos, confirmando o baixo teor de proteina desse
residuo (PANDEY, A.; SOCCOL, C.R.; NIGAM, P.; SOCCOL, V.T.
Biotechnological potential of agro-industrial residues. I:
sugarcane bagasse. Bioresource Technology, v. 74, p. 69-80,
2000a) . Esses valores estdo prdéximos aos percentuais
encontrados pelo presente trabalho (0,7% de extrato etéreo,

5,5% de cinzas, 48,6% de carboidratos com 8,7% de umidade).
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O teor de proteina aumentou de 1,6% no bagaco antes da
cultura para 3,1% (R. mucilaginosa LABI1l), 4,0% (W. onychis
LABI2), 4,7% (S. Jjaponicus Sia 70a), 4,6% (S. pararoseus
Sia 33.1) e 3,7% (S. cerevisiae M26. Além disso, essas
concentracdes de proteina ndo incluiam proteinas de
biomassa de levedura, uma vez que foram separadas. Se
considerado a soma de biomassa de células de levedura e
massa doBC final, o contetdo de proteina iria para 4,7%
para R. mucilaginosa LABI1 e W. onychis LABI2, 6,2% para S.
japonicus Sia 70a, 7,3% para S. pararoseus Sia 33.1 e 4,3%
para S. cerevisiae M26, uma vez que a proteina na biomassa

de leveduras foi de 20,5%, 19,2%, 26,2%, 39,2% e 28,1%,

respectivamente.
[076] Exemplo experimental II - Enriquecimento
proteico no processo de batelada simples. Como a S.

cerevisiae é amplamente utilizada em ragdes e alimentos,
outras espécies como R. mucilaginosa, W onychis, S.
pararoseus e S. Jjaponicus demonstram a possibilidade de seu
uso para O mesmo propdsito ao considerar sua composicgéo
celular. Uma vantagem dessas espécies sobre S. cerevisiae é
sua versatilidade no uso do bagaco de cana-de-aclicar como
fonte de carbono e a obtencdo de alta concentracao de
biomassa. Alto teor de proteina, especialmente em S.
pararoseus Sia 33.1 (39,2%), faz dessa levedura uma fonte
valiosa de SCP ou proteina unicelular, com capacidade de
conversdo dos residuos em proteina torna este bioprocesso
muito valioso uma vez que o contetdo de proteina do residuo
¢ melhorado. Assim, o cultivo destes microrganismos com
residuos agroindustriais resolve o problema do baixo teor

de proteinas e fornece outros minerais essenciais na
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composigcdo da racdo animal. A presenca de minerais em
quantidades maiores é importante, Jj& que ao contrario de
outros nutrientes, o0s minerais ndo podem ser sintetizados
pelos organismos vivos e estdo envolvidos em muitos
aspectos do metabolismo celular, portanto estdo intimamente
relacionados as funcdes celulares (COOPER, G.M.; HAUSMAN,
R.E. The <cell: a molecular approach. United States of
America: Sinauer Associates Inc, 2003. 832p; ALTERTHUM, F.
Elementos de microbiocologia. In: SCHMIDELL et al (Eds).
Biotecnologia Industrial. S&o Paulo: Edgard Blucher, 2001.
pp. 5-18). Além disso, se estas leveduras fibroliticas
podem crescer em um ambiente anaerdbico, se forem capazes
de produzir enzimas fibroliticas e usarem parte de uma
fibra (bagaco), tornando a fibra residual mais enriquecida,
especialmente em proteinas, tais resultados sugerem due
essas leveduras se comportam como DFM ou leveduras
probidéticas no rumen, o que pode ser muito benéfico para a
saude e nutricdo do animal de producéo.

[077] Exemplo Experimental II - Potencial Probidtico
das leveduras fibroliticas ou Direct Fed Microbial (DFM) -
Trata-se de aditivos wvivos ou linhagens especiais de
microrganismos capazes de algumas habilidades importantes:
modulacdo da imunidade, aumento da flora intestinal,
competicéo com microrganismos patogénicos no trato
gastrointestinal, producdo de enzimas que auxiliam na
degradacdo e digestibilidade da fibra alimentar, controle
do pH e fornecimento dos compostos essenciais do hospedeiro
Outras habilidades s&o a tolerdncia no ambiente gastrico e
a adesdo na mucosa intestinal para excluir patdgenos.

(NEWBOLD et al. Mode of action of the yeast Saccharomyces
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cerevisiae as feed additive for ruminants. British Journal
of Nutrition, v. 76, n. 2, p. 249 - 261, 1996; VILLAS-BOAS
et al. Animal Microbial conversion of 1lignocellulosic
residues for production of animal feeds. Feed Science and
Technology, v. 98, p. 1-12, 2002; KUMURA et al. Screening
of dairy yeast strains for probiotic applications. Journal
of Dairy Science, v. 87, 4050-4056, 2004; APAS et al.
Utilization of Sugarcane Industrial Residues as animal food
and probiotic medium. Journal of Bioscience and
Biocengineering, v. 106, n. 4, p. 363-367, 2008).

[078] Exemplo Experimental II - Potencial Probidtico
das leveduras fibroliticas ou Direct Fed Microbial (DEM) -
Atividade Ruminal. No caso dos ruminantes, cuja
fermentacdo ocorre em pH> 6, a producdo de lactato leva a
um aumento na acidez, o gque reduz a eficiéncia da digestédo
ruminal. Assim, um dos efeitos causados pelos aditivos é a
diminuicdo dessa producdo, promovendo o crescimento de

microrganismos que utilizam este lactato (FRANCA, R.A.;

RIGO, E.J. Utilization of alive vyeasts (Saccharomyces
cerevisiae) in ruminant nutrition - A review. FAZU, v. 8,
P- 187-195, 2011) . Entre os efeitos positivos dos

probidticos estdo a estimulacdo da microflora no ruimen, o
aumento do crescimento de Dbactérias celuloliticas, que
também aumenta a taxa de degradacdo e digestibilidade da
fibra, a maior proteina total contida nas células de
levedura e o controle do ©pH ruminal (NEWBOLD, C.J.;
WALLACE, R.J.; MCINTOSH, F.M. Mode of action of the yeast
Scchacaromyces cerevisiae as feed additive for ruminants.
British Journal of Nutrition, v. 76, n. 2, p. 249 - 261,

1996). Além disso, a producdo de enzimas fibroliticas ¢é
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importante para microrganismos probidticos, uma vez dque
aumentariam a digestibilidade dos alimentos (LACONI, S.;

POMPEI, R. Study and characterization of intestinal yeasts

of mullet (Mugil spp.) for potential probiotic use. Journal
of Food, Agriculture & Environment, wv. 5, p. 475 - 480,
2007) .

[079] Exemplo Experimental II - Potencial Probidtico

das leveduras fibroliticas ou Direct Fed Microbial (DFM) -
Atividade enzimédtica fibrolitica. A producdo de enzimas
degradadoras de xilana por R. mucilaginosa LABI1, W.
onychis LABIZ2, S. Jjaponicus Sia 70a e S. pararoseus Sia
33.1 traz um efeito benéfico no rumen do animal, ajudando a
degradar hemicelulose e aumentando a digestibilidade dos
substratos. Além disso, testes de atividade celulolitica
(CMCase) realizados por R. mucilaginosa LABI1 mostraram a
presenca de endoglucanases que sdo responsaveis pela quebra
da fracdo de —celulose do bagaco de cana-de-acucar,
contribuindo para um possivel uso dessa espécie como DFM.
[080] Exemplo Experimental II - Potencial Probidtico
das leveduras fibroliticas ou Direct Fed Microbial (DFM) -
Crescimento anaerdbico por leveduras probidticas. Devido a
condicdo anaerdbia do ambiente gadstrico dos animais, outra
caracteristica desejavel para um microrganismo ser usado
como DFM é a capacidade de crescer em um ambiente ausente
de oxigénio (ANUPAMA; RAVINDRA, P. Value-added food: Single
cell protein. Biotechnology Advances, v. 18, p. 459 - 479,
2000). Os resultados obtidos por este estudo através do
cultivo em frasco anaerdbio demonstraram que todas as
leveduras foram capazes de crescer aerobicamente, em baixa

concentracdo de oxigénio e ambiente anaerdbico comprovando
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ser microrganismos facultativos.

[081] Exemplo Experimental II - Potencial Probidtico
das leveduras fibroliticas ou Direct Fed Microbial (DFM)-
inibicéao de outros microrganismos por leveduras
probidticas. A inibicdo de outros microrganismos
prejudiciais ao trato gastrointestinal também é um fator
interessante quando se consideram microrganismos com
propriedades probidticas (MARTINS et al Utilization of
yeasts as probiotics. Revista de Biologia e Ciéncias da
Terra, V. 5, 2005) . Libkind et al. (LIBKIND et al
Rhodotorula mucilaginosa, a carotenoid producing vyeast
strain from a patagonian high-altitude lake. Folia
Microbiology, v. 49, n. 1, p. 19-25, 2004) demonstraram o
efeito Killer de R. mucilaginosa CRUB 0138 em células de
Rhodosporidium kratochvilovae CRUB 0121 e R. mucilaginosa
CRUB 0137. Este efeito ¢é devido a producdo de uma
glicoproteina por algumas espécies de leveduras que inibe o
crescimento de células sensiveis de outros microrganismos
(GOLUBEV, W.I. Antagonistic interactions among yeasts. In:
ROSA, C.A.; PETER, G. The Yeast Handbook: Biodiversity and
ecophysiology of vyeasts. Berlim: Springer-Verlag, 2006.
p.197-219) e mostra evidéncia de um antagonismo contra
outras células microbianas. Além disso, 0os pigmentos
produzidos por R. mucilaginosa foram capazes de inibir
algumas espécies de bactérias resistentes aos antibidticos
Alguns estudos demonstram o efeito antagdbnico de S.
pararoseus contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli
(YOO et al. Production control and characterization of
antibacterial carotenoids from the yeast Rhodotorula

mucilaginosa AY-01l. Process BRiochemistry, wv. 51, n. 4, p.
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463-473, 2016); LACONI et al. Study and characterization of
intestinal vyeasts of mullet (Mugil spp.) for potential

probiotic use. Journal of Food, Agriculture & Environment,

v. 5, p. 475 - 480, 2007; SHARMA, R.N.; MAHARSHI, R.P.;
GAUR, R.B. Sporidiobolus pararoseus Fell & Tallman - an
antagonistic vyeast with biocontrol ©potential. Current

Science, v. 95, p. 1003-1004, 2008), Monilinia fructicola;
JANISTEWICZ, W.J.; KURTZMAN, C.P.; BUYER, J.S. Yeasts
associated with nectarines and their potential for
biological control of brown rot. Yeast, v. 27, p. 389-398,
2010), Botrytis <cinerea, Mucor sp., Penicillium sp.,
Rhizopus sp. e Fusarium fujikuroi; HUANG, R.; CHE, H.J. ;
ZHANG, J.; YANG, L.; JIANG, D.H.; LI, G.Q. Evaluation of
Sporidiobolus pararoseus strain YCXT3 as biocontrol agent
of Botrytis cinerea on post-harvest strawberry fruits.
Biological Control, v. 62, p. 53-63, 2012. Portanto, além
de servir como fonte de proteinas, vitaminas, aminocdcidos e
minerais, algumas espécies forneceriam carotendides
benéficos ao hospedeiro. Outro aspecto é que o uso de
Antibidéticos como Promotores de Crescimento (AGPs) na
alimentacdo animal para controlar bactérias patogénicas que
podem ser transmitidas ao longo da cadeia alimentar é uma
pradtica abolida desde janeiro de 2006 na Unido Européia em
vista do surgimento de resisténcia microrganismos (GAGGIA,
F.; MATTARELLI, P.; BIAVATI, B. Probiotics and prebiotics
in animal feeding for safe food production. International
Journal of Food Microbiology, v. 141, p. S15-S28, 2010;
MATHUR, S.; SINGH, R. Antibiotic resistance in food lactic
acid bacteria — a review. International Journal of Food

Microbiology, V. 105, P. 281-295, 2005). Entéao, a
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necessidade de mailis DFM estd aumentando substituindo os

aditivos AGPs.

[082] Exemplo experimental III - Culturas
submersas de leveduras em ambiente aerdbio usando bagaco-
de-cana no processo de Batelada Alimentada. O experimento
de batelada alimentada foi realizado apenas com S.
cerevisiae e R. mucilaginosa a fim de comparar as
performances dos processos batelada simples com a batelada
alimentada. O cultivo apresentou uma fase log mais curta
que a batelada simples, terminando em 12 - 24 h para R.
mucilaginosa LABI1 e em apenas 4 h para S. cerevisiae M26.
Estas culturas utilizando bagaco de cana no meio de cultura
em bioreator mudaram nutricionalmente o residuo final né&o
hidrolisado de bagaco apds o crescimento. Para o cultivo
das leveduras R. mucilaginosa e S. cerevisiae, o residuo de

bagaco n&do hidrolisado apds o cultivo foi cerca de 72 a

80%, e teve uma mudanca de: a) extrato etéreo aumentado de
0,7% para respectivamente 1,5-1,9%; b) cinzas diminuiram

de 5,5% antes da cultura para 3,9 e 3,5% respectivamente,

c) proteina bruta - aumento de 1,6% antes para 3,2 e 3,5%,
respectivamente, d) fibras - aumento de 38,3% para 41 a 42

% e d) nutrientes digestivos totais de 48,6% para 50,7% e
51,6% respectivamente. J& a biomassa de levedura foi muito
superior na R. mucilaginosa (2,4x108 cel/ml ou 4,0 g/1l) do
que para S. cerevisiae (0,4 x 108 cel./ml ou 2,2 g/l), o
que reflete a menor facilidade da segunda em hidrolisar o
baga¢co de cana. Dados de rendimento celular também apontam
para essa direcdo, com Yx/s de 0,2 g/g para R.

mucilaginosa, contra Yx/s de 0,1 g/g para S. cerevisiae.
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Viabilidade celular também foi maior para a primeira
(91.3%) do que para a segunda (77,5%) revelando a maior
afinidade de R. mucilaginosa para um meio cuja fonte de
carbono é predominantemente composta por fibras (bagaco de
cana). Foram detectadas as presencas de xilanases (0,19 a
0,31 U/ml) entre 0 e 24 horas de cultivo de R. mucilaginosa
e carboximetilcelulase (ou CMCase - atividade
endoglucanase) de 0,43 U/ml em 32 horas de cultivo. J& para
o cultivo de S. cerevisiae foli detectada a presenca de uma
quantia bem inferior das duas enzimas: 0,07 a 0,11 U/ml de
xilanase em intervalo de 0 a 24 horas de cultivo e 0 a 0,18
U/ml de CMCase entre 0 e 72 horas de cultivo. Entretanto, a
biomassa de R. mucilaginosa possuiu menos proteina bruta
(18,3%), residuos mineral seco (5,7%) e extrato etéreo
(0,7%) do que S.cerevisiae (respectivamente, 28,2%, 7,1% e
2,1%) neste processo de batelada alimentada, enquanto que
houve maior teor de fibra na biomassa de R. mucinaginosa
(5,8%) do que em S. cerevisiae (5,2%).

Disposig¢des finais

[083] Nesta invencdo estd sendo proposto um tratamento
bioldégico dos residuos lignoceluldsicos (tais como bagaco e
palha de cana, talo e raizes de plantas, pd de serra e
outros residuos ricos em fibras), utilizando-se leveduras
fibroliticas gque possuem enzimas especificas (celulases,
xilanases e betaglucanases) capazes de promover a digestéo
parcial da fibra melhorando a digestibilidade da mesma e
aumentando o teor de nutrientes através da propagacdo das
células de leveduras numa parte deste material, com consumo
de apenas cerca de 15 a 20 % da fibra.

[084] Para este tratamento bioldgico propde-se um
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cultivo que poderd ser feito através de bioprocessos com
alimentacdo em batelada simples e/ou batelada alimentada e
/ou processo continuo, dgque consiste na mistura do agente
catalizador, neste caso, um microrganismo com habilidades
especiais e o meio de cultura num reator, também denominado
fermentador, sob condigcdes especificas de operacdo. Tal
processo consegue converter fibras, aclUcares e outros
constituintes de residuos e/ou outras moléculas orgdnicas
em biomassa microbiana altamente eficaz na produgcdo de
enzimas em geral e, em particular, enzimas fibroliticas, o
que possibilita a conversdo microbiana dos carboidratos em
proteinas e outras moléculas orgdnicas de interesse
nutricional tanto para a salde animal como humana.

[085] Com o bioprocesso proposto, espera-se além da
produgdo de enzimas fibroliticas e microrganismos vivos
probidticos ou “Direct Fed Microbial” - DFM, também a
producdo de proteina microbiana ou “Single Cell Protein” de
baixo custo, tendo em vista qgue ndo hé& necessidade de
utilizar carboidratos mais caros, tals como sacarose ou
glicose, mas sim fibras a partir de residuos (que sdo muito
mals baratas) para conversdo em proteinas e/ou aminodcidos.
Utilizando-se o processo proposto, obtém-se enriquecimento
proteico e de outros nutrientes, além do aumento da
digestibilidade da fibra residual que consiste nas
particulas sdélidas filtradas apds o processo fermentativo,
as quais aumentam substancialmente o0s nutrientes, em
especial, a proteina e os minerais. Também é possivel via
centrifugacdo, a obtencdo da biomassa microbiana viva ou
morta, e com niveis de proteina bem mais elevados que na

fracdo sdélida residual obtida apdbds separacdo por filtracéo.
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[086] Dentre oS microrganismos com habilidade
fibrolitica, ou seja, produtores de enzimas extracelulares
tais como xilanases, celulases, betaglicosidases e oxidases
capazes de degradar fibras lignoceluldésicas, destacam-se as
leveduras de diversos géneros tais como Saccharomyces ,
Saccharomycopsis, Candida, Kluyveromyces, Rhodotorula,
Wickerhamomyces, Sporobolomyces , Sporidiobolus, Pichia,
Hansenula, Geotrichum, Paecilomyces, Wickerhamomyces.
Neste documento foram realizados experimentos com algumas
linhagens tais como Wickerhamomyces onychis LABIZ,
Sporobolomyces japonicus Sia 70a, Sporidiobolus pararoseus
Sia 33.1 Rhodotorula mucilaginosa LABI1 e a levedura
Saccharomyces cerevisiae M26, como controle. Com isso,
ficou evidente as vantagens dos microrganismos fibroliticos
em relacdo aos nao fibroliticos, para a producgdo dos
produtos de interesse citados aqui.

[087] O Dbioprocesso poderd ser operado com ou sem
reciclo de células e como mosto ou meio de cultura
formulado com nutrientes de wuso comum tais como sais
minerais, aclcares (glicose, sacarose, xilose, etc) fonte
de nitrogénio orgadnico tais como ureia, aminoéacidos,
proteinas, A4acidos nucleicos em diferentes graus de pureza.
Alternativamente, o meio de cultivo poderd ser feito a base
de residuos, tais como residuos alimentares, residuos do
processamento da madeira, tais como pd de serra, gravetos
etc, residuos agroindustriais tais como bagaco de mandioca,
bagaco de cana, &gua de maceracdo de milho, e residuos

agricolas, tais como talo de plantas, palha, casca e

sementes, em diferentes concentracdes (0,1 a 50%,
preferencialmente de 0,5 a 15%) . O mosto deve ser
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convenientemente preparado com &gua e ajustado o pH (2,0 a
7,0, preferencialmente de 4,0 a 6,5) ou ndo dependendo da
necessidade. A esterilizacdo ou pasteurizacdo do mosto néo
é imprescindivel mas conveniente.

[088] Com o cultivo proposto, a fibra (bagagco ou
palha de cana ou talo de plantas ou outras partes) a qual
integra o meio de cultivo como fonte de carbono, nédo é
totalmente hidrolisada, sobrando ao final do processo cerca
de 70 a 90%, evidentemente que se adicionar menos fibras ou
mais fibras teremos uma fibra residual menor ou maior. Esta
fibra residual nédo sé ¢é mais digerivel, mais nutritiva
(maior teor de nutrientes caros como proteinas e
vitaminas), mais palatavel, mas também J& conterda a
presenca de leveduras probidticas ativas, que irédo
colaborar no equilibrio e performance do intestino do
animal, no caso dos ruminantes, o rumem, com consequente
aumento da eficiéncia no processo de digestdo. Com isso, ©
animal se torna mais sadio, aumenta o ganho de peso e evita
doencas, sem a necessidade de administrar os antibidticos
em subdosagem, hoje pratica abolida nos principais mercados
mundiais.

[089] Essa maior eficiéncia digestiva é acompanhada
de menores custos com a formulacdo das racdes, tendo em
vista que hd um aumento substancial no teor proteico e de
outros nutrientes, que irdo contribuir para maior conversdao
de proteina vegetal ou microbiana em proteina animal, além
de menores custos operacionais.

[090] Alternativamente, as leveduras com
caracteristicas probidéticas ou aditivos microbianos para

melhoria da digestibilidade e, consequente melhora da
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nutricdo, também conhecidos como “Direct Fed Microbial” ou
DFM, podem ser separadas, secas e comercializadas de forma
independente dos residuos, tanto para a nutricdo animal
como humana.

[091] Portanto a tecnologia proposta pode ser aplicada
tanto num ambiente 1industrial (fédbricas de insumos ou
racdo) com producdo de produtos mais puros tais como o0s
DFM, enzimas, quanto em fazendas ou propriedades agricolas
menores, OU mesmo em cooperativas agricolas, com producdo
de misturas destes produtos associados as fibras de

diversas naturezas, aqui Jja explicitadas.
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REIVINDICAGCOES

1. Processo de obtencdo de leveduras probidticas e
enriquecimento nutricional de residuos para beneficio a
saude humana e animal, caracterizado pelo fato de
compreender as seguintes etapas:

A) Cultivo de microrganismos fibroliticos, em especial,
leveduras fibroliticas, em meios formulados com residuos
lignoceluldésicos podendo conter outros tipos de materiais
tais como amido, proteina, lipideos, dentre outros e com
bioprocessos aerados ou ndo, e com forma de alimentacdo de
substrato em Dbatelada simples, Dbatelada alimentada ou
processo continuo; e

B) Apds cultivo, a fibra ndo totalmente digerida pode
ser separada da parte liquida por filtracédo e/ou
centrifugacdo, e a levedura produzida entdo separada por
centrifugacdo e ambas fracgdes wutilizadas para consumo
animal, e ainda a fracdo contendo a biomassa podendo ser
usada também para alimentacdo humana, apds secagem ou
consumida Umid, sendo a fracdo fibrosa utilizada como
volumoso para alimentacdo animal e fonte complementar de
proteina, sais e outros nutrientes e a fracdo da biomassa
de levedura podendo ser utilizada como aditivo probidtico
na alimentacdo humana ou animal.

2. Processo, de acordo com a reivindicacéo 1,
caracterizado pelo fato de que na etapa A estd sendo
proposto um tratamento bioldgico do cultivo de residuos
lignoceluldsicos (tais como bagaco e palha de cana, talo e
raizes de plantas, pbd de serra e outros residuos ricos em
fibras), utilizando-se leveduras fibroliticas gque possuem

enzimas especificas (celulases e xilanases) capazes de
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promover a digestdo parcial da fibra melhorando a
digestibilidade da mesma e aumentando o teor de nutrientes
através da propagacdo das células de leveduras numa parte
deste material, com consumo de apenas cerca de 15 a 20% da
fibra.

3. Processo, de acordo com as reivindicacgdes 1 e 2,
caracterizado pelo fato de ser operado com ou sem reciclo
de células e como mosto ou meio de cultura formulado com
nutrientes de uso comum tais como sais minerais, acucares
(glicose, sacarose, xilose, etc) fonte de nitrogénio
orgédnico tais como ureia, aminodcidos, proteinas, 4acidos
nucleicos em diferentes graus de pureza, ou
alternativamente, o meio de cultivo podendo ser feito a
base de residuos, tais como residuos alimentares, residuos
do ©processamento da madeira, tais como pd de serra,
gravetos etc, residuos agroindustriais tais como bagaco de
mandioca, bagaco de cana, agua de maceracdo de milho, e
residuos agricolas, tais como talo de plantas, palha, casca
e sementes, em diferentes concentracdes (0,1 a 50%,
preferencialmente de 0,5 a 15%), sendo ainda o mosto (meio
de cultura) convenientemente preparado com agua e ajustado
o pH (2,0 a 7,0, preferencialmente de 4,0 a 6,5) ou néao
dependendo da necessidade, sendo a esterilizacéo ou
pasteurizacdo do mosto ndo imprescindivel, mas conveniente.

4. Processo, de acordo com a reivindicacéo 1,
caracterizado pelo fato da etapa A compreender tratamento
bioldébgico de cultivo que poderd ser feito através de
bioprocessos com alimentacdo em batelada simples e/ou
batelada alimentada e /ou processo continuo, que consiste

na mistura do agente catalizador, neste caso, um
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microrganismo com habilidades especiais e o meio de cultura
num reator, também denominado fermentador, sob condicgdes
especificas de operacéo.

5. Processo, de acordo com as reivindicacdes 1, 2 e 3,
caracterizado pelo fato de que tal processo consegue
converter fibras, aclcares e outros constituintes de
residuos e/ou outras moléculas orgdnicas em Dbiomassa
microbiana eficaz na producdo de enzimas em geral e, em
particular, enzimas fibroliticas, o que ©possibilita a
conversdo microbiana dos carboidratos em proteinas e outras
moléculas orgédnicas de interesse nutricional tanto para a
saltde animal como humana.

6. Processo, de acordo com a reivindicacéo 1,
caracterizado pelo da etapa A envolver uso de
biocatalizadores dessa reacdo bioldégica, os gquails consistem
principalmente de: microrganismos com habilidade
fibrolitica, ou seja, produtores de enzimas extracelulares
talis como xilanases, celulases, betaglicosidases, oxidases
dentre outras capazes de degradar fibras lignocelulédsicas,
destacam-se as leveduras de diversos géneros tais como
Saccharomyces, Saccharomycopsis, Candida, Kluyveromyces,
Rhodotorula, Sporobolomyces, Sporidiobolus, Pichia,
Hansenula, Geotrichum, Paecilomyces, Wickerhamomyces,
destacando ainda os experimentos feitos com as linhagens
Wickerhamomyces onychis LABIZ, Sporobolomyces japonicus Sia
70a, Sporidiobolus  pararoseus Sia 33.1, Rhodotorula
mucilaginosa LABI1 e a levedura Saccharomyces cerevisiae
M26, como controle.

7. Processo, de acordo com as reivindicacgbes 1 a 6,

caracterizado pelo fato da producgdo de enzimas fibroliticas
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e microrganismos vivos probidticos ou “Direct Fed
Microbial” - DFM, também a producdo de proteina microbiana
ou “Single Cell Protein” de baixo custo, tendo em vista que
ndo hé& necessidade de wutilizar carboidratos mais caros,
tais como sacarose ou glicose, mas sim fibras a partir de
residuos baratas para conversé&o em proteinas e/ou
aminoacidos.

8. Processo, de acordo com as reivindicacdes 1 a 7,
caracterizado pelo fato de garantir a partir do cultivo
proposto, que a fibra, do bagaco ou palha de cana ou talo
de plantas ou outras parte a qual integra o meio de cultivo
como fonte de carbono, ndo necessariamente precisa ser
totalmente hidrolisada, podendo sobrar ao final do processo
cerca de 70 a 90%.

9. Produto obtido, de acordo com a reivindicacdo 8,
caracterizado pelo fato de ser fibra residual mais
digerivel, mais nutritiva (maior teor de nutrientes caros
como proteinas e vitaminas) e contendo leveduras
probidticas ativas, que além de aumentar palatabilidade,
irdo colaborar no equilibrio e performance do intestino do
animal, no caso dos ruminantes, o rumem, com consequente
aumento da eficiéncia no processo de digestdo. Com isso, o
animal se torna mais sadio, aumenta o ganho de peso e evita
doencas, sem a necessidade de administrar os antibidéticos
em subdosagem, hoje pratica abolida nos principais mercados
mundiais.

10. Produto obtido, de acordo com as reivindicacdes 8 e
9, caracterizado pelo fato de ser fibra residual com maior
eficiéncia digestiva, acompanhada de menores custos com a

formulacdo das racgdes, tendo em vista que ha& um aumento
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substancial no teor proteico e de outros nutrientes, que
ir&o contribuir para maior conversdo de proteina vegetal ou
microbiana em proteina animal, além de menores custos

operacionais.
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RESUMO

Processo de obtengdo de 1leveduras probidticas e
enriquecimento nutricional de residuos para beneficio a
sauide humana e animal

A presente invencdo se insere no campo da microbiologia
e nutricdo animal, mais particularmente dentro do campo da
aplicacdo de microrganismos especialis na conversdo de
residuos em compostos nutricionais e melhoria das racdes e
nutricéao animal. Nesta invencéao foi demonstrado um
tratamento bioldégico dos residuos lignoceluldsicos
utilizando-se leveduras fibroliticas capazes de promover a
digestdo parcial da fibra, melhorando a digestibilidade da
mesma e aumentando o teor de nutrientes por meio da
propagacdo das leveduras e consumo parcial da fibra. Desta
forma foi provado: a) o crescimento destas leveduras em
meios de cultura baratos e na auséncia de oxigénio, Db)
producdo de 20 aminoadcidos (exceto W. onychis LABRI2), c)
producdo de xilanases e celulases d) composicdo guimica das
favordvel a nutricdo animal d) hidrdélise 1lignoceluldsica
parcial aumentando os nutrientes digestiveis totais. Esses
resultados indicam o uso destas leveduras na alimentacdo
animal, como probidticos a fim de aumentar a performance
ruminal, e na conversdo e enriquecimento nutricional de
fibras usadas na composicdo das racdes, tornando-as mais
baratas e eficientes na conversdo animal.

S&o reivindicados 0S processos de obtencéo das

leveduras, os produtos obtidos e usos dos mesmos.
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