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Expediente No. 09-10962
Solicitantes: Ouro Fino Participacoes E Empreendimentos S.A.
Asunto: Complemento de Informacion de Prioridad

MONICA WOLF WASSERMAN, identificada con cédula de ciudadania No. 51°711.267 de
Bogota y con Tarjeta Profesional de Abogado No. 46.034 del Consejo Superior de la Judicatura,
como apoderada de la sociedad Ouro Fino Participagoes € Empreendimentos S.A., por medio
de la presente me permito me permito allegar los siguientes documentos:

1. Copia certificada del registro en el Instituto Nacional de Propiedad Industrial de Brasil de
la patente de invencion, para el cual se reivindicé la prioridad No. P10804115-6.
2. Traduccion oficial del documento de prioridad No. PI 0804115-6.

Asi las cosas amablemente le solicito se contimie con el tramite de la solicitud y se conceda el
registro de la patente de invencion en referencia.

NOTIFICACIONES

Recibiré notificaciones en la Secretaria de ése Despacho y en mi oficina, ubicada en la Calle
83 A No. 23-90 de esta ciudad.

ANEXOS

Lo indicado.

De la Sefiora Jefe,

ONICA WOLF WASSERMAN
C.C. No. 51.”711.267 de Bogota
TP.A.46.034 del C.S. delal.



REPUBLICA FEDERATIVA DO BRASIL
Ministério do Desenvolvimento, da Indistria e Comércio Exterior.
Instituto Nacional da Propriedade Industrial
Diretoria de Patentes

PARA EFEITO DE REIVINDICACAO DE PRIORIDADE

g COPIA OFICIAL

O documento anexo é a copia fiel de um
Pedido de Patente de Invencio.
Regularmente depositado no Instituto
Nacional da Propriedade Industrial, sob
Numero PI 0804115-6 de 02/05/2008.

. Rio de Janeiro, 13 de Marco de 2009.

Oscar Paulo Bueno
Chefe do SEPDOC
Mat. 0449117
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Ao Instituto Nacional da Propriedade Industrial:

O requerente solicita a concessao de um privilégio na natureza e nas condi¢des abaixo indicadas:

1. Depositante (71): itz more o0 Cleppors ot v heizize 04808 0062461,
1.1 Nome: OURO FINO PARTICIPAGOES E EMPREENDIMENTOS LTDA.
1.2 Qualificacao: Empresa Brasileira
1.3  CNPJ/CPF: 07065512/0001-85
1.4 Endereg¢o completo: Avenida Independéncia, 3320 — sala 24, Alto da Boa Vista, Riberao Preto - SP
1.5 CEP: 14025-230
16  Telefone: ( ) 1.7 Fax: ( )
6"’*«,;1.8 E-mail:
gl [ ]continua em folha anexa
' 2. Natureza: [X] Invengao [ 1 Modelo de Utilidade [ 1 Certificado de Adi¢cao

Escreva, obrigatoriamente, e por extenso, a Natureza desejada: : PATENTE DE INVENGAO

' 3. Titulo da Invengéo, Modelo de Utilidade ou Certificado de Adicao (54):
“PROCESSO PARA A PRODUGAO DE BIODIESEL E/OU OLEO COMBUSTIVEL”

[ ]continua em folha anexa

4, Pedido de Divisdo: do pedido N° . de / /
5. Prioridade: [ X Jinterna [ Junionista
‘!_ ' O depositante reivindica a(s) seguinte(s) prioridade(s)
- Pais ou organizagédo de origem Nidmero do depdsito Data do depésito
‘ | BR 018070026836 02/05/2007 -
6. Inventor (72):

[ ]Assinale aqui se o(s) mesmo(s) requer(em) a nao divulgacé@o de seu(s) nome(s)

6.1 Nome: Dolivar Coraucci Neto

6.2 Qualificacdo: Engenheiro Quimico 6.3 CPF:

6.4 Enderego completo: Rua Barao do Rio Branco, 221, Centro, Sertdozinho - SP
6.5 CEP: 14160-040

6.6 Telefone: ( ) 6.7 Fax: ( )

6.8 E-mail:

[ ] continua em folha anexa

Formulario 1.01 — Deposito de Pedido de Patenté ou de Certificado de Adicdo (folha 1/2)
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7. Declaragao na forma do item 3.2 do Ato Normativo n°® 127/97 Q
. ® 'S )
[X] 7.1 Declaro que os dados fornecidos no presente formulario sao idénticos ao da certiddo de depésito ou

documento equivalente do pedido cuja prioridade esta sendé féivindicada.
[ ]em anexo

8 Declaracao de divulgagao anterior nao prejudicial (Periodo de Graga): -
(art. 12 da LPI1 e item 2 do AN n°® 127/97)

[ ]em anexo

9. Declaragao na forma do art. 2° da Resolugdo/INPI n° 134 de 13/12/06

[ 1 9.1 Declaro que o objeto do presente pedido de patente de invencéo foi obtido em decorréncia de acesso a
amostra de componente do patriménio genético nacional, realizado a partir de 30 de junho de 2000, e
que foram cumpridas as determinagées da Medida Proviséria 2.186-16, de 23/08/01, informando ainda:

9.2 Numero e data da Autorizagdo do acesso correspondente:
Ne: Data. / /

9.3 Origem do material genético e do conhecimento tradicional associado, quando for o caso:

[ ]continua em anexo

w__,.-;[ 1 9.4 Declaro que o objeto do presente pedido de patente de invengdo nio foi obtido em decorréncia de acesso

& amostra de componente do patriménio genético nacional, realizado a partir de 30 de junho de 2000.

10. Procurador (74): v
10.1 Nome: KATIA JANE FERREIRA EVANGELISTA
10.2 CPF/CNPJ: 248.053.448-06" 10.3 API/OAB: . 1825

10.4 Enderegco completo: Av. Brigadeiro Faria Lima, 1485 — 12° andar — Sao Paulo — SP
10.5 CEP: 01452-002

10.6 Telefone:(011) 21.49.45.00 10.7 -“FAX: ( 011 ) 38.19.04.55
11. Documentos anexados (assinale e indique também o numero de folhas):
(Devera ser indicado o n°. total de somente uma das vias de cada documento)
X | 11.1 Guia de recolhimento ‘ 01 fis.| X | 11.5 Relatério Descritivo 48 fls.
X |11.2 Procuragao 02 fls.] X |11.6 Reivindicacbes 06 fls. 1
11.3 Documentos de Prioridade fis.} X 111.7 Desenhos 07 fls. |
11.4 Doc. de contrato de trabalho fls.] X | 11.8 Resumo 01 fls..
11.9 Outros (especificar) fls.
X {11.10 Total de folhas anexadas 65 fls. |

12. Declaro, sob penas da lei, que todas as informagdes acima prestadas sdo completas e
verdadeiras

A

SAO PAULO, 02/05/2008 } m)@{m,\h%@

Local e Data Katia Uane Ferreira Evangelista
API 1825

Formulario 1.01 — Depésito de Pedido de Patente ou de Certificado de Adigo (folha 2/2) :
1527-0005 — KJF - FRO
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“PROCESSO PARA A PRODUCAO DE BIODIESEL E/OU OLEO
COMBUSTIVEL”

CAMPOQ DA INVENCAO

A presente invengao trata de um processo para a produgéo de
biodiesel efou éleo combustivel a partir de biomassa microbiana oleaginosa
elou algal e/ou de derivados e residuos da cana de agtcar. Os produtos objeto
da presente invengéo sao adequados para uso direto em motores e na geragao
de energia ou vapor.

HiSTORICO DA INVENCAO

Com as previsdes atuais de que as reservas de petroleo estaréo
extintas nas proximas décadas, outras fontes de enefg'ias tém sido
pesquisadas em todo mundo. Dentre essas alternativas, oé-biocombustiveis,
tais como etanol e biodiesel, apresentag; um potencial significativo, por serem
formas de energias pouco poluentes e ao mesmo tempo renovaveis.

No caso especifico do biodiesel, em produgdo de grandes
escalas, as tecnologias tém sido desenvolvidas a partir de matérias primas
ricas em lipidios e acidos graxos de origem vegetal e animal.
Desafortunadamente os lipidios e gorduras derivados de plantas e de animais,
produzidos em todo mundo, atendem apenas a demanda de consumo para
producdo de alimentos e para a industria 6leo-quimica. Desta forma, é de
extrema importancia a busca de outras fontes alternativas de produgéo de
lipidios e acidos graxos para uso na producédo de biodiesel e dleo combustivel.
A sintese de lipidios e gorduras por via microbiana apresenta-se como
alternativa tecnolégica para essa finalidade.

Trés sdo as principais vantagens de producdo de lipidios por
microrganismos. A primeira, € a grande rapidez de gera¢do, ou seja, a
biomassa microbiana dobra em um intervalo de horas, leveduras produzem

uma nova geracdo entre uma e trés horas, algas entre duas e seis horas e
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fungos de quatro a doze horas. A segunda, é a necessidade de menor area de
producdo para uma mesma massa de material graxo, ou seja, € possivel
produzir em um fermentador a mesma quantidade de lipidios em muito menos
tempo e em area até trinta vezes inferior aquela utilizada em plantios de
vegetais. E a terceira, é a possibilidade de se ter um melhor controle do
processo de producédo e do produto, ou seja, o controle dos biorreatores, ou
fermentadores, € muito mais simples do que o controle de uma lavoura
agricola, além de nao dependerem de variagdes climaticas e/ou sazonaveis.

Nem todos os microrganismos acumulam lipidios em quantidade
suficiente para viabilizar a sua produgédo em escala econdémica e industrial. Os
microrganismos considerados oleaginosos aqueles que podenﬁ' acumular mais
de 20% de lipidios em sua biomassa seca. Os fundamentos basicos da
fisiologia para acumulagéo de lipidios por microrganismos tém sido estudados
por varios pesquisadores ao redor do mundo.

As leveduras podem ser citadas como um dos grupos de
microrganismos mais interessantes, por sua Capacidade de acumular grandes
quantidades de lipidios ao nivel intracelular, bem como pelas suas taxas de
crescimento relativamente altas e sua semelhanga na composi¢do dos
trigliceridios com a dos 6leos vegetais.

Em alguns casos, esses microorganismos podem acumular até
70% de seu peso seco em lipidios, sendo que os principais trigliceridios
formados sao de cadeias entre 16 e 18 atomos de carbono.

Durante a Segunda Guerra Mundial, com a escassez de lipidios
de origem vegetal, o cultivo de leveduras possibilitou a fabricagdo de oleos e
seus derivados, como margarihas e outros produtos. Na industria cosmética
atual, acidos graxos de alto valor comercial sdo usados como emulsificantes e
estabilizantes. Esses lipidios podem igualmente ser sintetizados por via

microbiana.
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. As algas representam outra fonte importante de lipidios, séo
igualmente capazes de acumular concentragdes de até 65% em relagao ao
peso de sua biomassa seca. Elas podem ser classificadas como organismos
fotossintéticos, como as plantas, pois utilizam energia solar para, juntamente
com agua e dioxido de carbono, gerar biomassa. Dentro dessa classificagéo, a
presente invencdo tem também como objetivo a utilizagdo de organismos
fotossintéticos que crescem em ambiente aquatico, ou seja, macroalgas,
microalgas e outros organismos aquaticos para produgdo de produtos de
interesse corﬁeréial, em particular lipidios para produgdo de biodiesel e 6leo
combustivel.

Macroalgas sdo plantas de crescimento avcelerad'o e alcangam
tamanhos consideraveis, em torno de 50'm~ de compriménto. vJé as microalgas,
como o proprio nome sugere, sdo organismos fotossintéticos micr.oscépicos
encontrados em ambientes marinhos e de 4gua doce.

O estudo das microalgas ainda é relativamente pouco conhecido
e as algas como um todo s&o organismos ainda muito pouco compreendidos e
empregados em termos biotecnolégicos. As microalgas séo divididas em uma
variedade de classes, de acordo com seus pigmentos, ciclo de vida e estrutura
celular basica. As quatro classes mais importantes de microalgas em termos de
abundancia sdo Bacillariophyceae, Chlorophyceae, Cyanophyceae e
Chrysophyceae. Elas sdo as formas mais primitivas de plantas, possuem
mecanismo fotossintético similar aquele das plantas superiores, entretanto,
convertem a energia solar em outras formas mais eficientes, devido a sua
estrutura celular simples. Além disso, como as células crescem em suspensao
aquosa, elas possuem mais acesso a agua, didxido de carbono e outros
nutrientes. Por esses motivos, as microalgas sao capazes de produzir trinta
vezes ou mais a quantidade de 6leo por unidade de area plantada, quando

comparada aos gréaos de oleaginosas.
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Pode-se afirmar, portanto, que as microalgas formam um grupo
heterogéneo, o qual engloba microrganismos fotossintetizantes tanto
eucariéticos quanto procaridticos. As microalgas sdo geralmente unicelulares,
Gram-negativas e vivem predominantemente em ambiente aquatico.

A grande eficiéncia fotossintética desses microrganismos faz com
que eles formem a base da cadeia alimentar nos ecossistemas aquaticos,
sendo responsaveis por cerca de 40-50% da fixagéo de carbono e da produgao
de oxigénio do planeta. Além disso, as microalgas sintetizam matéria organica
a partir de substratos inorganicos como sais, diéxido de carbono e agua.

A partir desse conhecimento, a produgdo de lipidios por via
microbiana surge como uma alternativa viavel e inovadora na Co;ncorréncia com
a  produgcdo de o6leos e gorduras de origem vegétal e/ou animal. Os
microrganismos, como seres vivos mais simples que plantas e animais,
poderéo ser utilizados de maneira econdmica em larga ou pequena escala na
producéo de biodiesel ou na geragdo de combustiveis energéticos, bem como
na produgao de outros produtos.

DESCRICAO RESUMIDA DA INVENCAO

E, portanto, objetivo da presente invengdo, prover um processo
industrial que possa integrar as diversas fontes de matéria prima para a
producdo de biodiesel e/ou Oleo combustivel, como uma alternativa
consideravel aos combustiveis foésseis atuais.

Os produtds, lipidios de origem microbiana e/ou algal, objeto da
presente invencdo nido sio poluentes e sdo obtidos de fontes renovaveis,
compreendendo derivados e residuos da cana de aglcar tais como caldo,
melaco, agucar refinado e/ou integral, aglGcares provenientes da hidrélise das
folhas efou bagaco, os efluentes liquidos residuais provenientes da produgéo
de biomassa microbiana e o diéxido de carbono, além do glicerol, subproduto

proveniente da produgéo de biodiesel. Todos esses substratos podem ser
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utilizados de forma isoladas ou de qualquer forma integrados em um mesmo
processo ecologicamente adequado e inovador.

As figuras ilustrativas, em anexo, detalham as caracteristicas do
processo de produgéo de biodiesel e/ou 6leo combustivel segundo a presente
invengao, sendo que:

- A Figura 1 ilustra um fluxograma geral do processo integrado segundo a
presente invengao;

- A Figura 2 ilustra um fluxograma das etapas de pré-tratamento e hidrélise de
bagago de cana de aglcar,

- A Figura 3 ilustra um fluxograma da unidade de produg@o de biomassa
microbiana oleaginosa;

- A Figura 4 ilustra o perfil da evolugao cinética dos principais parametros da
producao de biomassa microbiana oleaginosa;

- A Figura 5 ilustra um fluxograma das unidades de cultivo e recuperagao de
biomassa algal;

- A Figura 6 ilustra um fluxograma da etapa de extfagéo de lipidios e liquefacao
direta de biomassa microbiana oleaginosa e biomassa algal;

- A Figura 7 ilustra um fluxograma da etapa de transesterificagao de lipidios; e

- A Figura 8 ilustra um fluxograma de utilizagc&o alternativa de lipidios.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

Como ilustrado na Figura 1, em acordo com a presente invencéo,
0 processo para a producdo de biodiesel e/ou 6leo combustivel a partir da
biomassa microbiana oleaginosa e/ou algal obtida dos derivados e residuos da
cana de agucar, em sua forma integrada, compreende sete unidades de
processamento, as quais englobam as etapas de produgdo e extracdo de
lipidios microbianos e algal, a etapa da produgdo de biomassa microbiana
oleaginosa de leveduras efou fungos filamentosos obtidos a partir dos

derivados e residuos de cana de agucar, bem como a etapa da producgédo de



biodiesel e reutilizagdo do glicerol proveniente da unidade de transesterificagao
dos lipidios. A biomassa algal é produzida concomitantemente através do
aproveitamento integral dos residuos, CO; e caldo residual, efluente liquido da
produgéo de biomassa microbiana. Essas unidades basicas compreendem:

Um conjunto de Processamento do Bagago de Cana de Agucar
(Unidade 1);

Um conjunto de Produgdo de Biomassa Microbiana a Partir de
Derivados da Cana de Aclcar, Bagago de Cana de Acucar Hidrolisado e
Glicerol (Unidade 2);

Um conjunto de Processamento da Biomassa Microbiana Oleaginosa
(Unidade 3); D

Um conjunto de Cuiltivo e Recuperacéo de Biomassa Aléal (Unidade 4);

Um conjunto de Extragdo e Liquefag&o Direta Térmica de Lipidios
Microbiano e/ou Algal (Unidade 5);

Um conjunto de Transesteriﬁcagédde Lipidios (Unidade 6); e

Um conjunto de Processaménto para Utiliiagéo do Oleo Combustivel
Obtido por Liquefagao Direta Termopressurizada para Geragéo de Calor e/ou
Vapor e Aplicagdo como Adjuvante ao Petréleo (Unidade 7).

O processo segundo a presente invengado sera a seguir descrito
através da seqiiéncia operacional de processamento das diversas fontes de
matérias primas para a produgdo de biodiesel e/ou 6leo combustivel. O
processamento descrito foi realizado em instalagdes de estudos e analises em
condicbes laboratoriais. Assim sendo, as diversas etapas do processo da
invengcao compreendem:

12 ETAPA - HIDROLISE ACIDA DO BAGAGO DE CANA DE ACUCAR

Na Unidade 1 - Processamento do Bagagco de Cana de Acglcar,
conforme ilustrado no fluxograma da Figura 2, o bagag¢o de cana de agucar

resultante da extracao do caldo, que € um residuo lignocelulésico produzido em
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grandes volumes, em média 150 kg/ton de cana moida, € reutilizado apds
hidrélise como fonte de carbono no processo de producdo de biomassa
microbiana oleaginosa de leveduras e/ou fungos filamentosos. Com essa
finalidade, o bagago de cana de agucar passa por duas etapas basicas
fundamentais, o pré-tratamento e a hidrélise.

PRE-TRATAMENTO DO BAGACO DE CANA DE ACUCAR

O pré-tratamento do bagago de cana de ag¢lcar é requerido para
alterar o tamanho e a estrutura das fibras lignocelulésicas, micro e
macroscopicamente, bem como para alterar a composi¢ao quimica e estrutura
sub-microscépica das mesmas, para que a hidrélise da fracao qe carboidratos
em aglcares monoméricos possa ser alcangada mais fapfdamente e com
rendimentos mais elevados. Os objetivos do pré-tratamento 'sdo a remogéo da
lignina e hemicelulose, reducao da cristalinidade da celulose e o aumento da
porosidade dos materiais. Um bom pré-tratamento melhora a formacédo de
agucares ou a habilidade de formacéo destes através da hidrolise enzimatica,
assim como evita a degradagédo ou perda de carboidratos e a formagao de

subprodutos que possam inibir as reégées subseqlientes de hidrélise e

formacéo da biomassa microbiana oleaginosa. O pré-tratamento empregado no-

processo da presente invengao pode ser realizado por meios fisicos, tais como
a trituragdo mecéanica ou moagem, ou por meios fisico-quimicos, quimicos,
biolégicos ou suas combinagdes.

Segundo a presente invengao, os meios fisicos de pré-tratamento
sao preferidos, mais preferencialmente a trituragdo mecanica que € uma
combinagao de corte, trituracdo e moagem do bagago. O bagago de cana de
agucar seco € moido em um triturador de facas, tal como o de marca Sadrind
K8/25. Na seqiiéncia, esse material é peneirado, sendo a fragdo contendo
particulas entre 0,1-0,8 mm encaminhada para a etapa de hidrolise acida. Na

trituracdo mecanica podem ser utilizados igualmente outros tipos de
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equipamentos, tais como moinhos de cesto vibratdrio, moinhos de bola,
triturador de martelos, triturador de rolos, amassadores ou qualquer outro
equipamento visando sempre a redugdo das particulas do bagaco, folhas e
aparas de cana de agucar para facilitar a hidrélise desse material celulésico.

Dentre os pré-tratamentos fisico-quimicos que podem ser
utilizados igualmente no processo da presente invencao, se faz referéncia a
explosao a vapor, a explosdo com fibra de aménia e a explosdo com CO,. Na
explos&o a vapor, o bagago de cana de aglcar deve ser inicialmente moido,
tratado com vapor saturado de alta pressédo e submetido a reducao brusca de
pressdo. Esse procedimento geralmente ocorre entre 100-300°C e 0,43-5,57
MPa, durante um perf_odo de tempo que pode variar dé, algu'ns segUndos até
varios minutos. |

De forma semelhante,- no pré-tratamento com amoénia faz-se a
exposigao do bagago de cana de aglcar a aménia liquida em alta temperatura
e sob elevada pressao, seguida de queda abrupta da temperatura. Esse
procedimento utiliza em torno de 1-2 kg de aménia liquida / kg de bagaco de
cana de agucar seco, a uma temperatura entre 60-120°C por um periodo de
reagéo entre 10 e 60 minutos.

Ja no caso da explosdo a CO,, utiliza-se em torno de 2-5 kg de
CO; / kg de bagacgo de cana de aglcar, a pressées em torno de 5,62 MPa, por
um periodo de tempo similar as outras duas técnicas.

Ainda, segundo a presente invengao, um pré-tratamento quimico
do bagaco de cana de aglcar pode ser feito por ozondlise, hidrélise acida,
hidrélise alcalina e deslignificagéo alcalina, dentre outros.

A ozondlise consiste em degradar a lignina e a hemicelulose
utilizando-se para tanto o oz6nio. A ozondlise é preferida por ser mais
vantajosa, pois nao produz residuos tdxicos, as reagdes ocorrem a temperatura

ambiente e remove lignina de forma muito eficiente. J& o pré-tratamento
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quimico por via acida pode utilizar, dentre outros, o acido sulfurico, acido
cloridrico e acido fosférico, diluidos ou concentrados, em condi¢gdes criticas de
pressao e temperatura ou nao e de modo continuo ou em batelada. Essa
técnica, no entanto, requer uma etapa de neutralizacdo para que o material
possa ser utilizado na produgao da biomassa microbiana oleaginosa. Por seu
turno, o pré-tratamento quimico por via alcalina possui as mesmas variaveis
daquele por hidrélise acida, porém utiliza hidréxido de sddio, amoénia ou outros
compostos alcalinos em concentragdes variando de cerca de 2 a 30%. Além

desses trés métodos quimicos aqui citados, ha ainda a possibilidade de se
realizar a deslignificagao oxidativa do bagago de cana de aglcar através da
exposi¢cao deste ao peroxido de hidrogénio em concentragées de 1 a 5% e em
temperaturas entre 20-50°C durante um periodo de tempo de 5 a 30 minutos.

Adicionalmente, existe ainda a possibilidade de se realizar o pré-
tratamento do bagago de cana de agucar através de procedimentos bioldgicos.
Para tanto, sao utilizados microrganismos,: tais como fungos basidiomicetos
(brown-, white- and soft-rot fungi), capazes de degradar lignina e hemicelulose.

Todos os pré-tratamentos do bagaco de cana de agucar acima
citados estao incorporados no dmbito da presente invengao.

Seguindo-se o pré-tratamento, é efetuada a hidrélise do bagacgo
de cana de aculcar, através dos quais os polimeros de carboidratos sao
convertidos em agucares monoméricos. A celulose pode ser rompida
hidroliticamente a glicose tanto via enzimatica, através da acdo de celulases,
quanto quimicamente, através da acao de acidos. Apds a hidrélise, os agucares
de seis carbonos, também chamados hexoses (glicose, galactose € manose),
sao prontamente fermentados, enquanto que as pentoses (xilose e arabinose)
sdo fermentadas apenas por algumas poucas cepas ou linhagens de
microrganismos. A hidrélise quimica pode ser realizada através do uso de

acido, diluido ou concentrado, tais como acido sulftrico, acido cloridrico, acido
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fosférico e/ou outros acidos, com concentragbes variando de 2-80%, a
temperaturas variando de 25-150°C, durante um periodo de reacao variando de
alguns minutos a diversas horas, com ou sem sistemas de recupera¢dao ou
neutralizagéo de acidos.

Também, de acordo com a presente invencdo, a hidrélise
enzimatica do bagago de cana de aglcar é realizada utilizando-se enzimas
altamente especificas, denominadas celulases. Esse método emprega
condi¢ées muito mais brandas quando comparado a hidrélise acida, ocorrendo
em faixas de pH em torno de 4,5 e em temperaturas variando de 25-60°C. As
celulases sdo geralmente uma mistura de diversas enzimavs_,, sendo que no
processo de acordo com a presente invengao preferé—se o uso de
endoglucanases (EC 3.2.14), exoglucanases (EC 3.2.1.91) efou B-
glucosidases (EC 3.2.1.21). Segundo a presente invencao, a hidrélise pode ser
realizada com substratos concentrados ou nao, com concentragbes de
celulases variando de 5 a 40 FPU/g de substrato, tempo de reacgéo variando de
24-96 horas e utilizando enzimas imobilizadas ou nao.

Por se considerada mais vantajosa e econdémica, a hidrélise acida
¢ preferida, conforme os resultados praticos obtidos em condigdes otimizadas.

HIDROLISE ACIDA DO BAGAGO DE CANA DE ACUCAR

Conforme ilustrado na Figura 2, o bagaco da cana de agucar seco
e moido, com particulas entre 0,1-0,8mm ¢é hidrolisado em um reator de ago
Inox AlSI 316 com capacidade de 10 litros a 125 °C, por 20 minutos, utilizando
1 kg de matéria seca para 120 gramas de H,SO4 concentrado, com uma
relacao solido liquido de 1:10.

Apoés hidrélise, a suspensdo é centrifugada para remog¢éao do
residuo sélido nao hidrolisado, o qual é lavado com agua para extragéo dos
acucares remanescentes. O hidrolisado (sobrenadante) obtido & concentrado

em cerca de seis vezes em evaporador rotatério a vacuo tal como o secador
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BUCHI R-215, a uma temperatura de cerca de 65 °C, como forma de aumentar
a concentragdo dos agucares totais presentes no hidrolisado. O hidrolisado
concentrado € entdo tratado para eliminar compostos toxicos derivados do
furano, tais como furfural e hidroximetilfurfural, derivados da degradacéo da
lignina, que sdo compostos fendlicos, e acidos fracos tais como acido acético,
acido férmico e acido levulinico, que sdo formados durante o processo de
hidrolise acida e atuam como  substancias inibidoras do crescimento
microbiano, neste caso a levedura. O hidrolisado de bagaco de cana de aclcar
¢ finalmente detoxificado segundo técnica descrita por Marton et al. (2003), a
qual consiste em alterar o pH através da adigéo de Oxido de calcio comercial
(Ca0) até pH 7.0, seguida de uma acidificagido com acido fosféfico atepH25e
posterior neutralizagdo com 6xido de calcio (CaO). Em cada uma dessas
etapas de alteragcdo do pH séo feitas remogées do precipitado por filtracédo. Na
seqliéncia, o hidrolisado é misturado com carvdo ativado granular numa
propor¢ao de 10 gramas de carvao para cada 1 litro de hidrolisado em um
reator de ago Inox AISI 316, capacidade de 10 litros, contendo no seu interior
um sistema de agitacdo mecanica por pas. Os melhores resultados em termos
da detoxificagcdo do hidrolisado de bagago de cana de acucar foi alcangado
ap6s um tratamento por um tempo de cerca de 40 minutos, em temperaturas
de cerca de 65 °C e com agitagdo de cerca de 245 rpm.

Os agucares (glicose, xilose e arabinose) e o acido acético
presentes no hidrolisado concentrado foram identificados e quantificados em
cromatografo liquido de alta eficiéncia (CLAE) da marca Shimadzu modelo LC-
10 AD, detetor de indice de refracdo em coluna AMINEX HPX-87H da Bio-Rad
utilizando H,SO4 5 mM como fase moével, 60 °C como temperatura do forno
detetor de indice de refracdo. As amostras foram centrifugadas a 4.500 rpm
durante 15 minutos, diluidas com agua ultra pura e filtradas em membrana de

éster de celulose com porosidade de 0,22 ym. A concentracido de fendis totais
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foi feita pelo método de Singleton et al (1999) utilizando reagente de Folin
Ciocalteau. Na Tabela 1 é apresentada a composi¢giao quimica do hidrolisado

de bagago de cana de aglUcar ap6s tratamento para sua detoxificacéo
utilizando carvao vegetal ativado e alteracdo do pH. A xilose se constitui no

5 principal carboidrato, responde por aproximadamente 87% dos aclcares
presentes no hidrolisado de bagago de cana de aglcar concentrado e
detoxificado. O pré-tratamento para detoxificagéo do hidrolisado de bagago de

. cana de acgucar reduziu em cerca de 17,41% a concentracdo de xilose em
relagdo a seu valor inicial. No caso dos compostos tdxicos fendlicos essa

’ 10 reducéo foi de cerca de 88,85%, ja no caso do &cido acético esta foi de cerca

de 63,73%.
. TABELA 1. COMPOSICAC QUIMICA DO HIDROLISADO DE BAGACO DE CANA DE AGUCAR
CONCENTRADO 6X

Componentes Hidrolisado (g/)

Concentrado 6X
1 - 2
Glicose 6,12 5,53
‘_ Xilose 108 89,28
" Arabinose 8,90 8,10
= Acido acético 5,10 1,85
. Fenois 8,52 0,95

pH 7,0 7,0

1= antes da detoxificagdo ; 2= depois da detoxificacao

15 22 ETAPA — PRODUCAO DE BioMmASSA MICROBIANA DE LEVEDURA OLEAGINOSA

Na Unidade 2 - Produgdo de Biomassa Microbiana, conforme
ilustrada na Figura 3, as matérias primas basicas utilizadas sao os derivados
da cana de agucar, tais como o caldo, melago, agucar mascavo e/ou refinado,

bagaco de cana de acglcar hidrolisado concentrado e detoxificado (BHCD),

/&



15

0

o o ©

25

glicerol e/ou suas misturas. Nessa etapa, de acordo com a presente invencéo,
realiza-se:

ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DA CEPA DE LEVEDURA

A levedura oleaginosa, Rhodosporidium toruloides OF A25 foi
isolada do solo em uma plantagdo de cana de aclicar no Estado do Parana -
Brasil e identificada através de suas caracteristicas morfolégicas e
propriedades fisiolégicas, metabolismo bioquimico, assim como por técnicas de
biologia moleculares. A cepa R. foruldides OF A25 foi selecionada por sua
habilidade em acumular triacylglicerol (TAG) em sua biomassa quando
cultivada em meios ricos em fontes de carbono, tais como sacorose e xilose,
derivadas de melaco, hidrolisado de bagaco de _caha de- agﬁcar e glicerol,
porém pobre em fontes de nitrogénio. A cepa R. torulides OF A25 foi
conservada por liofilizagdo em freezer, em temperatura de cerca de 80 °C e
sub-cultivada em caldo e agar YM (Yeast Medium).

CRESCIMENTO DE R. TORULOIDES OF A25 EM DIFERENTES FONTES DE CARBONO

Esse experimento teve por base a utilizacdo dos diferentes
residuos provenientes da industrializagdo da cana de agucar. O melago de
cana de agucar (MCA) é um licor viscoso escuro, rico em acglcares nao
cristalizaveis gerado durante a fabricagdo do aglcar. Sua composicdo é
bastante variavel, pois depende de fatores agricolas e industriais tais como a
variedade da cana de agucar, o grau de maturagio e as condigbes climaticas,
dentre outras. Os principais componentes do melago s&do agua, carboidratos e
compostos de origem organica como os aminoacidos, acidos carboxilicos
alifaticos e olefinicos, vitaminas, proteinas e fendis, dentre outros. O melago
contém também uma fracdo de origem mineral de grande importancia nos
quais estdo presentes metais e ndo metais em proporgdes significativas. Na
Tabela 2 abaixo é apresentada a composicao média do melago de cana de

acUcar utilizado no processo da presente invengdo conforme aqui descrito, o
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qual foi adquirido na empresa Jardest S.A. Agucar e Alcool, Via Anhanguera
km 340 — Jardinépolis — SP, Brasil. A sacarose é o agucar predominante,
responde por cerca de 80% dos aglcares presentes. A presente invengéo
prevé igualmente o uso do caldo de cana de acgucar, no qual embora a
sacarose aparegca como agucar predominante, sua concentragdo é inferior
aquela encontrada no melaco.

TABELA 2 - COMPOSICAO FiSICO-QUIMICA DO MELACO DE CANA DE ACUCAR

Componente %
Sacarose 46,9
Glicose 5,2
Frutose 6,7
Cinzas 11,5
Outras substancias ndo 16,4
carboidratos
Agua : . 145
pH 55

Como ja relatado anteriormente, a presente invencao prevé a
utilizagdo do glicerol isolado e/ou em associa¢do com melago e/ou caldo de
cana de cana de agucar e/ou hidrolisado de bagago de cana de agucar como
fonte de carbono para produgdo da biomassa oleaginosa de Rhodosporidium
toruloides OF A25. O glicerol se constitui num subproduto, residuo do processo
de transesterificagdo dos lipidios, neste caso triacilglicer6is (TAG), durante a
fabricagdo do biodiesel a partir de biomassa de levedura oleaginosa e/ou algal.
A reciclagem integrada de todos esses residuos é fator preponderante para os
propdsitos da presente invengéo.

PREPARO DO INOCULO

Para o preparo do inéculo, a cepa Rhodosporidium toruloides OF

A25 foi descongelada, repicada em meio YM (Yeast Medium) sdlido, e

A&



15

25

submetida ao crescimento em estufa a cerca de 30°C durante 5 dias. Foi
transferida em camara de fluxo laminar para frascos Erlenmeyer de 500ml
contendo 100ml do meio liquido YM estéril. Esses frascos foram transferidos
para uma incubadora de movimento rotatério New Brunswick Scientific Co., a
cerca de 30 °C, 150 rpm por um periodo de cerca de 72 horas. O meio liquido
YM ¢é composto por glicose (10g/l), peptona (5,0 g/l), extrato de levedura (3,0
g/l), extrato de malte (3,0 g/l), Agar (20 g/l) e com pH 5,0. A Unica diferenga
desse meio com o YM solido € a presenca do Agar em uma concentragéao de

20 git.

PRODUCAO DE BIOMASSA DA LEVEDURA OLEAGINOSA RHODOSPORIDIUM

TORULC’)IDES OF A25

Frascos Erlenmeyer de 2| contendo 400 ml de diferentes meios de
cultivo estéril, conforme ilustrado na Tabela 3 (condigdes 1-15) abaixo foram
inoculados com 10% v/v de uma cultura ativa e recém obtida de
Rhodosporidium toruloides OF A25, ségundo descrito no item anterior, com pH
ajustado para cerca de 5,0 com HCI 1,0N. Os frascos foram entdo transferidos
para uma incubadora de movimento rotétério New Brunswick Scientific Co. a
uma temperatura de cerca de 30 °C, 150 rpm, por cerca de 72 horas. Como
fonte de carbono, foi utilizado o melago de cana de agucar (substrato rico em
sacarose), hidrolisado de bagago de cana de agucar detoxificado e
concentrado 6X (substrato rico em xilose), glicerol (sub-produto da produgéo de
biodiesel) e suas associagdes. Segundo um aspecto da presente invengao, o
melaco de cana de aglcar pode ser perfeitamente substituido pelo caldo de
cana de agucar em fungéo da disponibilidade, sazonalidade e por economia de
processo. A concentragdo em termos de agucares totais, presentes no melago
de cana de acucar e hidrolisado de bagago de cana de agucar € determinada
pelo método do fenol sulfirico ou em cromatégrafo liquido de alta eficiéncia

(CLAE) da marca Varian Pro Star, modelo 500, com médulo de distribuicao de
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solvente modelo 240, forno modelo 500, detector de indice de refragdo modelo
350, software Workstation 5.0, coluna de separacdo SZ 5532 Shodex, que
separa os componentes da amostra por tamanho molecular. As condi¢gbes de
analise foram em fase moével H,O:acetonitrila (20:80), 1 ml/min, 65 °C, volume
de injecdo 15 0Ol (capacidade do loop 501). A padronizagido das leituras de
concentragcao é feita com solugdes aquosas de 1 a 20 g/l de padrdo grau
analitico. As amostras sao previamente centrifugadas (10.000g, 5 min) e
filtradas em membranas PVDF hidrofilicas de 0,22 Om (Millipore). No caso do
glicerol, suas concentragdes nos experimentos foram quantificadas por CLAE.
Todos os experimentos foram realizados em triplicata. Duas fontes de
nitrogénio foram selecionadas e utilizadas, especificamente eixt.r"ato de Ievedurav
e uréia, ou suas combinagbes e misturas. Ressalta-se que'butras fontes de
nitrogénio, de origem orgénica ou inorgénica, bem como concentragbes
variadas poderao ser utilizadas, tendo por objetivo maximizar a producao e/ou
acumulo de lipidios na biomassa microbiana segundo a presente invencao.
Apés cultivo por cerca de 72 horas, os frascos ‘foram retirados do incubador e a
biomassa oleaginosa foi separada por filtragéo em papel de filtro quantitativo,
sob vacuo. Ap6s uma primeira filtragdo, a biomassa foi lavada duas vezes com
agua destilada e seca em estufa a vacuo por cerca de 24 horas a cerca de 60
°C e pesada em balan¢a analitica. A concentragao total de lipidios presente na
biomassa da levedura foi determinada por extragao Soxhlet.

TABELA 3 - PRODUGAO DE BIOMASSA E LIPIDIOS POR_RHODOSPORIDIUM

TORULOIDES OF A25 EM DIFERENTES FONTES DE CARBONO E NITROGENIO.

A B C D E F G H
1 ’ - 100 10 - | 16,05 | 15,14+0,97
2 - 100 - 10 - | 18,73 | 24,30+1,74
3 100 - - 10 - 13213 | 41,118+
1,42
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A B C D E F G H

4 100 - - - 2.5 | 27,60 | 31,03+2,73
3] - 100 - - 2.5 | 14,21 | 14,62+0,94
6 - - 100 - 2.5 | 12,65 | 9,25%+1,05
7 50 50 - 10 - 26,53 | 34,01+£1,12
8 50 - 50 10 - 22,08 | 29,05+1,50
9 - 50 50 10 - 10,12 | 16,44+1,35
10 50 50 - ) 1,25 | 24,44 | 30,10+0,54
11 - 50 50 5 1,25 | 23,07 | 25,33+2,04
12 40 30 30 - 2.5 | 1549 | 17,02+0,71
13 40 30 30 5 2,25 | 26,47 | 33,61+2,13
14 30 40 30 - 25 | 8,15 |13,12+0,34
15 30 30 40 - 25 | 917 | 14,00+1,11
16 30 30 40 5 2.5 | 19,25 | 24,79+2,02

A= Condigao de Cultura; B= Melago de cana (g/l); C= Hidrolisado de bagaco de
cana detoxificado concentrado 6X (g/l); D= Glicerol (g/l); E= Extrato de levedura
(g/l); F= Uréia (g/l); G= Biomassa (g/l); H= Contetdo lipidio (%)

Os resultados apresentados na Tabela 3 acima demonstram que
a levedura Rhodosporidium toruloides OF A25 pode crescer e acumular
elevadas concentragdes de lipidios em meios contendo residuos da
industrializagéo da cana de agucar, tais como melago, caldo e hidrolisado de
bagago, assim como o glicerol, residuo gerado durante a fabricacdo de
biodiesel. A Condi¢cdo de Cultura 3 é a que propiciou as melhores condigdes ao
crescimento celular e acimulo de lipidios. Como ja ressaltado anteriormente, o
melago de cana de agucar, além de ser rico em sacarose, possui também
aminoacidos, acidos carboxilicos alifaticos e olefinicos, vitaminas, proteinas e
inumeros minerais. Mesmo quando se substitui a fonte de nitrogénio de origem
orgénica (como o extrato de levedura) por outra de origem féssil (como a
uréia), a producao de biomassa seca foi elevada, cerca de 27,60 g/l, com um

teor de lipidios da ordem de 31,03%, conforme Condicdo de Cultura 4. Essa
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levedura demonstrou ser também capaz de crescer e acumular lipidios quando
cultivada em hidrolisado de bagago de cana de aglcar concentrado e
detoxificado (BHCD). Como ja citado, esse hidrolisado é rico em xilose. Com a
presenca de extrato de levedura no meio contendo BHCD, a concentragéo de
biomassa seca foi de cerca de 18,73 g/l, quando se utilizou uréia como fonte de
nitrogénio, essa concentracdo foi de 14,21 g/l, as concentragdes de lipidios na
biomassa seca foram respectivamente 24,30% e 14,62%, conforme Condigbes
de Cultura 2 e 5. Rhodosporidium toruldides OF A25 demonstrou também ser
bastante eficiente na assimilagao do glicerol quando utilizado como Unica fonte
de carbono no meio de cultura. A produgéo de biomassa seca foi de cerca de
16,05 e 12,65 g/l de biomassa seca formada apos 72 h'or'és(de cultura em
shaker, tendo acumulado respectivamente 15,14% e 9,25% de lipidios quando
as fontes nitrogénio foram extrato de _{Ievedu"rqe uréia, conforme mostram as

Condigdes de Cultura 1 e 6.

PRODUCAO DE BIOMASSA DA LEVEDURA OLEAGINOSA RHODOSPORIDIUM

TORULOIDES OF A25 EM BIORREATOR

Diferentes aliquotas de 20 ml do meio X (inéculo) preparado
conforme metodologia acima descrita, foram transferidas para frascos
Erlenmeyer estéreis de 21 e misturados em 180 ml do meio Y (adaptag&o)
estéril. Essas composi¢cdes estao descritas na Tabela 4 abaixo. Esses frascos

foram incubados em agitador rotatério do tipo shaker a 30 °C, por cerca de 48

.horas, a 150 rpm. Apds esse tempo, a levedura esta perfeitamente adaptada e

apresenta um crescimento vigoroso no novo meio. Esse crescimento e
adaptacido da levedura ao meio Y € avaliado através da retirada de amostras a
cada 6 horas e realizada contagem das células viaveis, previamente tingidas
com eritrosina 1%, em camara de Neubauer. O biorreator contendo um vaso
de cerca de 14l foi preenchido com 9.0l do meio de cultura Z. O vaso do

biorreator foi transferido para uma autoclave e o conjunto vaso + meio Z foi
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esterilizado a cerca de 120 °C por 15 min. Apéds resfriamento a temperatura de
30 °C, esse meio foi inoculado com 1l de uma cultura ativa de cerca de 48
horas do meio Y. A produgdo de biomassa da levedura oleaginosa em
biorreator foi conduzida durante cerca de 72 horas, em um equipamento da
marca New Brunswick Scientific, modelo Bioflo 110, volume total de 14,
volume Util de 10l, médulo de controle de pH e dO, com sonda de O, Mettler
Toledo InPro 6800 Series O, Sensors e sonda de pH Mettler Toledo 425mm
modelo 405 DPAS-SC-K85/425 e duas bombas peristalticas para adi¢gao de
acido ou base, médulo de controle de nivel e espuma, com duas sondas
controle e duas bombas peristalticas para adigdo de antiespumante e agua,
agitador mecanico com velocidade entre 100-1200rpm, elixd de agitacao com
duas hélices de Rushton (6 pas) de 74mm, rotdmetro para céﬁtrole de aeragao
range de 0 a 15l/min e escala de 1 em 1. Os parametros da fermentacéo foram
temperatura de 30 °C, pH 5,0 controlado pela adicdo de acido fosférico 5%
elou hidroxido de sodio 3 normal, dOs 30%, velocidade entre 100-1200rpm,
controle automatico conforme a saturacgdo debxigénio e variagdo de 1vvm (5-
10l/min conforme volume de meio. |

TABELA 4 MEIOS UTILIZADOS PARA PRODUGAO DE BIOMASSA OLEAGINOSA NO

BIORREATOR
X Y Y4
(Pré-in6éculo) (Meio de Adaptacéao) (Meio de Produgao)
Glicose, 10 g/l Melago de cana de Melago de cana de
acucar, 10 g/l acucar, 40 g/l
Peptona, 5 g/ Hidrolisado de Bagago | Hidrolisado de Bagago
de Cana de agucar de Cana de agucar
concentrado e concentrado e
detoxificado, 5 g/l detoxificado, 309/l
Extrato de levedura, 3 | Glicerol, 5 g/l Glicerol, 30 g/l
g/l
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X Y y4
(Pré-inéculo) (Meio de Adaptacao) (Meio de Produgéo)

Extrato de malte, 3 g/l

g/l

Extrato de levedura, 5

g/l

Extrato de levedura, 5,0

pH 5,0

pH 5,0

Uréia, 2,5 g/!

Anti-espumante, 0,5 ml/l

pH 5,0

Na Tabela 5 a seguir, e Figura 4, sdo apresentados a evolugéo

dos principais parametros cinéticos, bem como rendimentos globais dessa

fermentagdo em biorreator. Os resultados obtidos demonstram que cerca de

29,95% das fontes de carbono (Tabela 4, Meio Z) foram utilizados pela

levedura na producdo de biomassa e cerca de 10‘,81% p ara produgdo de

lipidios. A biomassa total produzida em biorreator foi de cerca de 22,21%

superiores aquela produzida em frascos Erlenmeyer em meio de cultura similar

(Tabela 3, Condigao Cultura 13), quanto ao actimdlo de lipidios na biomassa foi

cerca de 7,5% maior.

TABELA 5. EVOLUCAO DOS PRINCIPAIS PARAMETROS CINETICOS NO BIORREATOR

T pH | Aglcar | Glicerol | Biomassa | Lipidios | Levedura | Levedura
(h) Total g/l Seca % x/s p/s
(g/l) (g/l) Global Global
(%) (%)
0 |50 8240 29,04 1,32 2,68
12 | 5,0 | 77,90 28,22 1,94 3,47
24 | 50 | 45,33 26,48 3,92 9,25
36 | 50 | 35,63 14,63 14,25 15,22
48 | 5,0 | 24,72 8,33 17,93 18,5
60 | 5,0 | 10,45 4,15 17,76 32,22
72 | 5,0 1,39 2,02 33,67 36,13
29,95 10,81

S
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No processo de acordo com a presente invengao fica evidenciada
a possibilidade concreta de se empregar como substratos na produgéao de
biomassa oleaginosa de levedura, os residuos da industrializagdo da cana de
acglcar, tais como o melago de cana de agucar e hidrolisado de bagago de cana
de agUcar concentrado e detoxificado, assim como o glicerol, residuo da
transesterificacdo dos triacilgliceréis durante a produgdo de biodiesel. Esses
residuos podem ser empregados de maneira isolada ou em combinagdes em
diversas propor¢des, juntamente com diferentes fontes de nitrogénio de origem
organica ou inorganica ou suas combinégées, objetivando sempre altas
concentragbes de biomassa contendo elevados teores em de lipidios, conforme
demonstrados nos experimentos da presente invengao ac;ima descritos.
Valores superiores efou inferiores aos apresentados nessés exemplos de
experimentos poderdo ser obtidos em fungdo das condigbes fisico-quimicas,
nutricionais, equipamentos, microrganismos, otimizagées e melhorias que
possam ser aportadas ao processo da presente invencéo.

A produgdo de biomassa microbiana oleaginosa, conforme a
presente invencdo, podera ser realizada utilizando-se outros géneros e
espécies de leveduras e fungos filamentosos, modificados geneticamente ou
nao. De modo preferencial, os grupos de leveduras e fungos filamentosos séo
compostos por Candida curvata, Candida guilhermondi, Candida tropicalis,
Candida sp., Candida oleophila, Candida lipolitica, Criptococcus terricolus,
Hansenula saturnus. Hansenulla ciferrii, Lipomyces starkei, Rhodutorala
gracilis, Aspergillus fischeri, Aspergillus fumigatus, Aspergillus nidulans,
Aspergillus ochrceus, Aspergillus terreus, Aspergillus ustus, Cladosporium
fulvum, Cladosporium herbarum, Mucor miehei, Penicillium gladiololi,
Penicillium  javanicum, Penicilium lilacinum, Penicillium  spinulosum,
Peniciliumm ultimum, Criptococcus albidus, Lypomices starkeyi, Rhodotorula

glutinis, Trichosporon pullulans, Mortierrel/a hygrophila, M. zychae, M. elengata,
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M. parvispora, M. schmuckeri, M. alpina, Lypomyces lipofeer, Lipomyces
tetrasporus, Williopsis saturnus, Candida diddensiae, Yarrowia lipolitica,
Trichosporon cutaneum, dentre outros, todos capazes de acumular lipidios em
sua biomassa durante a fase de crescimento e pos-crescimento. Esses
microorganismos s&o utilizados de maneira isolada ou em associagbes de dois
ou mais.

As referidas leveduras e fungos filamentosos podem ser
cultivadas em diferentes modelos de biorreator, dentre outros, do tipo tanque
agitado, coluna de bolhas, airlift, leito empacotado, leito fluidizado ou leito
gotejante, operando em batelada, batelada alimentada ou de modo continuo.
Os meios de cultivo ilustrados nas Tabelas 3 e 4 poderao ser SUplementados
ou ndo com uma fonte mineral ou orgénica de nitrogénio, -tél como amonia,
sulfato de aménio, fosfato de amoénio, farelo de soja, extrato de carne,
hidrolisados protéicos de soja, além de KH:POs, K:SO4 MgSO,, ZnSOs,
CuSQ,, FeSO4, outros minerais e dligoelementos.- Durante a formagédo da
biomassa e o acumulo de lipidios pelas células microbianas podera ser
utilizado, nos biorreatores, uma relagio carbono/nitrogénio variando de cerca
de 0,5 a 500, um pH variando de 2,5 a 8,5 e uma temperatura na faixa de 10 a
50 °C. O meio de cultivo a base dos derivados da cana de agucar, seus
hidrolisados de bagaco e glicerol, poderd ser ou n&o pasteurizado ou
esterilizado pelo uso do calor como forma de eliminar a carga microbiana
naturalmente presente, porém indesejavel nas matérias primas. Caso se adote
a pratica da pasteurizagdo ou esterilizagdo, a temperatura podera variar de
cerca de 62 a 142 °C, em um tempo de exposicdo térmica variando entre
alguns segundos a algumas horas, em fungéo da técnica utilizada. Os meios
poderdo ser ainda tratados com antibidticos e antifingicos para redugéo da
carga microbiana indesejavel presente nos substratos. No caso do uso de

antibidticos, os mesmos deverao ser de amplo espectro, ou seja, possuir agao
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contra bactérias Gram (+) ou Gram(-). Ap6s a pasteurizagao e/ou esterilizacao,
os meios de cultura a base dos derivados da cana de aglicar seréo resfriados a

temperaturas que poderdao variar de 15 a 50 °C. Os meios de cultura

destinados a producédo de biomassa microbiana e consequente produgéo de

lipidios serao inoculados com linhagens de leveduras e/ou fungos oleaginosos
selecionados e cultivados em biorretores de menor volume, com meio de
mesma e/ou diferente composi¢cdo ao descrito anteriormente. E importante que
esses inoculos possuam concentragdes elevadas de células viaveis, superior a
cerca de 10° UFC/cm®, podendo mesmo atingir valores da ordem de 10"
UFC/cm® ou mais. O volume de indculo utilizado nos tanques de produgéo
poderdo variar de 1 a 99 % do volume de trabalho do biorr_eétor de producao,
dependendo sempre do sitema empregado, ou seja, - batela, batelada
alimentada ou sistema continuo. O meio de cultura no interior do biorreator tera
uma temperatura controlada de 15 a 50 °C através de camisas ou serpentinas
de aquecimento/resfriamento, na qual podera circular agua fria ou vapor. O pH
no interior do biorreator sera mantido na faixa de pH 2,5-8,5 em funcéo da
linhagem microbiana empregada e sera feito através do bombeamento de uma
solugdo contendo acido ou alcali concentrado. O meio de cultivo no interior do
biorreator podera ser agitado mecanicamente ou n&o. No caso do uso de
agitacdo, a mesma sera feita por um sistema de pas a uma velocidade que
podera variar de 5 a 500 rpm. O meio de cultivo para produgao da biomassa
microbiana oleaginosa & aerado com um volume de ar na faixa de 0,1 a 5 v/iv/m
(volume de ar por volume de meio por minuto). Podera ser utilizando apenas
ar, ou uma mistura ar/oxigénio ou apenas oxigénio. A inje¢ao do ar no interior
dos biorreatores sera realizado por compressores e todo o ar sera filtrado em

filtros com capacidade de retengdo de particulas de até 0,2 ym. O tempo de

cultivo para para produgdo de biomassa e acumulo de lipidios sera variavel e

na ordem de 24 horas a cerca de 150 horas, em fungao do género e espécie do

B
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microorganismo, assim como do sistema de cultivo e do modelo de biorretor
empregado, podendo ser de até semanas ou meses, no caso de cultura que
opera em sistema continuo.

A biomassa microbiana produzida na Unidade 2, pode atingir
concentracdes variando de 15 a 130g/l, dependendo da técnica de cultura
empregada, e a acumulagéo de lipidios pode chegar a concentragbes de até
65% ou mais em relagédo ao seu peso.

32 ETAPA - CULTIVO E RECUPERACAO DE BIOMASSA ALGAL

Na Unidade 4 - Cultivo e Recuperagdo de Biomassa Algal,
integrada ao processo segundo a presente invengéo, realiza-se o preparo do
caldo, efluente liquido resultante da produgdo de biomasSé Voleaginosa da
levedura Rhodosporidium toruldides OF A25, para uso como substrato no
cultivo de microalgas. A Figura 5 ilustra um fluxograma da integragéo da
Unidade 4 ao processo da presente invengao, até aqui descrito.

No estudos de desenvolvimento do processo segundo a presente
invencao, foi constatado que o caldo, efluente quuvi'do proveniente da separagéo
da biomassa microbiana oleaginosé, quer sejé produzido por levedura ou por
fungos filamentosos, é um excelente substrato para o cultivo de microalgas
oleaginosas ou ndo. No exemplo de experimento segundo a presente invencao,
o caldo da produgdo de biomassa oleaginosa de Rhodosporidium toruldides
OF A25 produzida em biorreator foi utilizado para tal finalidade. Esse caldo, foi
analisado quanto a sua composigéo fisico-quimica e utilizado como substrato
no cultivo da microalga Botryococcus braunii OF C27 nos exemplos de
experimentos apresentados a seguir. O caldo, como demonstrado na Tabela 6
a seguir, além de agua, possui concentragdes importantes de sais minerais e
componentes organicos, tais como aglcar residual ndo consumido pelas
leveduras, biomassa e fragmentos das células de leveduras, proteinas

soluveis, etc. Portanto, por ser rico em matéria organica e minerais, dito caldo
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possui igualmente uma carga poluidora significativa, com valores de DBO
(Demanda Bioquimica de Oxigénio) e DQO (Demanda Quimica de Oxigénio)
superiores a cerca de 13.000 mg/l, o que é considerado muito alto em termos
ambientais.

TABELA 6 - COMPOSICAO DO CALDO FERMENTADO DE RHODOSPORIDIUM

TORULOIDES OF A25*

Componentes Concentragéao (mg/l)
DBO 13.{)00,08
DQO 23.414,04

Cloretos 0,00
Sulfatos <700,00
Nitrogénio Total 30,00
Matéria orgéanica 28 %
Agacér residual <1000
Manganés - <0,20
Potassio ‘ 307,64
Sédio 153,45
Zinco <0,20
Aluminio <10,00
Calcio 134,38
Cobalto <0,50
Cobre <0,50
Ferro 1,17
Fosforo 36,46
Magnesio 145,50
pH 5,0
Densidade 1035

727
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*Analise realizada no CEPPA — Centro de Pesquisa e Processamento de
Alimentos - UFPR

Como é de conhecimento geral da arte, as industrias que
produzem fermento biolégico (biomassa) para panificagdo ou para aditivos para
alimentacdo animal a base de leveduras do género Saccharomyces, alem de
outros, também descartam esse mesmo tipo de residuo liquido depois de
separada a biomassa. O Unico e tradicional destino desse residuo séo as
estacbes de tratamento de efluentes industriais, nas quais sdo empregados
sistemas de digestdo aerdbica e anaerdbica como forma de redugéo da carga
poluente em termos de DBO e DQO. _

Como alternativa ao descarte do caldo efluente proveniente da
separagao da biomassa microbiana, o processo segundo a presente invencgao
incorpora o referido caldo como meio de cultivo de algas, como forma de
reducdo de carga poluente, bem como para produzir lipidios além de
proporcionar a liberaggo de oxigénio, pelas ditas algas, para o meio ambiente.

Os elementos nutricionais preséntes nesse caldo, em particular
sais minerais, o tornam um excelente substréto para o cultivo de varios grupos
de algas oleaginosas ou nao, cujos rendimentos obtidos em termos de
biomassa sa3o compativeis aos meios classicos descritos na literatura
internacional. Observou-se, também, surpreendentemente, que esses efluentes
liquidos provenientes da filtragdo da biomassa de leveduras poderéo ser
utilizados no cultivo de algas para produgdo nao apenas de lipidios, mas
também de proteinas e outros produtos de interesse comercial.

ADAPTACAO DA MICROALGA AO CALDO

Foram realizados estudos prévios de adaptagdo da microalga
Botryococcus braunii OF C27 em misturas crescentes de 5, 10, 20, 30 até
100% de caldo ao meio de cultura ESP, ilustrado na Tabela 7 abaixo. Essa

adaptacao foi feita em frascos Erlenmeyer de 250 mi, contendo 50 ml de meio.
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Os frascos foram transferidos para uma incubadora do tipo shaker, marca
TECNAL, modelo TE-421, contendo fotoperiodo, temperatura e agitagéo
controladas. Os cultivos foram incubados por um periodo de cerca de 15 dias,
nos quais foram mantidos constantes preferencialmente os seguintes
pardmetros: temperatura 25 °C (x 2 °C), agitagdo de 110 rpm, 1500 Lux de
intensidade de irradiagdo luminosa por periodos de 12 horas alternados com 12
horas no escuro. A intensidade de luz no interior do incubador foi avaliada
diariamente, neste caso foi utilizado luximetro digital Minip MLM 101. Para
avaliagéo do crescimento algal foram coletadas amostras a cada 2 dias para
analise por peso seco. A biomassa algal formada foi filtrada 0 vacuo em papel
filtro de 50pm e em seguida lavada com agua destilada e seca por 24 horas em
estufa a 100°C, os resultados expressam a média de 2 determinacbes. Esse
processo previo de adaptagao das microalgas ao caldo possibilitou a obtencao
de resultados mais expressivos em termos de produtividade diaria de
biomassa, bem como, maiores taxas de reducido de DBO e DQO, quando
comparado com um processo no qual a alga ndo passou por essa adaptagéo
prévia. |

TABELA 7 — COMPOSICAO DO MEIO ESP UTILIZADO NO CULTIVO E ADAPTACAQ

AO CALDO DE BOTRYOCOCCUS BRAUNII QF C27.

Componentes Solugao Estoque Solugao Nutritiva
(g/100ml) (ml)
KNO; 1 20
Kz:HPO, 0,1 20
Mg.SO,4.7H0 0,1 20
Extrato de solo* - 30
Solucao de - | 5
Micronutrientes™*
Agua Destilada - 905
Proteose-Peptona - 1

X
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PREPARO DO INOCULO .

O indculo para o cultivo da Botryococcus braunii OF C27 em caldo
pode ser realizado em diferentes modelos de frascos de vidros ou outro
material transparente a luz. No experimento segundo a presente invengéo foi
realizado em frascos Erlenmeyer de 500 ml contendo 90 ml de caldo ou uma
mistura de caldo + agua. Os frascos contendo esse meio podem ser ou n&o
esterilizados. No caso do experimento da presente invengao nao foi realizada
esterilizagdo, sendo dito frasco inoculado com 10 ml de uma cultura ativa de
Botryococcus braunii OF C27 adaptada em meio contendo ESP+caldo, de
modo que a concentrag&o inicial de biomassa algal atinja valores de no minimo
a 0,2 g/l. Processos similares poderdo ser realizados empregando
concentragées de biomassa algal superiores e/ou inferiores a essa, utilizando-
se adaptacgéo prévia da alga ao caldo ou nao, poréem o objetivo € sempre se ter
um indculo vigoroso e de boa qualidade para atender as necessidades da
etapa seguinte do cultivo algal em caldo. 'Os frascos sdo transferidos para
incubadora do tipo shaker e cultivados nas mesmas condi¢des acima descritas.
A biomassa algal obtida foi empregada para inocular os fotobiorreatores
tubulares nas etapas seguintes.

CuULTIVO BOTRYOCOCCUS BRAUNII OF C27 EM CONCENTRACOES CRESCENTES DE

CALDO

A microalga Botryococcus braunii OF C27 é cultivada em caldo
puro ou diluido em agua como Unico substrato do meio de cultivo. Os
fotobiorreatores foram preenchidos com 1,81 de caldo nao esterilizado,
inoculados com uma cultura ativa de Botryococcus braunii OF C27 de forma
que a concentragdo de biomassa algal no inicio do cultivo seja da ordem 0,2
g/l. A agitag@o e aeracao dos fotobiorreatores é realizada através de um fluxo
de ar atmosférico de 1 v/iv/m (volume de ar por volume de meio), utilizando-se

caniculas de vidro com pedras porosas em sua extremidade como forma

P



15

Y

29

melhorar a difusdo dos gases no meio liquido. Os experimentos s&o
conduzidos em sala climatizada, com temperatura controlada na faixa de 30 °C
(x2 °C) através de uso de um condicionador de ar. Nessa sala sdo instaladas
duas estufas com fotoperiodos para controle de tempo ciclomatico digital marca
Full Gauge, modelo PROGS | com alimentagao direta de 220 VCA, contendo
doze lampadas fluorescentes 20 Watts luz do dia. A iluminadncia dos
fotobiorreatores € de 1500 Lux fornecida pelas lampadas fluorescentes tipo luz
do dia, por um periodo de 12 horas, alternados com 12 horas de ambiente
escuro. O tempo de cultura é de cerca de 15 dias. O volume das chlturas foi
mantido constante pela reposigéo diaria de agua destilada para compensar as
perdas por evaporag:éo. | B

TABELA 8 — CULTIVO DA MICROALGA BOTRYOCOCCUS BRAUNII OF C27 EM

CONCENTRACOES CRESCENTES DE CALDO

Caldo |[|H20 Meio Biomassa |||Biomassa |||Lipidios ||| Lipidios
(%) Destilada |||EPS Algal Algal % gll
(%) Solugao |||Inicial (g/l) |||Final
nutritiva (a/l)
25 75 - 0,203 2,985+0,0 }||19,07 0,57 g/l
X .
50 50 - 0,212 3,162+0,1 |||15,05 0,47 g/l
5
75 25 - 0,195 4,18+0,13 {||13,19 0,55 g/l
100 0 - 0,207 6,17+0,44 |||11,04 0.68 g/l
- - 100 0,212 1,32210,1 |[|29,20 0,38 g/l
1

A biomassa algal formada foi filtrada a vacuo em papel filtro de 50

um e em seguida lavada com agua destilada e seca por 24 horas em estufa a

35
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100°C. Os resultados expressam a média de 2 determinagdes para cada
experimento. Observa-se na Tabela 8 acima que o melhor resultado em termos
de biomassa algal produzida ap6s 15 dias de cultivo foi obtido com 100% de
caldo puro (6,17 g/l). Porém, observa-se que nessa condi¢do a porcentagem de
lipidios presente na biomassa algal foi de 11,04%, valor inferior aos 19,07%
obtido no experimento com caldo diluido em 75% de agua. Entretanto, se os
calculos forem feitos em termos de produtividade dos lipidios por litro de meio
de cultura utilizado, essa situagao se inverte. Desta forma, observamos que a
producdo de lipidios foi 0,68 g/l quando Botryococcus braunii OF C27 foi
crescido em um meio contendo 100% de caldo, frente a ()_,57 g/l quando o
meio era composto por 25% de caldo + 75 % H,0. A quantidéde de biomassa e
lipidios produzidos pela microalga Botryococcus braunii OF C27 quando
cultivada em caldo puro ou diluido foi superior em comparagéo ao meio (EPS-
Solugao nutritiva), referenciado na literatura como ideal para o cultivo dessa
espécie de microalga (Tabela 8). Pelos resultados obtidos é possivel concluir
que o caldo residual proveniente do cultivo da levedura oleaginosa (Unidade 2)
puro ou diluido, se constitui num excelente substrato para o cultivo da
microalga Botryococcus braunii OF C27 visando a produgédo complementar de
biomassa e lipidios, segundo o processo integrado objeto da presente
invengao.

EFeITo bo CO,; NO CULTIVO DE BOTRYOCOCCUS BRAUNII OF C27 EM CALDO

Na descricao acima é possivel verificar que a produtividade de
6leo em (g/l) € mais expressiva quando a microalga Bofryococcus braunii OF
C27 é cultivada em um meio contendo 100% de caldo. Assim, procurou-se
avaliar o efeito do CO, na formagdo de biomassa e sintese de lipidio.

Diferentes concentragdes. de CO, foram misturadas ao ar de alimentacao dos

fotobiorreatores tubulares durante o cultivo da Botryococcus braunii OF C27 em

caldo puro. O CO, proveniente de um cilindro de gas & conduzido a um

"~ @/
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misturador de gases, o qual é alimentado concomitantemente com ar, de forma
que os gases na saida do misturador apresentem concentragdes de 5%, 10% e
15% de CO,. Os experimentos sdo conduzidos em bateladas de 15 (quinze)
dias em fotobiorreatores tubulares de vidro com 52 cm de comprimento por 8
cm de diametro, com volume total de 2 litros (1,8 litros de volume util). Todos
os cultivos foram mantidos em agitagéo constante proporcionada por um fluxo
de ar atmosférico filtrado de 1,0 v/iv/m. Os cultivos foram iniciados com uma
concentragdo celular algal da ordem de 0,20 g/l e foram mantidos durante o
experimento sem corregdo ou ajuste de pH. Os volumes das culturas foram
mantidos constantes pela reposicéo diaria da agua perdida por evaporagéo. As
condi¢cbes de inoculégéo e incubagéo dos fotobiorreatores foram as mesmas
empregadas acima. Todos os experimentos foram conduzidos em duplicafa e
os resultados expressam a média dessas determinagées.

TABELA 9 — EFEITO DA PRESENCA DO C0, NO CRESCIMENTO DE BOTRYOCOCCUS

BRAUNII OF C27 EM CALDO

Condigdode  Biomassa Algal Biomassa Algal %
cultura Inicial (g/l) Final (g/l) Lipidio
Ar 0,207 6,1710,44 11,04
Ar + 5% CO2 0,199 6,54+0,34 11,56
Ar+10% CO2 0,197 6,74+ 0,27 11,87
Ar+ 15 CO2 0,205 6,68+0,53 12,79

Na Tabela 9 acima estdo ilustrados os resultados obtidos.
Constata-se que a adicdo de CO, exerce um efeito positivo na producédo da
biomassa e acimulo de lipidios durante o cultivo da microalga de Botryococcus
braunii OF C27 em meio a base de caldo residual da produgédo de biomassa de
levedura oleaginosa. Quando se comparam os cultivos nos quais CO, foi

misturado ao ar, com aquele que recebeu apenas ar atmosférico, percebe-se
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que a maior concentracdo em termos de biomassa algal e lipidios acumulados
(6,68 g/l de biomassa com 12,79% de lipidios) apods 15 dias de cultivo em
fotobiorreator tubular foi obtida com a mistura (Ar + 15% COy), enquanto com
apenas ar, foi de 6,17 g/l. Certamente valores superiores e/ou inferiores a
esses poderdo ser obtidos em cultivos da microalga Botryococcus braunii OF
C27 ou com outros géneros e espécies de algas quando cultivadas em caldo
puro ou diluido, bem como em niveis de CO, que nao testados nesse estudo.

RECICLAGEM DO SOBRENADANTE

O cultivo da microalga Botryococcus braunii OF C27 é realizado
reciclando-se o sobrenadante apds separacdo, por exemplo utilizando
filtragem. A reciclagem do sobrenadante é foi realizada nos mesmos
fotobiorreatores acima descritos, alimentados em todos os experimentos com
apenas uma. mistura gasosa (Ar+15% CO,), pois foi essa condicdo que
forneceu os melhores resultados em termos de producdo de biomassa e
acumulo de lipidios, embora seja possivel utilizar outras concentracées de CO..
Assim, no processo da presente invencao, 'éAprévisto a reciclagem da fragao
liquida (sobrenadante) da primeira produgéovpara utilizagdo como meio de
cultivo para uma segunda, uma terceira ou mais bateladas, até que o
sobrenadante residual se encontre totalmente exaurido em seu nutrientes
originais.

Apods cultivo e filtragdo, o sobrenadante pode apresentar pH
alterado, havendo necessidade de sua corregdo para faixa 6tima. A grande
vantagem dessa recirculagdo, diz respeito ao fato de que, além do tratamento
bioldgico conferido a esse residuo altamente poluente, proveniente da Unidade
2, se consegue implementar a produgao de lipidios destinados a produgéo de
biodiesel e/ou 6leo combustivel. Na Tabela 9 abaixo podemos observar que
com o passar dos ciclos, 0s macro e microelementos vao sendo consumidos,

os niveis de DQO e DBO vao sendo significativamente reduzidos, chegando ao
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final do terceiro ciclo com taxas muito préximas de zero. Fica, portanto,
claramente observada a importancia econdmica e ambiental da recuperacéao do
CO; gerado durante a produgdo de biomassa de levedura Rhodosporidium
toruldides OF A25 e reutilizagdo do mesmo na produgdo de biomassa da
microalga Bofryococcus braunii OF C27, se reaproveitado assim todos os
residuos gerados na Unidade 2 em um circuito integrado.

TABELA 10 — PRODUCAQ DE BIOMASSA ALGAL AO LONGO DOS CICLOS DE

RECUPERACAO DE CALDO DE PRODUCAO DE BIOMASSA DE LEVEDURA OLEAGINOSA

Tempo de Cultivo Ar + 15% CO, %
(dias) g/l - Lipidio
0 0,211 A
15 6,68+0,53 12,79
30 4,5420,34 | 15,74
45 1,94+ 0,27 17,65

Na tabela 10 se constata que a reciclagem do sobrenadante
interfere positivamente na taxa de acumulo de Iipfdios do Botryococcus braunii
OF C27, porém néao na produgéo de biomassa. |

TABELA 11 — REDUCAO DOS NiVEIS DE DQO E DBO DO CALDO PROVENIENTE DA

UNIDADE 2 AO LONGO DOS CICLOS

DQO DBO

(mg/l 0O2) (mg/l O2)
Inicio 23.414£ 724 13.900589
1°. Ciclo 4682234 121065,7
2° Ciclo 265167 973,12
3°. Ciclo 241157 <50

As analises de DBO e DQO, cujos resultados estéo listados na
Tabela 11 acima, foram realizadas segundo Standard Methods for the

Examination of Water and Wastewater, 20ed.,1998,Hach Company e WTW. A
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quantificacdo de lipidios totais presentes na biomassa algal foi determinada
empregando-se a metodologia proposta por BLIGH & DYER (1959).

Ainda, de acordo com a presente invengdo, o caldo residual
podera ser diluido em agua, acrescido ou n&o de outras substancias quimicas
tendo por finalidade ajustar seu pH ou ainda complementar determinados
macros e micro-nutrientes. Também, se necessario, o caldo podera ser
decantado, filtrado ou clarificado utilizando-se carvdo ativado ou agentes
floculantes, dependendo da concentragédo de sélidos em suspenséo. Observa-
se, igualmente, que a pasteurizagéo ou esterilizagao do caldo nao proporciona
diferencas significativas na produgéo de biomassa e acimulo de lipidios nos
diferentes grupos de algas pesquisados, sendo, portanto,: uma operagao
unitaria dispensavel, embora possa ser empregada quando se-fizer necessario.
De acordo com apresente invengdo, essa mesma metodologia podera ser
empregada com outras algas e/ou cianobactérias que poderao ser cultivadas
de forma isolada efou em co-culturaé (linhagens combinadas) e sao
preferencialmente aquelas dos géneros e espécies formadas pelo grupo
Euglena sp. (gracilis), Anabaena sp. (variabflis, cylindrica, hassali, planctonica),
Dunaliella sp. (salina, bardawil, tertioleta), Achananthes orientalis, Amphora
(delicatissima, cafeiformis), Ankistrodesmus falcatus, Chaetoceros sp. (muelleri,
gracilis, muelleri subsalsum), Clorococcum sp., Chlorrella sp. (ellipsoidea,
salina), Chromonas sp. Chrysosphaera sp., Cricophaera sp., Cryptomonas sp.,
Cyclotella sp. (meneghiniana, cryptica), Navicula sp. Amphiprora hyalina,
Eustigmatophyte flagellate, Pleuorochysis sp., Franceia sp., Gleocapsa
sp.,Gloeothamnion sp., Hymenomonas sp., Isochrysis aff. Galbana,
Monoraphidium sp., Nannochloropsis sp. (salina), Navicula (saprophil,
pseudotenelloideé, biskanterae, acceptata, saprophila, pseudotenelloides),
Nephrochloris sp., Nitzschia sp. (pusilla monoensis, elliptica, alexandrina,

quadrangula, pusila monoensis, inconspicua, microcephala, frustulum,
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hantzchianna, intermédia, frustulum, communis), Ochromonas sp., Oocystis sp.
(pusilla), Oscillatoria sp. (subborevis, limnetica), Phaeodactylum tricornutum,
Platymonas sp., Pleurochrysis sp. (dentate), Prymnesiophyte sp.,
Pseudoanabaena sp., Pyraminonas sp., Stichococcus sp., Synechococcus sp.,
Tetraselmis suecica, Thalassiosira weissflogii, Nitzschia sp., bem como seus
mutantes e/ou linhagens modificadas geneticamente capazes de acumular
lipidios em sua biomassa.

Essas algas e cianobactérias poderdo também ser cultivadas em
escala industrial. Diferentes formatos e tamanhos de tanques podem ser
utilizados, podendo ser abertos ou fechados, aerados ou h&o, agitados ou néo,
continuos, semi-continuos ou descontinuos, horizontais,i \;erticais, do tipo
raceway, de placas, tubulares, ovais, circulares, retanguléfes ou quadrados.

O cultivo de algas ou cianobactérias em reatores abertos €
realizado em tanques naturais ou artificiais com volumes que podem variar
entre algumas dezenas de litros até fvéri(os milhdes de litros. Esses reatores
ocupam grandes areas, podendo atingir em _nﬁédia 10.000m? ou mais, no caso
de um Unico tanque horizontal ou vérticél. O sistema mais comum de agitago
emprega pas, que sdo agitadas mecanicamente, sendo que ditas pas sao
distribuidas em espacos regulares por toda a superficie do meio, ou entao
localizadas nas extremidades ou no centro do reator. Em conjunto com a
agitacdo por pas, pode ser injetado ar comprimido. Esse ar podera ser filtrado
ou n3o. Os reatores poderdo ser fechados, através do uso de uma cobertura
removivel, porém essa cobertura devera ser construida de um material
transparente ou translicido a luz natural ou artificial. Materiais apropriados sé@o
plastico, acrilico e vidro.

No caso de produgdo industrial, o diéxido de carbono (CO2)
produzido na Unidade 2 - Produgdo de Biomassa Microbiana oleaginosa, e

recuperado no topo dos biorreatores através de um coletor acoplado ao mesmo
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e transferido através de tubulagdes até os tanques de produgéo de algas e/ou
cianobactérias. O CO, é distribuido através de borbulhadores ou difusores
apropriados instalados no meio de cultivo, de forma que a concentragcao de
CO; na forma dissolvida no meio seja da ordem 0.1-30%. O CO, podera ser
comprimido efou purificado e estocado em reservatérios pressurizados antes
de ser injetado nos tanques de cultivo de algas e/ou cianobactérias. No caso de
serem purificados, os gases provenientes dos biorreatores de producédo de
biomassa microbiana oleaginosa (Unidade 2) passam através de duas torres
lavadoras recheadas com espirais de ceramica até chegar ao gasémetro. Nas
ditas torres, em que o liquido de lavagem é agua desaefada,‘ocorre a remogao
quase que total de todas as impurezas sollveis em ég'ua. @) ‘|i<ju'ido de lavagem
retorna por bombeamento aos | biorr'eatoresv de prcﬂ)d‘ugé'o de biomassa
microbiana (Unidade 2), podendo ainda ser enviados aos tanques de produgéo
da biomassa algal. Do gasémetro, o gas é!_ conduzido a um depurador contendo
KoCr,0O;7 em solugdo, o qual-oxida metébéﬁtos volateis tais como aldeidos,
alcoois, entre outros, presentes no gas, que & entdo resfriado. Num segundo
depurador, contendo H,SO,4, completa-se a oxidagao e o gas é desidratado. O
CO, que sai deste depurador arrasta um pouco de acido que € eliminado numa
torre recheada com coque, na qual circula uma solugdo de Na,CO3;. Quando o
acido é neutralizado, ha liberagdo de CO,. O gas passa por um lavador
contendo uma pequena porgao de glicerina que tem por finalidade absorver os
produtos oxidados e fornecer um gas inodoro que pode ser estocado sob
compressdo em tanques para ser utilizado no cultivo de algas elou
cianobactérias.

A separagao ou colheita da biomassa algal produzida podera ser
realizada de maneira continua, semi-continua ou descontinua, manual ou
mecanica, floculada ou nao, utilizando centrifugas, filtros, filtros prensa,

peneiras, decantadores ou ciclones. Prefere-se, segundo o processo da
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presente invengao, a centrifugagéo e/ou filtragdo. A biomassa algal podera ser
extrusada ou nao, seca naturalmente ou em secadores de leito fixo ou mével,
ou ainda por atomizagado (spray-drier), ou tambor rotatorio para extragéao
posterior de lipidios. A biomassa oelaginosa algal recuperada podera ainda,
alternativamente, ser submetida a uma etapa de rompimento celular e a seguir
enviada a um misturador.

42 ETAPA - PROCESSAMENTO DA BIOMASSA MICROBIANA OLEAGINOSA E/OU ALGAL

Tanto a biomassa oleaginosa como a biomassa algal produzida
segundo o processo da presente invengao sao separadas do caldo de cultura
da mesma forma, ou seja por centrifugagao. Nos experimentos foi utilizada uma
centrifuga marca Car Padberg Zentrifugenbau, mdd.elo. 241 20.000rpm,
capacidade, 250l/h. Apos separagao do caldo, as refeﬁdas-biomassas foram
lavadas duas vezes com &gua potavel. Essas biomassas podem tambéem ser
separadas por outras operagdes unitarias, tais como decantagao ou filtragao,
embora a centrifugagdo possa figurar como o processo preferido na presente
invengdo. No caso presente, a biomassa foi processada por dois métodos
distintos, com e sem secagem. |
Secagem

A secagem das biomassas de levedura oleaginosa e algal foi
realizada em uma estufa a vacuo marca BTM Medical, Modelo Vacucell, com
capacidade de 111 litros. A secagem foirealizada em temperatura de 60 °C,
pressédo de 500 mmHg e tempo de 24 horas. Ap6s secagem, o teor de umidade
dessas biomassas variaram entre 8,5-10%.

TRATAMENTO DA BIOMASSA UMIDA

As biomassas de levedura oleaginosa € algal recuperadas apos
centrifugagdo sdo enviadas para a Unidade 5 - Extracdo de Oleos (lipidios) e
Liquefagdo Direta, conforme ilustrada na Figura 6. Alternativamente, a

biomassa Umida ou seca podera passar por um processo de rompimento
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celular para facilitar a extracao dos lipidios subsequentemente no extrator a
base de solventes organicos. Esse rompimento celular podera ser realizado
através do uso de métodos mecéanicos ou ndao mecanicos. Os métodos
mecanicos consistem no uso de pressao, trituragdo ou ultrasom. Os métodos
nao mecanicos se baseiam fundamentaimente no uso de enzimas que
provocam lise celular, como a lisozima ou outras, ou em métodos quimicos
pelo uso de detergentes ou ainda em métodos fisicos, através do choque
osmético ou congelamento. As biomassas ainda umidas (em pasta) de
natureza microbiana e algal submetidas ou ndo ao rompimento celular poderao
ainda opcionalmente serem enviadas a um misturador onde s&o iguaimente
alimentados suportes naturais desidratados, tais como farelo de soja, proteina
de soja concentrada, polpa citrica e bagaco de mandioca, dentre outros. A
adicao desses suportes naturais a biomassa oleaginosa de levedura e/ou
fungos filamentosos e/ou algal, tem por finalidade suprimir a etapa de secagem
da mesma antes de ser conduzida ao extrator, bem como gerar um produto
destinado ao cosumo animal, apés extragéo »dbs' Iibidios.

52 ETAPA - EXTRACAO DOs OLEOS (LIPiDIOS) E LIQUEFACAO DIRETA

TERMOPRESSURIZADA

As biomassas das leveduras oleaginosa Rhodosporidium
toruléides OF A25 e da microalga Botryococcus braunii OF C27, produzidas e
processadas segundo a presente invencgao, tém seus oleos (lipidios) extraidos
através de dois processos distintos, em extrator tipo Soxhlet e por liquefagdo
direta termopressurizada.

EXTRATOR TIPO SOXHLET SEMI-PILOTO

Um extrator semi-piloto baseado na metodologia Soxhlet, com
camara/vaso de extragdo contendo um volume de 3 litros é alimentado com
300 gramas de biomassa de levedura oleaginosa e algal moida com particulas

de 0,1-1mm. A extracdo do 6leo (lipidios) é feita nessa camara através da
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recirculagéo de 2,5 litros de n-hexano que percola através da biomassa contida
no interior de um envoltério de papel de filtro. Como fonte de aquecimento da
camara € utilizado vapor fluente a 4 atm. A temperatura de extragéo
empregada nesse extrator & de 95 °C, com um tempo de extragdo otimizado de
4 horas. Outros solventes e/ou condigdes de extragdo poderao ser testados
nesse equipamento.

Analise dos 6leos (lipidios)

Os dleos produzidos pela levedura Rhodosporidium toruldides OF
A25 e pela microalga Botryococcus braunii OF C27 foram analisados conforme
metodologia abaixo: _ |
1- Metilagdo dos acidos graxos presentes nas amostras das' biomassas de

levedura e algal utilizando o método Metcalfe, Smith & Pelka (1966);

2- Separagao e detecgdo dos acidos graxos presentes nas amostras utilizando

um cromatégrafo marca Varian, modelo 3300, equipado com detector de
ionizacao de chama, injetor tipo “split/splitiess”, com coluna Carbomax 20M. Os
parametros da operégéo: temperatura do detector - 280°C ; temperatura do
injetor - 250 °C ; temperatura da coluna - 110 °C (2 min), programacgéo a 5
°C/min até 180 °C (7min), programagao a 10 °C/min até 210 °C;

3- Gas de arraste, H, com fluxo na coluna de 1mL/min;

4- Gas ‘'make up”, N2 (30mL/min); e

5- Técnica de injecao “split, razdo 1:100.

O tempo de retencado (tr) e porcentagem(%) dos componentes
foram obtidos através do integrador INTRALAB 4290 que é acoplado ao
cromatégrafo.

A identificacao dos acidos graxos presentes em cada amostra foi
feita através dos seguintes procedimentos:

i) tempo de retencdo e tempo de retengdo corrigido (tr e trc) de ésteres

metilicos dos acidos graxos das amostras e padroes;
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ii) técnica da co-iluicao (spiking) de padrdes junto com amostra; e

iif) comprimento equivalente de cadeia (ECL).
Os valores do ECL foram calculados segundo Miwa et al., 1960,
Bano et al., 1988. Nas Tabelas 12 e 13 sdo apresentados a composi¢do média
(3 determinagdes) dos acidos graxos presentes (em 3 amostras distintas) de

6leos produzidos pela levedura oleaginosa Rhodosporidium toruléides OF A25

e pela microalga Botryococcus braunii OF C27.

TABELA 12 PERFIL DE ACIDOS GRAXOS DA LEVEDURA RHODOSPORIDIUM

TORULOIDES OF A25
Acido Graxo Carbono g/100g
Miristico C 14:0 152+ 0,07
Palmitico C 16:0 22;73 +1,77
Palmitoleico C 16:1 0.44 + 0,04
Estearico C 18:0 15,25 + 2,01
Oléico C 18:1 45,20 £ 1,89
Linoleico C 18:2 11,44 + 0,94
Linolenico C 18:3 3,46 + 0,41

TABELA 13 PERFIL DE ACIDOS GRAXOS DA MICROALGA BOTRYOCOCCUS BRAUNII OF

Cc27
Acido Graxo Carbono g/100g
Laurico C12:0 2,26 £ 0,16
Miristico C 14:0 2,92 £ 0,93
Palmitico C 16:0 39,26 + 3,77
Estearico C 18:0 4,21 +0.644
Oléico C 18:1 23,09 £1,98
Linoleico C 18:2 13,44 £ 1,22
Alfa linolenico C 18:3 14,79 + 0,95

NS
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" EXTRACAO POR LIQUEFAGAO DIRETA TERMOPRESSURIZADA

Este processo é designado extragdo por liquefacdo direta
termopressurizada (ELDT), em razdo de que o extrator/reator opera com
pressbes superiores a atmosférica. Este acréscimo de pressdao ndo é
ocasionado pela injecdo de um gas inerte, mas sim pela elevagdo acima do
ponto de ebulicdo e vaporizagéo do fiquido no interior do vaso/reator. O reator é
formado por um vaso de ago carbono revestido internamente em ago inox AlSI
316. Este revestimento interno deve ser de acgo inoxidavel para nao sofrer
corrosdo em virtude dos diversos sais que sdo adicionados ao caldo de
fermentagcdo que inevitavelmente estardo presentes em quantidades
apreciaveis na biomassa Umida. | |

O extrator é constituido por um cilindro de 40 cm de comprimento,
20 cm de diametro externo e 15 c¢m de didametro interno, resultando num
volume total de 7,0 litros. Internamente existem 3 chicanas anguladas entre si
em 120° e com largura de 1 cm, d suficiente para elevar as esferas e fazé-las
cair. O reator repousa sob eixos -horizontais (iue 0 movimentam a uma
velocidade de 40 rpm, promovendo eficiente mistura entre solvente, biomassa
e esferas de porcelana, propiciando uma melhora na eficiéncia do rompimento
celular e faciltando a extragdo do 6leo. 500g de biomassa de levedura
oleaginosa e algal na forma de pasta com 70% de umidade sdo misturados
com 2,1 litros de solvente e 50 esferas de porcelana. Nessas condigbes
operacionais a taxa de ocupacdo do volume Util do reator é de
aproximadamente 35%. O reator é lacrado, tendo inicio o processo de
extragdo, que é realizada a uma temperatura de cerca de 120 °C, para o caso
da utilizagdo do n-hexano como solvente ou cerca de 145 °C para no caso do
emprego do metanol. A pressao utilizada para ambos os tratamentos é de 7
bar, otimizadas previamente. Temperaturas e pressées superiores e/ou

inferiores a essas poderao ser utilizadas. O tempo de extracéo é de 1h 30 min,
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conforme condigao otimizada, previamente.

Apéds término da extragdo, a fragdo sdlida formada por detritos
celulares é separada da fracao liquida formada por 6leo + solvente + agua, por
meio de filtragdo a vacuo em filtro Biichner com papel filtro de porosidade de

5 4um. A fase sodlida fica retida no filtro sendo desidratada e podendo ser
utilizada como suplemento na alimentagdo animal. A mistura das fases
organica e oleosa é encaminhada a uma funil de decantacao. Ap6s 1 hora as

._ fases estdo bem distintas. A camada superior € composta por uma mistura de
6leo e solvente. Essa mistura € destilada para recuperacdo do solvente que

. 10 poderd ser reciclado no processo, obtendo-se um 6éleo _bruto viscoso de
coloragao escura. | o

' TABELA 14 PROPRIEDADES DO OLEO OBTIDO POR LIQUEFAGCAO DIRETA

TERMOPRESSURIZADA (ELDT)

Propriedades OBL OBM .| * Oleo Combustivel
| BPF (tipo A) '°
Densidade 957 ' 945 970
aparente (Kg/m3)
._ Viscosidade 194 189 620 (max)
. Cinematica
, (mm?/s)
Ponto de Fulgor 85 79 66 ° C (min) 20
(] Min. °C
H20 e 1.22 1,69 2,0% (max)
Sedimentos (%
Volume)
Teor de enxofre 1,43 0,49 2,5% (max)
Poder Calorifico **8598 **8429 9600 2
Kcal/kg

Yt



15

25

*Normas ANP, Portaria 80, ASTM E 29 .
OBL= Oleo bruto de levedura, OBM= 6leo bruto de microalga
** Poder calorifico inferior

Na Tabela 14 acima s&o apresentadas as propriedades dos éleos
microbiano e algal obtidos através do processo ELDT, segundo a presente
invengéo, em comparagdo com o 6leo BPF (tipo A) derivado do petréleo. Os
experimentos demonstram que esse 6leo obtido de biomassa de levedura
(OBL) e de microalga (OBM) se enquadram dentro das normas brasileiras
(ANP, Portaria 80 e estrangeira ASTM) para essa calasse de combustivel
destinado a geragéo de calor/vapor. O processo ELDT acima descrito possui
grande potencial aplicativo na area da produgéo dos biocorﬁbustiveis, pois
dispensa a operagao de secagem da biomassa, que é considerada de grande
impacto econdmico. Desta forma, a presente invengdo através de suas
tecnologias integradas contempla a possibilidades de se optar pela via
tecnolégica que seja mais \'/'afntajosa economicamente e/ou do tipo do
biocombustivel que se deseja produzir, o biodiesel ou o 6leo combustivel para
geragao de vapor/energia. |

Ainda, segundo o processo da presente invengdo, a biomassa
microbiana oleaginosa efou algal com alto teor de umidade pode,
alternativamente, ser liquefeita em um reator sob pressao e temperatura, na
presenc¢a de catalisadores quimicos, preferencialmente na presenca de alcalis.
Durante a liquefagédo, o reator pode ser purgado com um gas inerte, tal como o
nitrogénio, pois a purga impede a evaporagao da agua e auxilia na remogao do
ar residual no equipamento. De acordo com a proveniéncia da biomassa
(microbiana, algal ou suas misturas), o procedimento de liquefagdo direta
termopressurizada pode durar de 5 minutos e 120 minutos, a temperatura
interna do reator pode variar de 120 °C e 400 °C e a pressao interna pode

variar de 1 MPa e 5 MPa. O material liquefeito obtido a partir desta técnica
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possui alto poder calorifico, cerca de 5.000-11.500 Kcal/kg, dependo do teor de
lipidios presente na biomassa, bem como das condicdes empregadas no
processo de liquefacdo e natureza do catalisador. O produto obtido podera ser
utilizado diretamente como combustivel ou entdo pode ser misturado ao
petroleo fossil durante a operagao de refino, com vistas a aumentar as fragoes
de diesel e/ou gasolina. Podera ainda ser enviado para uma nova etapa de
extragdo liquido-liquido, com vistas a extragdo de hidrocarbonetos e
subsequente produgdo de biodiesel.

62 ETAPA - TRANSESTERIFICACAO DOS OLEOS (LIPIDIOS) POR CATALISE ACIDA

Os lipidios de biomassa oleaginosa de levedura e microalgal
extraidos e analisados conforme acima descrito foram ‘t-ransesteriﬁcados
segundo técnica descrita por Miao & Wu (2006).

As reacdes de transesterificagao foram realizadas em frascos de
vidro do tipo Becker com capacidade de 1 litro. Foi utilizando uma relagéo
metanol:6leo de 56:1 e 100% H>SO4 como catalisador. Os frascos recobertos
com papel de aluminio foram transferidds para uma estuda com temperatura
controlada em 30 °C, sendo a reagdo de transesterificacdo conduzida sob
agitagéo por um periodo de 4 horas. Apds esse periodo, o produto da reagio
foi transferido para um funil de separagdo. A parte superior constituida de
biodiesel foi separada e lavada com éter de petroleo e, na seqiiéncia, com
agua a temperatura 45 °C até a mesma se tornar neutra, demonstrando que
ocorreu completa remogéo da acidez residual da reacao de transesterificacéo.
O biodiesel foi entdo obtido por separagéo do éter de petroleo por destilacio. A
parte inferior do funil de separagédo é constituida basicamente por glicerina que é
recirculada para o reator da Unidade 2, efetivando assim o ciclo de aproveitamento
integral dos residuos no processo segundo a presente invencgao.

AVALIACAO DA QUALIDADE DO BIODIESEL PRODUZIDO

A Tabela 15a seguir apresenta uma série de parametros do
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biodiesel produzido a partir dos ésteres metilicos obtidos a partir das
biomassas oleaginosas da levedura Rho dosporidium toruléides OF A25 e
microalga Botryococcus braunii OF C27. Esses resultados foram comparados
com amostras de diesel derivado do petréleo adquirida no mercado na cidade
de Ribeirdo Preto, Estado de Séo Paulo, Brasil. Os resultados evidenciam que
o biodiesel produzido através do processo da presente invengdo apresenta
uma qualidade préxima ao diesel derivado do petréleo, podendo ser
empregado integralmente ou em mistura com esse combustivel féssil em
motores tipo Diesel. Outra possibilidade é sua utilizagdo como substituto ao
biodiesel produzido a partir de produtos agricolas que sdo amplamente
demandados na alimentagao humana e animal, como por exemplo, a soja.

TABELA 15. COMPARACAO DAS PROPRIEDADES DO BIODIESEL PRODUZIDO A PARTIR

DE OLEO DE LEVEDURA E MICROALGA COM DIESEL DERIVADO DO PETROLEO

Caracteristicas Método/Técnica BL BM Diesel
Utilizadas Comercializado
Estado do Sao
_ Paulo-Brasil
H20+Sedimentos | ASTM D 1796 0,03 0,01 0,03
(% Volume)
Cinzas ASTM D 482 0,0 0,01 0,0
(% Massa)
Densidade ASTM D 4052 875 869 852
Relativa a :
20-4 °C (Kg/m®)
Ponto de Fulgor | ASTM D 56 103 96 59
(min, °C)
Viscosidade ASTM D 445 53 5,2 3,5
a40°C
Poder Calorifico | ASTM D 240 9860 9275 11300
Superior
(Kcal/Kg)
indice de cetano | ASTM 4737 46 45,5 44
ANP Portaria
210/2001
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ASTM: American Society for Testing and Materials

Segundo um outro aspecto da presente invengado, a
transesterificacdo dos o6leos provenientes de uma das sub-unidades de
extracdo ou de liquefagao direta, ou mesmo suas misturas, podem ser
transesterificados com o uso de etanol, isopropanol, butanol ou quaisquer
outros alcoois primarios, anidros ou hidratados, ou suas misturas em quaisquer
proporcoes estequiométricas de 6leo/alcool. A temperatura da reagédo devera
variar de 25 °C a 120 °C. A Figura 7 ilustra um fluxograma da unidade de
transesterificagcao, parte integrante do presente processo.

Nessa Unidade 6, a transesterificagcéo pqde_ré ainda ser realizada
utilizando-se diferentes catalisadores quimicos. Se a catélisé f?)f alcalina, pode-
se utilizar o hidréxido de sddio, hidréxido de potéssid ou outros e, se a catélise
for acida, pode-se utilizar o acido fosférico, acido cloridrico, o carbonato de
calcio ou outros. No caso de catalise enzimatica, pode-se utilizar quaisquer
enzimas classificadas como lipoliticas/lipases. De acordo com o catalisador
utilizado no processo, deve-se aplicar o neutr_élizador correspondente na etapa
de lavagem do biodiesel. A transesterificagdo pode também ser realizada
utilizando-se co-solventes tais como o tetrahidrofurano ou outros, os quais irdo
aumentar a solubilidade do alcool primario utilizado. Neste caso, fica
dispensada a neutralizag&o, pois sdo recuperados juntamente com o alcool.

Além destas duas opgdes, ha uma terceira, a reagao de
transesterificacdo em estado supercritico, no qual a reagdo ocorrera a
temperaturas variand.o de 350 °C a 400 °C e presses variando na ordem de
60 a 100 atm.

De um modo geral, a reagdo de transesterificacdo podera ainda
ocorrer em batelada ou em sistema continuo. O catalisador, o co-solvente, o
alcool e a biomassa processada poderdo ser adicionados ao tanque de

transesterificagdo conjuntamente ou poderao ser previamente misturados em
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outra ordem utilizando-se tanques adicionais para estas misturas. A reagao
podera ocorrer com ou sem catdlise acida, basica ou enzimatica, homogénea
ou heterogénea, com ou sem o uso de co-solventes, em estado supercritico ou
nao e com ou sem agitacao.

Apéds a etapa de transesterificagcdo, o alcool utilizado podera ser
recuperado por processos de evaporagao ou destilacao flash, visando reduzir a
solubilidade do glicerol no biodiesel. Caso seja utilizada transesterificagdo com
co-solvente, nesta etapa ele sera removido junto ao alcool.

Em seguida a etapa de transesterificacdo, é realizada a
separagdo de fases, resultando em uma fase leve compreendendo o biodiesel
(fase superior) e em uma fase pesada compreendendo qgliceiﬂr“o'l (fase inferior).
A separacdo de fases podera ocorrer naturalmente por decantacdo ou através
da acdo de um campo gravitacional centrifugo para acelerar este processo,
podendo-se entdo utilizar uma centrifuga. Apds a separagao de fases, o glicerol
é retirado do sistema e recirculado como-fonte de carbono para a produgéo de
biomassa microbiana oleaginosa, no inicio do processo integrado segundo a
presente invenc¢ao. O biodiesel assim obtido passa, alternativamente, por uma
etapa de lavagem, visando a remog¢éao de quaisquer impurezas ou de outros
compostos quimicos adicionados ao processo. Esta lavagem € realizada
utilizando-se diferentes propor¢des agua/biodiesel e por qualquer método
adequado. O efluente dessa etapa de lavagem consiste em uma mistura de
agua e catalisador, caso este tenha sido empregado na etapa de
transesterificagao.

O Dbiodiesel purificado podera entdo ser armazenado ou,
desejando-se um produto com qualidade superior, pode-se ainda submeté-lo a
uma etapa de evaporacao da agua remanescente.

Como alternativa a producao de biodiesel, os lipidios provenientes

da Unidade 5 - Extracdo de Oleos (lipidios) e Liquefagdo Direta
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termopressurizada, conforme ilustrada na Figura 6 e acima descrita, podem ser
utilizados diretamente na industria. Vantajosamente, os lipidios provenientes da
sub-unidade de liquefagdo direta podem ser utilizados como combustiveis para
a geragao de calor e/ou vapor, enquanto que os lipidios provenientes da sub-
unidade de extracdo, ou suas misturas com aqueles provenientes da sub-
unidade de liquefagao direta, podem ser utilizados como adjuvantes ao petréleo
bruto ou suas fragdes pesadas provenientes do refino, o que proporcionara
aumento nos rendimentos em gasolina, diesel e demais fragdes durante o
refino ou craqueamento. A Figura 8 ilustra um fluxograma mostrando tais
alternativas. .

Os téchicos no assunto perceberio, pela descri;;éb acima, que o
processo para a producdo de biodiesel e/ou 6leo combustivel a partir de
biomassa microbiana oleaginosa e/ou algal segundo a presente invencéo é
uma tecnologia inovadora, ecologicamente sustentavel, que ndo gera qualquer
tipo de residuo, proporcionando ainda a .vantagem de liberar importantes
volumes de oxigénio na atmosfera a partir dos tanques de produgdo de

biomassa algal. -
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REIVINDICACOES

1. PROCESSO PARA A PRODUGCAO DE BIODIESEL E/OU

OLEO COMBUSTIVEL, caracterizado por compreender como matéria prima
biomassa microbiana oleaginosa obtida a partir de derivados e residuos da
cana de agucar, a qual pode ser integrada com biomassa algal e/fou com
glicerol.

2, PROCESSO PARA A PRODUGAO DE BIODIESEL E/OU
OLEO COMBUSTIVEL, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado por
compreender, em sua forma integrada, pelo menos uma etapa de producéo de
biomassa oleaginosa de leveduras e/ou fungos ﬁlamentosos a partir dos
derivados e residuos de cana de aglcar, uma etapa deAprodL‘}géo de biomassa
algal pelo aproveitamento integral dos residuos, C0, e caldo residual, gerados
na,referida produgdo de biomassa oleaginosa, uma etapa de extragdo dos
lipidios contidos nas ditas biomassas microbiana oleaginosa e algal, ditos
lipidios sendo encaminhados diretamente para uso na geracdo de energia ou
vapor, e/ou encaminhado para u.ma -etapa de.tranéésteriﬁcagéo para produgao
de biodiesel, da qual o glicerol residual é recirculado como matéria prima para
produgéao da referida biomassa microbiana oleaginosa.

3.  PROCESSO PARA A PRODUCAO DE BIODIESEL E/OU
OLEO COMBUSTIVEL, de acordo com a reivindicagdo 2, caracterizado pelo
fato de que a etapa de producdo de biomassa microbiana oleaginosa é
realizada com o uso da levedura Rhodosporidium toruloides OF A25.

4. PROCESSO PARA A PRODUGAO DE BIODIESEL E/OU
OLEO COMBUSTIVEL, de acordo com a reivindicagio 2, caracterizado pelo
fato de que a etapa de produgdo de biomassa microbiana oleaginosa é
realizada com o uso de uma ou mais dentre as leveduras e fungos
flamentosos, modificados geneticamente ou ndo, escolhida do grupo

consistindo de Candida curvata, Candida guilhermondi, Candida tropicalis,
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Candida sp., Candida oleophila, Candida lipolitica, Criptococcus terricolus,
Hansenula saturus. Hansenulla ciferrii, Lipomyces starkei, Rhodutorala
gracilis, Aspergillus fischeri, Aspergillus fumigatus, Aspergillus nidulans,
Aspergillus ochrceus, Aspergillus terreus, Aspergillus ustus, Cladosporium
fulvum, Cladosporium herbarum, Mucor miehei, Penicillium gladiololi,
Penicillium  javanicum,  Penicilium lilacinum, Penicillium  spinulosum,
Peniciliumm ultimum, Criptococcus albidus, Lypomices starkeyi, Rhodotorula
glutinis, Trichosporon pullulans, Mortierrella hygrophila, M. zychae, M. elengata,
M. parvispora, M. schmuckeri, M. alpina, Lypomyces lipofeer, Lipomyces
tetrasporus, Williopsis saturnus, Candida diddensiae, Yarrowia lipolitica,
Trichosporon cutaneum. | .

5. PROCESSO PARA A PRODUCAO DE BIODIESEL E/OU
OLEO COMBUSTIVEL, de acordo com a reivindicacdo 2, caracterizado pelo
fato de que a etapa de produgdo de biomassa algal é realizada com o uso da
microalga Botryococcus braunii OF C27.

6. PROCESSO PARA A PRODUCAO DE BIODIESEL E/OU
OLEO COMBUSTIVEL, de acordo com a reivindicagao 2, caracterizado pelo
fato de que a etapa de produgdo de biomassa algal é realizada com o uso de
algas e/ou cianobactérias que poderao ser cultivadas de forma isolada ou em
co-culturas (linhagens combinadas) e sao formadas pelo grupo consistindo de
Euglena sp; (gracilis), Anabaena sp. (variabilis, cylindrica, hassali, planctonica),
Dunaliella sp. (salina, bardawil, tertioleta), Achananthes orientalis, Amphora
(delicatissima, cafeiformis), Ankistrodesmus falcatus, Chaetoceros sp. (muelleri,
gracilis, muelleri subsalsum), Clorococcum sp., Chlorrella sp. (ellipsoidea,
salina), Chromonas sp. Chrysosphaera sp., Cricophaera sp., Cryptomonas sp.,
Cyclotella sp. (meneghiniana, cryptica), Navicula sp. Amphiprora hyalina,
Eustigmatophyte flagellate, Pleuorochysis sp., Franceia sp., Gleocapsa

sp.,Gloeothamnion sp., Hymenomonas sp., Isochrysis aff. Galbana,
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Monoraphidium sp., Nannochloropsis sp. (salina), Navicula (saprophil,
pseudotenelloides, biskanterae, acceptata, saprophila, pseudotenelloides),
Nephrochloris sp., Nitzschia sp. (pusilla monoensis, elliptica, alexandrina,
quadrangula, pusila monoensis, inconspicua, microcephala, frustulum,
hantzchianna, intermédia, frustulum, communis), Ochromonas sp., Oocystis sp.
(pusilla), Oscillatoria sp. (subborevis, limnetica), Phaeodactylum tricornutum,
Platymonas sp., Pleurochrysis sp. (dentate), Prymnesiophyte sp.,
Pseudoanabaena sp., Pyraminonas sp., Stichococcus sp., Synechococcus sp.,
Tetraselmis suecica, Thalassiosira weissflogii, Nitzschia sp bem como seus
mutantes e/ou linhagens modificadas geneticamente capazes de acumular
lipidios em sua biomassa. | o

7.  PROCESSO PARA A PRODUGAO DE BIODIESEL E/OU
OLEO COMBUSTIVEL, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo
fato de os derivados da cana de aglcar serem bagaco de cana de aglcar
hidrolisado concentrado e detoxificado (BHCD), caldo, melago, aclicar mascavo
e/ou refinado. |

8. PROCESSO PARA A PRODUCAO DE BIODIESEL E/OU
OLEO COMBUSTIVEL, de acordo com a reivindicagdo 7, caracterizado pelo
fato de o bagago de cana de aglicar sofrer um pré-tratamento para alterar o
tamanho e a estrutura das fibras lignocelulésicas, micro e macroscopicamente,
e alterar a composi¢cdo quimica e estrutura sub-microscépica das mesmas
antes de ser hidrolisado, dito pré-tratamento sendo efetuado por meios fisicos,
fisico-quimicos, quimicos, biologicos ou suas combinagées, preferencialmente
por meio de trituragdo mecanica ou moagem, sendo em seguida hidrolisado por
meios ‘quimicos ou enzimaticos.

9. PROCESSO PARA A PRODUCAO DE BIODIESEL E/QU
OLEO COMBUSTIVEL, de acordo com a reivindicacdo 8, caracterizado pelo

fato de o bagago de cana de agucar pré-tratado, seco e com particulas de
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cerca de 0,1-0,8mm, ser hidrolisado a cerca de 125 °C, por um periodo de
cerca de 20 minutos, utilizando-se para cada 1 kg de matéria seca cerca de
120 gramas de acido sulfurico concentrado, com uma relagao sélido liquido de
1:10, sendo o hidrolisado concentrado e detoxificado.

10. PROCESSO PARA A PRODUCAO DE BIODIESEL E/OU
OLEO COMBUSTIVEL, de acordo com as reivindicagcbes 2 ou 3, caracterizado
pelo fato de ser preparado um inoculo da cepa Rhodosporidium toruloides OF
A25 em meio YM (Yeast Medium) sélido, a qual € submetida ao crescimento
em estufa a cerca de 30°C durante 5 dias e incubada por um periodo de cerca
de 72 horas, sendo dito meio YM composto por glicose (10g/l), peptona (5,0
g/l), extrato de levedura (3,0 g/l), extrato de malte (3,0 Q/I), Aéar (20 g/l) e pH
5,0. I

11.  PROCESSO PARA A PRODUCAO DE BIODIESEL E/OU
OLEO COMBUSTIVEL, de acordo com as reivindicacéo 2, caracterizado pelo
fato de a biomassa microbiana oleaginosa ser produzida em biorreator dotado
de agitacdo mecénica, em um tempo de cerca de' 24 horas a cerca de 150
horas, em uma relagao carbono/nitrogénio variando de cerca de 0,5 a 500, um
pH variando de 2,5 a 8,5 e uma temperatura na faixa de 10 a 50 °C, sendo.0o
meio de cultivo aerado com um volume de ar na faixa de 0,1 a 5 v/iv/m (volume
de ar por volume de meio por minuto).

12. PROCESSO PARA A PRODUGCAO DE BIODIESEL E/OU
OLEO COMBUSTIVEL, de acordo com as reivindicagdo 2, caracterizado pelo
fato de a producgao de biomassa microbiana oleaginosa compreender:
- a preparagao de um meio de pré-indculo compreendendo cerca de 10 g/l de
glicose, 5 g/l de peptona, 3 g/l de extrato de levedura e 3 g/l de extrato de
malte;
- a preparagao de um meio de adaptagao compreendendo 10 g/l de melago de

cana de acucar, 5 g/l de hidrolisado de bagaco de cana de aglicar concentrado
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e detoxificado, 5 g/l de glicerol e 5 g/l de extrato de levedura; e
- um meio de propagag¢ao compreendendo cerca de 40 g/l de melaco de cana
de agucar, 30 g/l de hidrolisado de bagago de cana de aglcar concentrado e
detoxificado, 30g/l de glicerol, 5 g/l de extrato de levedura, 2,5 g/l de uréia e 0,5
ml/l de anti-espumante, sendo todos esses meios desenvolvidos em um pH em
cerca de 5,0.

13. PROCESSO PARA A PRODUCAO DE BIODIESEL E/OU
OLEO COMBUSTIVEL, de acordo com as reivindicagéo 2, caracterizado pelo
fato de a etapa de producao de biomassa algal compreender:
- a adaptagdo da microalga em caldo residual de biomassa microbiana
oleaginosa, em cultivos incubados por um periodo de ceréa‘de 15 dias, nos
quais sdo mantidos uma temperatura de 25 °C (x 2 °C), agitagao de cerca de
110 rpm, cerca de 1500 Lux de intensidade de irradiagdo luminosa por
periodos de 12 horas alternados com 12 horas no escuro, sendo biomassa
algal formada filtrada, lavada com agua destilada e seca por 24 horas em
estufa a cerca de 100°C:
- preparagdo de inéculo para o cultivo da microalga em caldo residual de
biomassa microbiana oleaginosa, ou uma mistura de caldo + agua, sendo a
concentracao inicial de microalga adaptada com valores minimos na ordem de
0,2¢g/l;e
- ativagdo, por meio da cultura ativa (inéculo), de fotobiorreatores contendo
caldo residual de biomassa microbiana oleaginosa, os quais sdo providos de
agitac@o e aeracéo através de um fluxo de ar atmosférico de cerca de 1 v/iv/im
(volume de ar por volume de meio), com temperatura controlada na faixa de 30
°C (2 °C), ditos fotobiorreatores possuindo uma iluminancia de cerca de 1500
Lux, por um tempo de cultura de cerca de 15 dias.
- injecdo de didxido de carbono residual da etapa de produgao de biomassa

microbiana oleaginosa nos fotobiorreatores, nos quais sdo borbulhado de modo
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a atingir uma concentracio na forma dissolvida no meio na ordem 0,1-30%; e
- separacdo ou colheita da biomassa algal produzida por centrifugacdo e/ou
filtrac3o.

14. PROCESSO PARA A PRODUCAO DE BIODIESEL E/OU
OLEO COMBUSTIVEL, de acordo com as reivindicagéo 2, caracterizado pelo
fato de as biomassas de levedura oleaginosa e algal passarem por um
processo de rompimento celular para facilitar a extracdo dos seus Odleos
(lipidios) através de extrator tipo Soxhlet e por liquefagdo direta
termopressurizada.

15.  PROCESSO PARA A PRODUGAO DE BIODIESEL E/OU
OLEO COMBUSTIVEL, de acordo com as reiyindic_agées 2 ou 14,
caracterizado pelo fato de os lipidios extraidos das biomassas oleaginosa
microbiana e algal serem transesterificados para a produg¢édo de biodiesel
segundo um processo no qual o glicerol residual é recirculado para alimentar o
biorreator de produgao de biomassa microbiana oleaginosa.

16. PROCESSO PARA A PRODUCAO DE BIODIESEL E/OU
OLEO COMBUSTIVEL, de acordo com as reivindicagdes 2 ou 14,
caracterizado pelo fato de os lipidios extraidos das biomassas oleaginosa
microbiana e algal serem utilizados diretamente como combustiveis para a
geracdo de calor e/ou vapor, ou como adjuvantes ao petréleo bruto ou suas

fracdes pesadas provenientes do refino.

P %



SR 1/7

Glicerol Derivados Fonte(s) N2 Farelo de Soja,
\oero Cana-de-Agicar R Proteina de Soja
] Polpa Citrica,
Etapa de Qutros
Secagem Biomassa Microbiana
Caldo Oleaginosa Processada
Biorreator (es) + Biomassa I
de Indculo Biomassa Microbiana
Microbi Biomassa Microbiana Oleaginosa
icroniana . Desidratada
Oleaginosa I Oleaginosa
A > L0 —
Et d Catalisador
apa de
Bi ( C E:a‘?: g Rom;’imento Etapa de
iorreator(es, entrifugacao ; = .
Et.ap'aAde Produgdo ) s Biomassa Microbiana Celular quugfagao Misturador
Hidrélise Bi Caldof Efluente Oleaginosa Direta
Quimica M,'°m§_ssa Residual Liquido -
Enzimatica icrobiana
Oleaginosa :I
Tanque(s) de S
Tratamento Cultivo Algal Solvente
Orgénico =
coz Biomassa Algal g Extracio com
Oleaginosa Solventes
Organicos
Sabrenadants Etapa de
Etapa de Etapa de Rocr:np;irlnento Toda
< N = elular
Giicerol Fre Btr: t:r;ento Farelo, CIFIIt‘:_a(;acl Jr
Polpa, anicacao N e
Bagago, Slomassa - | - _Admvo .
Outros Algal . Alimentagao
Etapade | oleaginosa Animal
Bagago df-z Secagem | Desidratada
Cana-de-Aglcar N .
I::l v
U Armazenamento
Misturador T Oleo Extragéio
¢
Oleo Liquefagio
Aicool
Recuperado Estoque
Catalisador
Produto Reacional L
Com Alcool Pré-Mistura
[ Ao | e et

Combustivel
T Tanque de Geracao
anque de Transesterificagéo Tanque de Oleo Extragio Calor e/ou
Recuperagéo de Alcool Mistura Vapor
Produto Reacional Agua de
Lavagem BioDiesei

Sem Alcool

) oo

VAN

Etapa Separagio : Refinaria

Ester/Glicerol
\T/ \—0 Efluente
Etapa de Lavagem
do BioDiesel

Produto Reacional
Com Impurezas

Figura 1

57



217

Bagago de cana de agticar

L

Trituracdo e moagem

v

Peneiramento

!

Bagago moido
Particulas
0,8-0,1 mm

v

H2S04

Hidrolise acida

" H0 -

v

Hidrolisado de Bagaco

v

Detoxificagéo'do
Hidrolisado de Bagago

v

Hidrolisado de Bagago
Detoxificado

v

Produgdo de Biomassa
Microbiana Oleaginosa

Figura 2

LO



3/7

pris

A Unidade 06 - Derivados Fonte(s) N2
Transesterificagdo Glicerol Cana-de-Agticar I
Sais Minerais
|
Caldo
+
Biorreator(es) Biomassa
de Indculo Microbiana
Oleaginosa Unidade 03
Unidade O1 nidade Ho
Processamento Bagago Processamento Biomassa
Cana-de-Agticar Microbiana Oleaginosa
Biorreator(es)
. Tanque de Produgéo
Hidrdlise Biomassa -
Quimica Microbiana | Tratamento Unlc.jade 04
Enziméatica Oleaginosa - COo2 Cultivo Algal

Figura 3

Concentragao

.’ —e—Aglcar total —a— Glicerol

Cinética en Fermentator New BrunsWick BioFio 110 - 10L

12 24 36
. Tempo (h)
(g/L) —a— Biomassa (peso seco) (g/L) —<— Lipidios (%)

48 - 60 72

Figura 4



L J

Unidade 02
Produgéo de Biomassa
Microbiana QOleaginosa

co2

417

Unidade 03
Processamento Biomassa
Micrabiana Oleaginosa

Caldo / Eftuente
Residual Liquido

Cultivo

Tanque(s) de

* Unidade 05
Liquefagdo Direta

Unidade 05
acdo Solventes
Orgéanicos

Cultivo Algal Y—VX
NS
Etapa de
Sobrenadante Rompimento .
Et d Celular
apa de
Filtragéo Extr.
FPaorl?:' Clarificagao Biomassa Algal
Bagace. Etapade | o000
Qutros Secagem
J{J\Ij Armazenamento
Misturador

Figura 5

L3

bl



S/7

Biomassa

Unidade 03
Processamento Biomassa
Microbiana Oleaginosa

. Microbiana
Unidade 03 Oleaginosa
Processamento Biomassa
Microbiana Oleaginosa

. Biomassa

Algal

Oleaginosa
Unidade 04
Cuitivo Algal

Unidade 06

Catalisador
Etapa de Biomassa
Liquefagdo Microbiana
Direta Processada
com Aditivos
Solvente L
Orgénico Extrago com
Solventes
Orgénico
»
Torta
S
Aditivo
Alimentagao
Animal
Oteo Extragao
Oleo Liquefa;éojr

‘ Transesterificagdo

Figura 6

Unidade 07
Possibilidade de Geragao
de Calor/Vapor e Adigao

ao Petroleo

G

62



Alcool

Recuperado ¢

"~ Produto Reacional

Com Alcool

\_/
Tanque de

Produto Reacional
Sem Alcool

Recuperagao de Alcool

Agua de Lavagem

6/7

Oleo Extracao

Unidade 05

Oleo Liquefagdo

Extragdo de Oleo e
Liquefagéo Direta

|

Y

Pré-Mistura

Tanque de
Transesterificagdo

)

r BioDiesel

Catalisador

Alcool

Tanque de
Mistura

AN

I
Etapa de Separag&o
Ester/Glicerol

Glicerol

Unidade 02

Produgao de Biomassa

Microbiana Oleaginosa

R

Etapa de Lavagem
do BioDiesel

Produto Reacional
Com Impurezas

Figura 7

L—— Efluente

Estoque
Catalisador



\ '

7

Unidade 05
Extragéo de Oleo e
Liquefa¢ao Direta

}

Oleo
Liquefagdo
Combustivel
Oleo Geragéo
Extragdo | Calor e/ou
* Vapor
Petrdleo
Refinaria

Figura 8

bR



INSTITUTO NACIONAL DA PROPRIEDADE INDUSTRIAL

CERTIFICO que a presente fotocGpia, em niimero de uma,
reproduz fielmente o documento arquivado neste Instituto

Rio de Janeim, 13 de Margo de 2009.

OSCAR PAULO BUENO
Chefe do SEPDOC
MAT. 0449117




15

‘\ "
‘4_/'

20

REsumo
“PROCESSO PARA A PRODUGAO DE BIODIESEL E/OU OLEO
COMBUSTIVEL”

A presente invengéo/ trata de um processo para a produgdo de
biodiesel e/ou 6leo combustivel a partir de biomassa microbiana oleaginosa
e/ou algal e/ou de derivados e residuos da cana de agticar. Os produtos objeto
da presente invengéo sdo adequados para uso direto em motores e na geragao
de energia ou vapor.

O processo integrado segundo a presente invengdo compreende
a utilizagdo, como matéria prima, biomassa microbiana oleaginosa obtida a
partir de derivados e residuos da cana de acUcar, a quél € integrada com

biomassa algal e/ou com glicerol e sdo processadas através de etapas de

produgdo de biomassa microbiana oleaginosa de leveduras efou fungos

flamentosos, etapas de produgdo simultinea de biomassa algal pelo
aproveitamento integral dos residuos, C0, e caldo residual da referida
producdo de biomassa microbiana, bem como etapas de extracdo e
transesterificagcdo dos lipidios contidos biomassa, com reutilizagdo do glicerol
residual produzido. O processo descrito trata-se de tecnologia inovadora,
ecologicamente sustentavel, que ndo gera qualquer tipo de residuo,
proporcionando ainda a vantagem de liberar importantes volumes de oxigénio

na atmosfera.
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4. Titulo (resumido): Processo para a Produciio de Biodiesel (...)

5. Exigéncia:O pedido nio atende formalmente as disposicdes legais, especialmente quando ao Art. 19 da LPI e AN127/97
e é recebido provisoriamente, ficando o requerente obrigado a sanar, em 30 (trinta) dias a contar da data da ciéncia, as
exigéncias estabelecidas abaixo. Nio sendo a exigéncia cumprida, com a apresentacio da documentacio exigida no prazo
acima, o depésito nio serd aceito, e 2 documentacio ficari a disposi¢do do interessado, nos termos do Art. 21 da LPIL.

Prezada senhor,

- Pelo item 15.1.4.5. do Ato Normativo 127/97, "os desenhos ndo deverdo ser emoldurados (...)";
o presente pedido, a figura 4 contém moldura. :

No depésito anterior, cujo niimero & Pl 0706170-6, o depositante foi descrito como "Ouro Fino-Participagoes e/ -
Empreendumentos S/A". No presente pedido de prioridade interna, cujo protocolo é 018080026804, o depositante
oi apresentado como "Ouro Fino Participacdes e Empreendimentos Ltda". Portanto, ha uma divergéncia entre os
‘nomes do depsitante no depdsito anterior e no pedido atual.
Para um pedido de prioridade interna, O nome do depositante deve ser o mesmo no depésito anterior e no gedigo
atual de prioridade interna.

~—— Solicita-se:
a) Apresentar, em 03 vias, a figura 4 sem moldura;
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Além dos esclarecimento solicitados acima, que devera ser apresentado em 02 vias, apresentar também, em 02 vi-
as, o formulario 1.01 preenchido com o nome correto do depositante no campo 1.1.

bs. Se 0 depésito for efetnado por procurador, caso nio seja apresentada procurag:ao dentro do prazo de 60 (sessenta) dias,
contar da data de depdsito, o pedido serd arquivado definitivamente.

Em, 04/09/2008 Alexandre €grdoso i

Matricula i 8840

i

, DIRPA/SB; .
Data Assinatura e nome legivel
Enviado para a origem C) L‘»] C}% (Q? z'j/u s
‘Recebido na origem 0 \6 \gﬂmﬂm Vv M ouse™ _
: N ) ’ i
Ciéncia do requérente - R : (/ \J / :
D o
4
Laerte Rodngues de Souza

o RG¥ -162.678.¢



T iNOUSTRIRL
- . O FROFRIEDADE. s
,,——‘- - msnmm m—‘“‘"‘-

i | e
PETICAO 3000 uA COM PEDIDO, PATENTE OU CERTIFICADO DE ADICAO:

Ao Instituto Nacional da Propriedade Industrial:

1. Interessado:
1.1 Nome: OURO FINO PARTICIPACOES E EMPREENDIMENTOS S.A.

1.2 CNPIJ/CPF (se houver): 07.065.512/0001-85

1.3 Enderego completo: Avenida Independéncia, 3320 - sala 24 Alto da Boa Vista Ribe
‘ irdo Preto SP BR ‘

Telefone:

‘ 5 FAX : D continua em fotha anexa

Titulo da Invencio, do Modelo de Utilidade ou do Certificado de Adi¢io:
" PROCESSO PARA A PRODUCAO DE BIODIESEL E/OU OLEO COMBUSTIVEL

D continua em folha anexa

3. Natureza: : _
@ 3.1 Invencdo |:| 3.1.1 Certificado de Adicdo D 3.2 Modelo de Utilidade
4. Referéncia:
E 4.1 Pedido |
4.2 Patente 4.3 N°.SP 018080026804 ... 4.4 Data:.....02/03/2008 . ...

Q Procurador (74):
5.1 Nomee CPF/CNPJ:Katia Jane Ferreira Evangelista

. APTI n°® 1825

5.2 Enderego completo: AV. BRIG. FARIA LIMA, 1485 - 12° AND. SAO PAULO SP

5.3 Telefone:; (11) 2145-4500
5.4 FAX: (11) 3819-0455

Formulirio 1.02 -Petigio ou Requerimento, relacionado com pedido, patente ou certificado de adi¢do (folha 1/2):

6B



Espaco reservado para protocolo

W

DEPOSITO DE PEDIDO DE PATENTE OU DE CERTIFICADO DE ADICAQ

Ao Instituto Nacional da Propriedade Industrial:

O requerente solicita a concess&o de um privilégio na natureza e nas condi¢ées abaixo indicadas:

JUIL P O WL W UUE N W - 9
oA WN

Depositante (71):

Nome: OURO FINO PARTICIPAGOES E EMPREENDIMENTOS S.A.
Qualificagdo: Empresa Brasileira

CNPJ/CPF: 07065512/0001-85

Endereco completo: Avenida Independéncia, 3320 — sala 24, Alto da Boa Vista, Riberao Preto - SP
CEP: 14025-230
Telefone: () 1.7 Fax: ( )
E-mail:
' [ ]continua em folha anexa

.2.

Natureza: [X] Invengéo [ 1 Modelo de Utilidade | ] Certificado de Adi¢éo

Escreva, obrigatoriamente, e por extenso, a Natureza desejada: : PATENTE DE INVENGAO

@

Titulo da Invengéo, Modelo de Utilidade ou Certificado de Adicao (54):
“PROCESSO PARA A PRODUGAO DE BIODIESEL E/OU OLEO COMBUSTIVEL”

[ ]continua em folha anexa

Pedido de Divisao: do pedido N°: de / /

Prioridade: - [X Jinterna - [ ]unionista

O depositante reivindica a(s) seguinte(s) prioridade(s)

Pais ou organizagao de origem Numero do depésito Data do depésito

BR 018070026836 .02/05/2007

6.

Inventor (72):

[ 1Assinale aqui se o(s) mesmo(s) requer(em) a néo divulgagao de seu(s) nome(s)

6.1
6.2
6.4
6.5
6.6
6.8

Nome: Dolivar Coraucci Neto
Qualificagéo: Engenheiro Quimico 6.3 CPF:

Enderego completo: Rua Bardo do Rio Branco, 221, Centro, Sertdozinho - SP
CEP: 14160-040
Telefone: ( ) 6.7 Fax: ( )
E-mail:
[ ] continua em folha anexa

Formulario 1.01 — Depésito de Pedido de Patente ou de Certificado de Adigao (folha 1/2)

30
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Ilmo. Sr. Diretor de Patentes do nstituto Nacional

da Propriedade Industrial - INPI

Processo n° NAO FORNECIDO

Protocolo n°® DEINPI/SP 018080026804

Data de Depésito: 02/05/2008 |

Depositante: OURO FINO PARTICIPAQGES E EMPREENDIMENTOS S.A.
Titulo: “PROCESSO PARA A PRODUCAO DE BIODIESEL E/OU
® OLEO COMBUSTIVEL”

L A presente petigdo tem por objetivo apresentar o

CUMPRIMENTO A EXIGENCIA DO EXAME PRELIMINAR

. referente a0 depésito do pedido de patente de invengio acima identificado,
através de seu procurador abaixo assinado, conforme provisio do Art. 21 da

Q | Lei da Propriedade Industrial (LPI) de n® 9.279 de 14/06/1996.
. 1L Diz o Art. 21 da LPI:

“O pedido que ndo atender formalmente ao disposto no art. 19, mas que
contiver dados relativos ao objets, ao depositante e ao inventor, poderd ser
entregie, mediante recibo datado, ao INPI, que estabelecerd as exagéncias a
serem cumpridas, no prago de 30 (trinta ) dias, sob pena de devolugao ou
arguivamento da documentacao.

Pardgrafo dinico — Cumpridas as exigéncias, o depdsito serd considerado como
efetuado na data do recibo.”

Y



III. Apos efetuar o depdsito do pedido de patente acima
identificado, o Examinador indicou a nio conformidade da figura 4 € uma
divergéncia quanto ao nome do depositante do presente pedido, fazendo as

seguintes exigéncias:

a) Apresentar, em 03 vias, a fignra 4 sem moldura

b) Esclarecer a divergéncia excistentes entre os nomes do depositante apresentados
no depdsito anterior (ndmero PI0706170-6) ¢ no pedido atual de

® prioridade interna (protocolo 018080026804): além dos esclarecimento
| ' solicitados acima, que deverd ser apresentado em 02 wvias, apresentar,
. também, em 02 vias, o formuldrio 1.01 preenchido com o nome correto do

depositante no campo 1. 1.

. IV. A Depositante esclarece que sua cotreta razio social é
OURO FINO PARTICIPACOES E EMPREENDIMENTOS S.A.e
que, por etto maferial, tal razdo foi etroneamente grafada no formulario de

depésito.

V. A fim de nio deixar suscitar qualquer divida quanto a
, ' assertiva acima, a Depositante aptesenta, em anexo, a copia do documento de

Contrato Social e o Comprovante de Inscrigio do CNPYJ.

VI. Assim, a Depositante solicita as substituicdes das folhas
do formulirio para cotrecio da razio social para OURO FINO
PARTICIPA(;C)ES E EMPREENDIMENTOS S.A e, ai nda, e sclarece
que dentro do prazo de 60 (sessenta) dias aptesentard a procura¢ao com 2

correta razdo social, substituindo procuragio anteriormente apresentada.

VII. Por fim, visando atender integralmente as exigéncias do

examinadot, a Depositante apresenta a esse E. Instituto novas paginas 3 /7 das

Auf



figuras (04 vias), onde a moldura da figura 4 foi retirada, bem como
esclarecimento (02 vias) e primeira pagina do formulario 1.1 (04 vias), para

que passem a integrar o presente pedido.

VIIL. Aguarda a Depositante que o depésito do presente pedido
seja aceito integralmente, o que significard uma medida de direito e da mais

lidima justica.

Sao Paulo, 8 de outubro de 2008

K%tia Jane Ferreira Evangelista

Agente da Propriedade Industrial n® 1825 |

73
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d CODIGO E DESCRICAO DA NATUREZA JURIDICA

Comprovante de Inscrigdo e de Situagio Cadastral Page 1l ot |

AR
Comprovante de Inscricao e de Situacao Cadastral

Contribuinte, .

Confira os dados de Identificagdo da Pessoa Juridica e, se houver qualquer divergéncia, providencie junto a
RFB a sua atualizag&o cadastral.

REPUBLICA FEDERATIVA DO BRASIL
CADASTRO NACIONAL DA PESSOA JURIDICA

NUMERO DE INSCRIGAQ COMPROVANTE DE INSCRICAO E DE SITUAGAQ | DATADE ABERTURA
07.065.512/0001-85 29/09/2004
MATRIZ CADASTRAL

NOME EMPRESARIAL

OURO FINO PARTICIPACOES E EMPREENDIMENTOS S.A.

TiTULO DO ESTABELECIMENTO (NOME DE FANTASIA)

Fededededededede

CODIGO E DESCRIGAO DA ATIVIDADE ECONOMICA PRINCIPAL
64.62-0-00 - Holdings de instituicées ndo-financeiras

CODIGO E DESCRIGAO DAS ATIVIDADES ECONOMICAS SECUNDARIAS
Nao informada

205-4 - SOCIEDADE ANONIMA FECHADA

LOGRADOURO NUMERO COMPLEMENTO

AV INDEPENDENCIA '3.320 SALA 24

CEP BAIRRO/DISTRITO HUNICIPIO UF
14.025-230 ALTO DA BOA VISTA RIBEIRAQ PRETO SP
SITUACAO CADASTRAL DATA DA SITUACAO CADASTRAL
ATIVA - 29/09/2004

MOTIVO DE SITUAGCAO CADASTRAL

SITUAGAQ ESPECIAL DATA DA SITUAGAO ESPECIAL

Aprovado pela Instrugdo Normativa RFB n° 748, de 28 de junho de 2007.

Emitido no dia 10/8/2008 as 7:06:37 AM (data e hora de Brasilia).

A RFB agradece a sua visita. Para informagdes sobre politica de privacidade e uso, clique agui.
Atualize sua pagina

http://www.receita.fazenda.gov.br/PessoaJuridica/CNPJ/cnpjreva/Cnpjreva_Comprova... 8/10/2008 ?l/



OURO FINO PARTICIPA(;OES E EMPREENDIMENTOS S.A.
ESTATUTO SOCIAL

CAPITULO I
DENOMINACAO, SEDE, FORO, OBJETO E PRAZO DE DURAGCAO

ARTIGO 1° - A OURrRO FINO PARTICIPACOES E EMPREENDIMENTOS S;A. rege-se pelo

presente Estatuto Social e pelas disposi¢Ges legais aplicéveis.

ARTIGO 2° - A Sociedade tem sede e foro juridico na Cidade de Ribeirfo Preto, Estado de Séo
Paulo, na Avenida Independéncia, 3320 - Sala 24 - Alto da Boa Vista, CEP 14025-230.

PARAGRAFO UNICO - A Sociedade poders, por deliberagio da Diretoria, abrir e extifiguir

filiais, dep0sitos, escritdrios ou representag:o&s em qualquer localidade do Pais ou do extenor

quando as conveniéncias sociais o indicarem. -

ARTIGO 3° - A Sociedade tem por objetivos (i) a locagdo de bens méveis, inclusive o
ilicenci?mento e o sublicenciamento de marcas e patentes; (i) a locagdo de bens iinéveis

propnos e (iii) a participacdo em outras sociedades como sécia, quotista ou acionista.
ARTIGO 4° - O prazo de dura¢fio da Sociedade ¢ indeterminado.

CArPiTOLOII
CAPITAL SOCIAL

ARTIGO 5° - O capital social, totalmente mtegrahzado ¢ de R$ 32.280.000,00 (trinta e d01s

milhdes, duzentos e oitenta mil reais) dividido em 32.280.000 (trinta e dois milhGes, duzentas

e oitenta mil) a¢des ordindrias, sem valor nominal.

~
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- PARAGRAFO PRIMEIRO - A cada agio corresponderd um voto nas deliberages das

- Assembléias Gerais, sendo cada agio considerada indivisivel perante a Sociedade, que nfio the

reconhecerd mais de um proprietario.

PARAGRAFO SEGUNDO - As agOes terdo a forma nominativa e a sua propriedade provar-se-a
pelos langamentos constantes no Livro de Registro de A¢Ses Nominativas da Sociedade.

" ARTIGO 6° - Os acionistas nfio poderéo _transferir, doar, vender ou, sob qualquer forma, alienar

as suas agOes e/ou qualquer direito emergente da respectiva titularidade a outro acionista ou

terceiros, sem antes comunicar sua inten¢do por escrito ao Conselho Diretivo da Sociedade,

que determinaré a apuragdo do preco da acfio para os efeitos da negociagio e coordenard o

-..proced1mento destinado ao exercicio do direito de preferéncia 4 aquisi¢io, conforme dlsposto

'nos paragrafos abaixo.

PARAGRAFO PRIMEIRO - Os acionistas térfio preferéricia para aquisigﬁo das acles e dos

direitos delas emergentes, pelo pre¢o determinado de acordo com o paragrafo 3° abaixo e'em -

1gua1dade das demais condi¢Ges:

(a) na proporgo das agles que jé possuirem bara adquirir totalidade ou iiarte
das da¢Bes disponiveis, o qual devera ser exercido dentro do prazo de 30
(frinta) dias da data em que expirar o prazo para andlise da avaliagio

efetuada, nos termos do pardgrafo terceiro abaixo;

(b) na propor¢do do universo dos acionistas interessados para aquisicio da
‘totalidade ou parte das sobras de ag¢Bes. Referido direito de preferéncia

- devera ser exercido no prazo de até 10 (dez) dias da data da comunicagdo

Rua Alvares Cabral ne 571 -
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-apurado mediante a aplicag:ﬁd do percentual correspondente

cinco).

(¢) decorrido o prazo supra sem que todos ou alguns dos acionistas tenham
exercido seu respectivo direito de preferéncia ou tenha sido constatada
sobra de agdes, caberd a propria Sociedade a preferéncia na aquisiQéb de
suas agBes, desde que possua condigles legais para tanto. O direito de
preferéncia dé Sociedade prescreverd dentro do prazo de 60 (sessenta) dias

da data de encerramento do direito de preferéncia conferido aos acionistas;

(d) somente depois de observadas as disposi¢des das alineas anteriores, as
agles poderdo ser negociadas com terceiros por prego nunca inferiores e
condi¢cdes methores que aqueles que seriam praticados entre os acionistas e

a Sociedade nos termos do pardgrafo 3° abaixo.

PARAGRAFO SEGUNDO - A comunicagio de que trata o caput deste artigo estabelecera a

“quantidade de a¢Oes oferecidas a negociagdo, a proposta de prego, as condi¢Ses de pagammto

- do prego e da transferéncia e a identificagfo do provavel comprador

PARAGRAFO TERCEIRO - O prego das agdes, para os efeitos da negociagfio envql}i_zéndo
acionistas e/ou a Sociedade de que trata este artigo 6°, seré o equivalente em Reais que for
ofertante no capital social da Sociedade aplicada _so‘bre a soma do faturamento bruto da
Sociedade € de suas controladas e coligadas, assim entendido o produto da venda de bens e

servicos nas operagdes de conta prépria, o prego dos servicos prestados e o resultado nas

operagdes em conta alheia, excluidas as vendas canceladas e os descontos incondicionais

concedidos acumulados nos ultimos (12) doze meses, multiplicado pelo fator 1,5 (um virgula

2TABELAOD) \OF
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PARAGRAFO QUINTO - O acionista ofertante poderd oferecer suas agBes aos acmmstas ea

‘ reprcsentatlva do mvestnnento nesta Somedad

PARAGRAFO QUARTO - Fica assegurado aos acionistas ¢ a Sociedade a condigdo abaixo
fixada para pagamento» do valor das agdes, o qual devera ser atualizado monetariamente de
acordo com a periodicidade permitida em lei, com base nos mesmos indices utilizados para
atualizacdo de pagamento dos impostos federais:

g

(a) em 12 (doze) parcelas iguéis, mensais € consecutivas, vencendé}se a
primeira no prazo de 30 (trinta) dias apés a apuragio de que trata o
parégrafo 3° deste artigo 6° quando as ag3es objeto de alienacio forem

de titularidade dos acionistas minoritirios; ou -

(b)  em 36 (trinta e seis) parcelas iguais, mensais e consecutivas, vencendo-
se a primeira no prazo de 30 (trinta) dias apés a apuracio de que trata o
paragrafo 3° deste artigo.6°, quando as acdes forem de titularidade dos

acionistas majoritarios.

Sociedade por prego inferior ao apurado de acordo com o critério estabelecido no parag_:jafo
terceiro deste artigo 6° cabendo a todos os acionistas o direito de preferéncia propOrcipjg%ﬂ a

sua participagfo aciondria nos termos deste artigo.

PARAGRAFO SEXTO - O direito de preferenc1a previsto neste artigo estende-se € é Igualmente

aplicével, sem excego, as agdes e/ou quotas representatlvas do capital social das acionistas

pessoas juridicas toda vez que um terceiro ndo s6cio daquela sociedade pretender adqumr a

Tespectiva participacio societiria e aplicar¥se-é, proporcionalmente, a parcela patrinionial

?TABEUAODcNOTASOq RIBEIRAOPRETO
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*-posse e a investidura dos novos Diretores regularmente eleitos.

 PARAGRAFO SETIMO - Serdio nulas e ineficazes em relagdo 3 Sociedade quaisquer cessée-'s;_ ou
transferéncias de agles realizadas por qualquer um dos acionistas com infra¢o as reéras

estabelecidas neste artigo.

CArPiTULO ITI
ADMINISTRACAO

- ARTIGO 7° - A administragdo da Sociedade ser4 exercida por um Conselho Diretivo composto
‘por 05 (cinco) membros, sendo 01 (um) Diretor Presidente, 01 (um) Diretor Vice Presidente e

08 demais Diretores sendo des1gnados Diretor Comerc1al Diretor Industrial e Diretor

Admnnstratwo—Fmancelro acionistas ou ndo, residentes no Pais, eleitos com mandato de 03

(trés) anos, podendo ser reeleitos. Os Diretores permanecerao em seus respectivos cargos até a

adrmmstradores das sociedades controladas as pessoas que preencherem os segumtes

requisitos:
(@  possuam formacdo universitaria completa;

(b)  com relagfio aos cargos a serem ocupados, experiéncia profissional em
empresas no minimo do mesmo porte da Sociedade, ainda que de ramos
distintos, de, no minimo, 07 (seté) anos, sendo de 03 (trés) anos de
vivéncia em outra sociedade que ndo esta propna ou nas soczedades

" direta ou mdlretamente controladas;

(c) tenham completado, no méximo, 67 (sessenta e sete) anos a época de

" ‘sua eleigdo, definida a 1dade de 729 A% s como idade maxima -
o EUAODE OTASdeRIBEIRAOPRETO .
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PARAGRAFO SEGUNDO - Os Diretores ficam dispensados de prestar caugfo, como permitido.
por lei, e terfio a sua remuneragdo fixada anualmente pela Assembléia Geral de Acionistas,

competindo ao Conselho Diretivo proceder a respectiva distribuigsio entre os seus membros.

R}

ARTIGO 8°- O Conselho Diretivo reunir-se-a:

()  bimestralmente, em datas -a serem previamente estabelecidas na
. primeira reuniio que se seguir apds a eleigio de seus membros, com o
proposito de acompanhar e analisar e/ou adaptar a execucio da
estratégia empresarial, o cumprimento do orcamento ¢ das metas, a
. _ o estrutura de capital, a avaliacfio da estratégia mercadologlca e da

0011001‘1‘611013,

(b)  extraordinariamente, sempre que os mteresses sociais assim ex1g1rem

(c)  nas hipdteses em que obrigatoriamente tiver que se manifestar sobre as

matérias de sua competéncia.

PARAGRAFO 1° - As reunifes do Conselho Diretivo serfio realizadas na sede social, devendo
" as competentes convocagdes serem efetuadas pelo Diretor Presidente ou, na sua auséncia ou

impedimento, por qualquer membro.

PARAGRAFO 2° - As convocagdes serdo efetuadas por escrito e deVe_rz”io conter a ordem do dia
e os documentos necessarios para a formagfio da convicgfio do conselheiro. As convocagdes
deverdo ser encaminhadas com antecedéncia minima de 05 (cinco) dias da data do eventd
por carta, fax ou correio eletromco todos com comprovagdo de recebimente. &\
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" PARAGRAFO 3° - As reunides do Conselho Diretivo somente serdo instaladas e validamente
deliberardo com a presenca de, no minimo, 03 (trés) de seus membros, sendo dois 'deles
necessariamente, o Diretor Premdente e o Diretor Vice Presidente, qualquer que seJa a

matéria constante da ordem do dia.

PARAGRAFO 4° - As deliberagdes do Conselho Diretivo serfio adotadas por maioria de votos

dos Diretores presentes 3 reunifo.

1. PARAGRAFO 5° - Compete ao Conselho Diretivo, observadas as dlsposmoes deste Estatuto

Social quanto aos poderes, autonzag:oes e algadas:

(@ o0 exercicio das atribui¢Ses que alei e o presénte Estatuto lhe conferem
para assegurar o pleno e regular funcionamento da Sociedade, das suas

controladas, coligadas e divisdes de negdcios;

(b)  apresentar, anualmente, nos quairo primeiros meses segumtes ao
término do exercicio social, 2 apreciagdo dos acionistas, proposta; de

orientacdo geral dos negécios da Sociedade, de suas controladas: e das

divisdes de seus negdcios, incluindo:

‘ (i) a estratégia empresarial e as divisdes de negocios da Sociédadc,

suas controladas e coligadas;

(i) a estrutura operacional dos neg6cios, nomeando o Diretor que
serd responsavel pelo acompanhamento de cada uma das suas

divisdes;

- (iii) o orgamento e plano de metas de cada divisio de negécios;

' 2 TABELAODENOTAS de RBEROPRETO
(1v) a politica de investimentosdesittrestiHAiCde cada divisdo de
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(c)

(d)

(©

63)

(& |

(v) aremunerago dos administradores de cada divisdo de negécios;

(vi) a estrutura de capital necesséria & execugdo do orgamento e plano

de metas de cada divis#o de negécios;
(vii)planejamento de pagamento de juros sobre o capital préprio;

apresentar, anualmente, a apreciacdo dos acio_nistas,' 0 seu relatério e

demais documentos pertinentes as contas do exercicio social, bem como

'proposta ‘para ‘destinagio do lucro liquido, observada as imposi¢des

legais e o que dispde o artigo 19 do Estatuto Social;

convocar a Assembléia Geral quando julgar conveniente, ou no caso:do

artigo 132 da Lei das Sociedades por A¢des;

@\@/

manifestar-se previamente sobre o voto a ser proferido no mbitc-das

sociedades controladas e coligadas, relativamente s operacdes gie
incorporagdo, cisfo, fusdo, transformagio e aquisicfo, alienagz"id..‘-fe
oneragao de seus bens iméveis, alteracio de seus contratos sociais e

reg1mentos mternos

coordenar o processo de alienacdo das ages representativas do capital

‘social, observando o disposto no artigo 6° deste Estatuto Social;

a elei¢@o e destitui¢do dos administradores das sociedades controladas

e coligadas de acordo com as indicag3es feitas pelo Direfor Presidente e

o Diretor Vice Presidente;
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(b)

(©)

preparagdo dos documentos e matérias sobre os quais os demais -

o8

abrir e extinguir filiais, depdsitos, escritérios ou representacSes em
qualquer localidade do Pais e do exterior, quando as conveniériéias

sociais o indicarem,;

~ representar a Sociedade, ativa e passivamente, em juizo ou fora dele; e

gerir com amplos e gerais poderes, todos os negécios da Sociedade.

ARTIGO 9° - Compete ao Diretor Presidente:

convocar e presidir as Assembléias Gerais e as Reunides do Conselho

Diretivo;

formular a pauta das Reunides do Conselho Diretivo e coordenar a_

Diretores devam opinar e,

preparar, juntamente com o Diretor Vice Presidente, as apresentagoeSj. .

das atividades desenvolvidas pela Sociedade 3 Assembléia Geral, de

modo a propiciar aos acionistas um adequado acompanhamento dos,.l.,.j.;.

negdcios da Sociedade.

‘ : ARTIGO 10 - Compete ao Diretor Presidente e a0 Diretor Vice Presidente, agindo em

conjunto:

@

- comercial e bancano, no mteressmﬁt( PARPAFCO firreding

representar a Sociedade ativa e passivamente, em juizo ou fora dele, -

perante terceiros em geral e estabelecimentos bancérios, assingndo e -

-endossando cheques, emitindo, aceitando, sacando ou endossando
_“duplicatas e demais documentos de crédito, movimentando contas

‘bancérias, praticando, enﬁm,fu ~:-:.' OIS e RIBFRIORRETR oS a0 gito
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(b)

©

(d)

(e)

%e

indicar atividades especificas para os demais Diretores através de

Reunido do Conselho Diretivo;

executar as deliberacGes da Assembléia Geral e do Conselho Direti&o;
assistir os demais Diretores quando necessario; e

constituir procuradores ou mandatdrios, em nome da Sociedade,
especificando nos mstrumentos os atos e operagdes que poderdio
praticar, bem como o prazo de v1genc1a do respectivo mandato que n#o

podera ser indeterminado, com excegdo & procuragio com a clausula ad

Judicia.

Somedade estes somente poderdo atuar nos limites dos poderes contidos nos mstrumentos

respectivos sempre em conjunto com o Diretor Presidente ou o Diretor Vice Pre31dente ou

‘em conjunto com um dos demais Diretores.

ARTIGO 11 - Compete ao Diretores Comercial, Industrial e Adrhinistrativo—Financeiro, além

das atividades indicadas pelo Diretor Presidente e Diretor Vice Presidente, as seguintes

atividades;

(2)

~ colaborar com os mesmos nos seus poderes de administracgo, -

supemsmnando ¢ assessorando-os no bom desempenho de todas as
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(b) em conjunto com o Diretof Presidente ou o Diretor Vice Presidente,
representar a Sociedade ativa e passivam_ente, em juizo ou fora dele,
perante terceifos em gerai e estabelecimentos bancarios, assinando e
endossando chequés, emitindo, aceitando, sacando ou endossando
duplicatas e demais documentos de crédito, movimentando contas
‘bancdrias, praticando, enfim, todos 0s atos necessirios ao giro

comercial e bancério, no interesse da Sociedade.

ARTIGO 12 - Compete especificamente a0 Diretor Comercial a defini¢io das politicas

- comerciais, de marketing e propaganda, estratégias de vendas e faturamento da Sociedade e

das suas controladas e coligadas.

" ARTIGO 13 - Compete especificamente ao Diretor Industrial:

(@  a definigio da politica industrial das sociedades controladas;;.'-_:__'e}'

coligadas da Sociedade;

(b) a orientagdo e avaliagfio da politica de pesquisa e desenvolvimento da

Sociedade e das suas controladas e coligadas;
() a gestdo e avaliagio da politica de qualidade e inovagdes dos
processos industriais ¢ de produtos das controladas e coligadas da

Sociedadé;

(d) - aresponsabilidade sobre a avaliaco e implantagéio de novos projetos e

... produtos da Sociedade e das suas controladas e coligadas; e :
.;.p, . SHCEPODENOTAS e R 5 %
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a elaborago de pesquisas sobre certificagdes globais para incremento

da capacitagdo técnica da desenvolvimento da Sociedade e das suas

controladas e coligadas.

ARTIGO 14 — Compete especificamente ao Diretor Administrativo-Financeiro:

(2)

®)

©

(d

estrarthos aos ob]etlvos sociais, tais como, cartas de fianga, avais, endj

orientagfio geral dos negécios da Sociedade ¢ das suas controladas e

coligadas no encaminhamento dos planos financeiros;

estudo de viabilidade dos projetos de investimentos da Sociedade € das

suas controladas e coligadas;

plancjamento e supervisio dos empreendimentos desenvolvidos pela

Sociedade e das suas controladas e coligadas;

assessorar o desempenho de todos os setores de atividades da Séciedade
e das suas controladas e coligadas, tais como, contébil, trabalhiéfa e de
recursos humanos, de expansio, de projetos, de custos e preg:os de
produtos, de secretaria, de planejamento e logistica, supﬁ;ﬁentos,

crédito e cobranga e financiamento.

ARTIGO 15 - No caso de vaga de qualquer um dos cérgos do Conselho Diretivo, a Sociedade
continuard a ser administrada pelos Diretores remanescentes, até que a Assemblela Geral

promova a eleicdo do substituto que completars o mandato do Diretor substituido.

ARTIGO 16 - Ndo ¢é permitido o uso da denominagio social em documentos de favor e

bssos ou andlogos.
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CAPITULO IV
ASSEMBLEIA GERAL

ARTIGO 17 - As Assembléias Gerais realizar-se-ﬁo, ordinariamente, dentro dos 04 (quatro)
pnmeuos meses ap0s o encerramento do exercicio social e, extraordinariamente, sempre que

os interesses sociais o ex1g1rem.

PARAGRAFO PRIMEIRO - As Assembléias Gerais serio convocadas com, no minimo, 08

(oito) dias de antecedéncia, contado o prazo do primeiro anuncio. N3o se realizando a
assembléia, serd publicado novo anuncio, de segunda convocagdo, com antecedéncia minima

de 05 (cmco) dias.

_PARAGRAFO SEGUNDO - As Assembléias Gera1s serao presididas pelo Diretor Presidente ,

"A_competmdo-lhe, na qualidade de presidente da mesa, escolher o secretério, dentre 0s =

PARAGRAFO TERCEIRO - As Assembléias Gerais somente se instalario e validé:thénte

- deliberariio. em primeira convocagdo com a presenga de acionistas que representem; no

minimo, 2/3 (dois tergos) do total das acdes com direito a voto representativas do ::Qgi;.)ital
social e, em segunda convocagdo, com qualquer niimero, exceto se, para adotar-se a

deliberagdo, guorum especifico for requerido.

. PARAGRAFO QUARTO - Cada ago d4 direito a um voto e as deliberagdes das Assembléias
- Gerais serdo tomadas por agBes representativas de 2/3 (dois tergos) do capital social, ndo

computados os votos em branco, ressalvadas as excegdes da lei.

' PARAGRAFO QUINTO - Compete privativamente & Assembléia Geral a deliberagdo acerca da

alienag8o onerag:ﬁo de investimentos da Sociedade, a aquisi¢io de novos investimentos pela
Somedade ea aprovac;ao da orientagdo geral das sociedades investidas, incluindo as matérias
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CAPITULO YV
CONSELHO FISCAL

ARTIGO 18 - A Sociedade tera um Conselho Flscal composto de 03 (trés) membros efetlvos e

igual nimero de suplentes, com funcionamento nos exercicios em que for instalado 2 pedldo

dos acionistas.

. PARAGRAFO PRIMEIRO - Os membros do Conselho Fiscal serfio eleitos em Assembléia Geral
¢ exercero suas fun¢Ges até a primeira Assembléia Geral Ordindria que se realizar apés sua

' eleigdo, pefmitida a reeleiggo.

PARAGRAFO SEGUNDO - Compete ao Conselho Fiscal, cujas funcBes sdo indelegaveis, as

~ atribui¢Bes que lhe confere a lei e os honorérios de seus respectivos membros serdo fixados

pela Assembléia Geral que os eleger.

‘ ' CAPITULO VI

EXERCICIO SOCIAL, DEMONSTRACOES CONTABEIS E DIVIDENDOS
~ ARTIGO 19 - O exercicio social terminari em 31 de dezembro de cada ano. Le\ggniadas as
' demonstragdes financeiras, com observancia das prescri¢des legais, e feitas-as compensages

€ provisoes legais indicadas, o lucro liquido terd a seguinte destinagfo:

(a) 5% (cinco por cento) para constituicdo do fundo de reserva legal até
to) do capital social;

que esse fundo alcance 20% (vinte por ce

o0
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(b)

©

importéncia suficiente para a distribui¢do do dividendo obrigatério, aos
acionistas, de acordo com o d15posto nos pardgrafos primeiro e segundo.

deste artigo 19; ¢

o saldo restante tera o destino que o Conselho Diretivo indicar, ouvido
0 Conselho Fiscal quando em funcionamento, € com a aprovaggo ’Hos
acionistas representando a maioria snnples do capital social, observadas

as disposigdes legais aplicdveis.

PARAGRAFO PRIMEIRO - Fica assegurado aos acionistas o direito a percepegdo de dividendos

. anuais, calculados sobre 0 lucro liquido & razdo de 10% (dez por cento) do hucro liquido antes
- da constituicio da reserva legal, distribuidos na propor¢io das acdes de que forem
 possuidores, salvo disposigio constante de Acordo de Acionistas devidamente depOS1tado na

Sociedade pelos respectivos signatérios.

PARAGRAFO SEGUNDO - Poderé ser pago ou credltado aos acionistas os juros a t1tulo de

rcmunerac;ao do capital propno observada a legislagdio em vigor.

ARTIGO 20 - O Conselho Diretivo, a seu critério, poderd determinar o levantamento de

" balangos semestrais ou em qualquer época do ano.

PARAGRAFO UNICO - O Conselho Diretivo, com base nos documentos referidos neste artigo,
poder4 determinar a distribui¢do de dividendos por conta do lucro do periodo e/ou o créﬁito

e/ou pagamento dej _]III'OS a titulo de remuneracio do capital prop jo, observada a legislagio em

v1gor
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INSTITUTO NACIONAL DA PROPRIEDADE INDUSTRIAL

CERTIFICO que a presente fotocpia, em nimero de uma,
reproduz fielmente o documento arquivado neste Instituto

Rio de Janeiro, 43 de Margade 2009.

OSCAR PAULO BUENO
Chefe do SEPDOC
MAT. 0449117
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REPUBLICA FEDERATIVA DEL BRASIL
MINISTERIO DE DESARROLLO, INDUSTRIA Y COMERCIO EXTERIOR
INSTITUTO NACIONAL DE LA PROPIEDAD INDUSTRIAL

DIRECCION DE PATENTES

COPIA OFICIAL

Para efecto de reivindicacion de prioridad

El documento anexo es la copia oficial fiel de una Solicitud de Patente de Invencion

depositada normalmente en el Instituto Nacional de Propiedad Industrial .bajo el

Nuamero PI 0804115-6 del 2 de mayo de 2008.

Rio de Janeiro, 13 de marzo de 2009.

(Firmado) Oscar Paulo Bueno

Jefe del SEPDOC

Matricula No. 0449117

(Hoja anexa)




Al Instituto Nacional de la Propiedad Industrial
El solicitante solicita el otorgamiento de un privilegio segun la naturaleza y

condiciones indicadas a continuacion:

1. Depositante (71): [Ver el nombre del depositante en la solicitud 018080062467]
1.1 Nombre: OURO FINO PARTICIPACOES E EMPREENDIMENTOS LTDA.
1.2 Calificacién: Empresa brasilefia

1.3 CNPJ/CPF: 07065512/0001-85

1.4 Direccion completa: Avenida Independéncia, 3320 — Sala 24, Alto da Boa Vista,
Ribeirdo Preto - SP

1.5 CEP: 14025-230

2. Naturaleza: Invencion

Escriba obligatoriamente y en detalle la naturaleza deseada: Patente de Invencion
3. Titulo de la invencion, modelo de utilidad o certificado de adicion (54):
PROCESO PARA LA PRODUCCION DE BIODIESEL Y/O ACEITE

COMBUSTIBLE

4. Solicitud de division: ---




i

5. Prioridad: Interna

El depositante reivindica las siguientes prioridades:
Pais u organizacion de origen: Brasil

Numero de depdsito: 018070026836

Fecha de depdsito: 2 de mayo de 2007

6. Inventor (72):

6.1 Nombre: Dolivar Coraucci Neto

6.2 Calificacion: Ingeniero Quimico

6.4 Direccion completa: Rua Bardo do Rio Branco, 221, Centro, Sertdozinho — SP

6.5 CEP: 14160-040
7. Declaracion en la forma del punto 3.2 del Acto Normativo No. 127/97: ---

8. Declaracion de divulgacion anterior no perjudicial (periodo de gracia): (Articulo

12 de la LPI y punto 2 del AN No. 127/97)

9. Declaracion en la forma del Articulo 2 de la Resolucion INPI No. 134 del 13 de

diciembre de 2006:




9.4 Declaro que el objeto de la presente solicitud de invencién no fue obtenido el el
transcurso de acceso a muestra de componentes del patrimonio genético nacional,

realizado a partir del 30 de junio de 2000.

10. Apoderado (74):

10.1 Nombre: Katia Jane Ferreira Evangelista

10.2 CPF/CNPIJ: 248.053.448-06

10.3 API/OAB: 1825

10.4 Direcciéon completa: Av. Brigadeiro Faria Lima, 1485 — 12° andar — Sao Paulo
- SP

10.5 CEP: 01452-002

10.6 Teléfono: (011) 21.49.45.00

10.7 Fax: (011) 38.19.04.55

11. Documentos anexados (sefiale e indique también el numero de hojas):

11.1 Guia de recoleccion 01 hoja

11.2 Poder 02 hojas
11.5 Resumen descriptivo 48 hojas
11.6 Reivindicaciones 06 hojas
11.7 Disefos 07 hojas

11.8 Resumen

Espafici - Port
Poriugués - Espafo

Cesfificado de ldonaidad Br

tinisterio de Relaciones Exteriores




11.10 Total de hojas anexadas: A 65 hojas

12. Declaro bajo pena de Ley que toda la informacion presentada anteriormente es
completa y verdadera.
Lugar y fecha: Sdo Paulo, 2 de mayo de 2008

(Firmado) Katia Jane Ferreira Evangelista, API 1825

Sello: Instituto Nacional de Propiedad Industrial. Certifico que la presente fotocopia,
en un folio, reproduce fielmente el documento archivado en este Instituto. Rio de
Janeiro, 13 de marzo de 2009. (Firmado) Oscar Paulo Bueno, Jefe del SEPDOC,

Matricula No. 0449117




¢ O

Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

BICENTENARIC 3%
e o

: Folio
2020

Bogotd D.C.,

Doctor(a)

WOLF WASSERMAN MONICA

Apoderado(a) y/o Representante de

AURO FINO PARTICIPACOES E EMPREENDIMENTOS S.A

REFERENCIA Radicacidn No. 9 10962
Tramite 2
Evento 1
Actuacidn 416
Oficio No. 10036
Folios 1

Teniendo en cuenta que la solicitud de privilegio de patente que se tramita bajo el
expediente indicado en la referencia, relne los requisitos de forma establecidos en
los articulos 26 y 27 de la Decisidn 486 de la Comisidn de la Comunidad Andina, y
en las demds disposiciones vigentes sobre la materia, se envia el extracto de la
solicitud a la Oficina de Comunicaciones para efecto de su publicacidén en la Gaceta
de Propiedad Industrial, conforme lo establece el articulo 40 de la misma Decisién.

Siendo manifestacidn expresa del interesado de efectuar la publicacidédn "inmediato",
estd se realizaréd en la prdxima gaceta de Propiedad Industrial.

Clmplase : [24 FEB zmu

Dado en Bogotd DC,

ALIX CARMENZA CEZPEDES/ DE VERGEL
Directora de Nugvas Creaciones (c)

jfernand
Al contestar favor indigque el nimero Sede Centro: Carrera 13 No. 27-00 pisos 2, 5, 7 y 10 PBX: 5870000
de radicacidn consignado en el rétulo Sede CAN: Av. Carrera 50 No. 26 - 55 int.2. Tel 5880070

Call Center 6513240. Linea 01800-910165
Web: www.sic.gov.co e-mail: info@sic.gov.co
Bogot& D.C. Colombia



