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(57) Resumo: PROCESSO PARA PRODUGAO DE ADITIVO PROBIOTICO E COMPOSIGAO PROBIOTICA. A presente
invencao refere-se ao desenvolvimento de um bioprocessopor fermentagdo no estado sélido (FES) para a produgdo de um aditivo
probidtico, a partir de subprodutos das industrias de soja, milho e culturas sacarinas, e a uma nova composigao probiética, com
aplicabilidade no setor de nutricdo animal. O método consiste no emprego de agua, casca de soja, melago e agua de maceragao
do milho (milhocina) como meio de cultivo (a), esterilizado (b), que juntamente ao micro-organismo Bacillus subtilis(c) compdem o
processo fermentativo no estado sélido (d); apés a fermentagédo, o produto fermentado segue para a secagem (e) seguida pela
moagem (f), resultando no aditivo probiotico composto de esporos de Bacillus subtilis, casca de soja, melago e milhocina. A
presente invencado visa oferecer ao mercado um produto a base de residuos agroindustriais com valor nutricional, alta
concentracéo do ingrediente ativo ecom custo de producao reduzido.

a Preparo do meio sélido

b | Esteriizacaio do meio sélido | |CuHurG iniciadora c

| 1

Fermentacdo d

Secagem e

Moagem f

Produto

i



1/13

PROCESSO PARA PRODUCAO DE ADITIVO PROBIOTICO E COMPOSICAO
PROBIOTICA

Campo da Invengado

[001]. A presente invencdo trata de um processo para producdo de
aditivo probidtico e de uma composicdo probidtica contendo esporos

de Bacillus subtilis, aplicAvel ao setor de nutricdo animal.

[002]. O processo de producdo consiste em um processo de fermentacdo
em estado solido (FES) utilizando matérias primas de baixo custo, oriundas
das industrias da soja, milho e culturas sacarinas, que induzem a
multiplicacdo e a esporulacdo de bactérias B. subtilis com alto
rendimento. A referida composicdo resulta diretamente deste processo

fermentativo.

[003]. A invencdo proposta insere-se no campo de aditivos de uso
veterindrio que podem ser adicionados, de forma ndo limitada, a racoes
e agua, com aplicacdo, porém ndo limitada, no setor de nutricdo animal
em geral, incluindo piscicultura, com énfase ao uso na avicultura

industrial moderna, por ser uma alternativa ao uso de antibidticos.
Fundamentos da Invengao e Estado da Técnica

[004]. No Brasil e no mundo observa-se um crescimento na producdo
pecudria e particularmente na producdo de frangos. Este cendrio é
decorrente de fatores como o crescimento na demanda, alta
competicdo com os demais setores de proteina animal, aumento na
produtividade em funcdo do melhoramento genético, nutricGo e

manejo, e a tendéncia ao consumo de carnes mais sauddveis.

[005]. Na avicultura industrial moderna, por exemplo, o sistema artificial

de producdo afeta o desenvolvimento da flora intestinal dos animais de
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forma marcante, pela falta de contato com uma microbiota natural.
Para contornar esta situacado, sdo utilizados os chamados "promotores de
crescimento" que, geralmente, sdo drogas antibidticas utilizadas de
forma constante na racdo, em doses subterapéuticas. Por oferecer
beneficios econdmicos significativos a agroindustria, o uso de antibidticos
com a finalidade de obter ganho de peso e de melhorar a conversdo
alimentar, que ocorreu inicialmente de forma discreta, evoluiu
seguidamente para o vasto uso generalizado na industria de

alimentacdo animal.

[006]. Porém, o uso indiscriminado de antibidticos ao longo dos anos tem
resultado na geracdo de micro-organismos patogénicos resistentes e, por
conseguinte, os residuos dessas drogas sdo considerados ameacadores
a saude humana. Esses indicios levaram as organizacdes ligadas a saude
humana e animal a recomendar prudéncia e restringirem cada vez mais
0 Uso desses compostos. A fendéncia global é restringir a medicacdo
antibiética somente para o tratamento de enfermidades dos animais
destinados ao consumo humano, abolindo a utilizacdo como promotores

de crescimento e de engorda, principalmente de bovinos, suinos e aves.

[007]. Com restricdo ao uso de antibidticos na alimentacdo animal,
muitas pesquisas tém sido desenvolvidas na tentativa de substituir os
antimicrobianos por outros ativos, como prebidticos, probidticos, extratos
de plantas (extrato de alho, de noz moscada, de canela) e acidificacdo

da dgua.

[008]. No dmbito dos probidticos, o uso de esporos bacterianos na
alimentacdo animal ainda € pouco difundido no Brasil. Durante muito
tempo, os estudos e patentes envolvendo as estirpes probidticas foram
direcionados a género Lactobacillus, o qual necessita, para manter sua
estabilidade e viabilidade, de processos que encarecem o produto final,

como microencapsulacdo e liofilizacdo. Porém, o mercado de nutricdo
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funcional necessita de produtos com altas concentracdes de células
vidveis e resistentes, uma vez que esse produto, contendo bactérias
probidticas, deve resistir & acdo do pH e das enzimas do frato digestivo.
Se esses micro-organismos estdo invidveis ou em pequenas quantidades,
ainda que confiram beneficios ao hospedeiro, ndo serd possivel certificar

a probiose.

[009]. Somente nos Ultimos anos houve um direcionamento 4s pesquisas
e patentes relacionadas ao género Bacillus na forma esporulada. O
esporo & uma estrutura robusta desenvolvida pelo proprio micro-
organismo como estratégia de sobrevivéncia. Existe um grande interesse
em maximizar a producdo desses micro-organismos na forma esporulada,
devido as caracteristicas de resisténcia a fatores quimicos e fisicos que
possibilitam sua preservacdo e viabilidade. Desta forma, o produto
poderd chegar ao intestino em quantidades suficientes para desenvolver
0s mecanismos de beneficio ao hospedeiro, ndo exigindo condicdes
especiais de armazenamento e ftfransporte, sendo resistente qos

processos de peletizacdo e com maior prazo de validade.

[010]. Também j& € documentado que esporos bacterianos estdo sendo
usados como suplementos probidticos para uso em alimentos para
animais, para consumo humano e em medicamentos. Apesar de ser um
mercado promissor, a producdo destes insumos com baixo custo, em
altas concentracdes e grandes escalas para utilizacdo na agroindystria
€ um grande desafio. Os produtos existentes no mercado possuem
concentracoes de esporos da ordem de no mdximo 109~10'0 unidades
formadoras de colénia (UFC) por grama de material seco. Desta forma,
a obtencdo de um produto com maiores concentracdoes celulares é
extremamente vantgjosa, pois poderd ser adicionado em menor
proporcdo a ragcdo animal de modo a atingir a concentracdo celular

final necessdria ao efeito probidtico. Além disso, os produtos disponiveis
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no mercado possuem em sua formulacdo ingredientes sintéticos, o que,
pOor sua vez, encarece o processo devido ao alto custo da matéria prima.

Na Tabela 1 estdo relacionados os principais probidticos compostos por

esporos bacterianos disponiveis no mercado nacional e internacional.

[011]. Tabela 1 — Probidticos disponiveis no mercado e suas principais

caracteristicas
Produto Pais M'Cfo' Concentracao (UFC/g Aplicagao
organismo massa seca)
CLOSTAT® Estados Unidos B. subtili 2,2 x 108 Avicultura e
Suinocultura
BioGrow® Reino Unido B. Ilchenlfo.r.mls 1,6 x 107 AYICUHWO ©
e B. subtilis Suinocultura
TC;ngllpro@) Brasil e Dinamarca B. licheniformis 3.2x 107 Avicultura
Bioplus 2B Dinamarca B. Ilchenlfo_r.mls 3,2x 1010 AYICUHWO ©
e B. subtilis Suinocultura
Alterion NE® Franca, China e B. subtilis 1,0x 1010 Avicultura

Dinamarca

Fonte: O Autor (2018)

[012]. A aplicacdo em larga escala dos aditivos probidticos existentes &
suprimida pelos custos. Hoje, um "“frango orgdnico”, livre de antibidticos,
€ mais caro gque o convencional pois o uso tradicional dos promotores de
crescimento melhora a conversdo alimentar dos animais, elevando os
ganhos de produtividade. Por isso, a eliminacdo destes compostos da
dieta enfrenta a resisténcia por parte dos produtores. Desta forma, um
processo fermentativo econdmico, que Uutiliza como ingredientes

subprodutos e é realizado por meio de técnicas simples, com poucas
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etapas e de baixo custo, tem potencial de viabilizar a produ¢cdo em larga

escala.

[013]. E escasso o que se reporta na literatura sobre as tecnologias de
cultivo em fermentacdo no estado sélido (FES) com o objetivo de
producdo de esporos de Bacillus. Maiores dados e informacdes
tecnologicas sdo encontradas nos processos de cultivo submerso, nos
quais, porém, os rendimentos sdo menores envolvendo maior quantidade
de etapas e de confrole operacional. Quando contornadas as
adversidades do processo de FES como: a formacdo de gradientes de
temperatura, a dificuldade no controle das varidveis do processo e 0s
custos com mdo de obra, esta tecnologia de fermentacdo é
extremamente vantgjosa no sentido de propiciar altos rendimentos,
reducdo da utilizacdo da dgua no processo e minimizacdo de etapas

processuais na obtencdo do produto final.

[014]. NGo é reportada na literatura cientifica a producdo de B. subtilis
utiizando casca de soja como suporte e melaco como substrato, no
regime de fermentacdo em estado sélido para a producdo de esporos
bacterianos. Algumas das referéncias do uso de B. subfilis com melaco
de cana referem-se a producdo de triptofano (Shasaltaneh et al., Cane
molasses as a source of precursors in the bioproduction of tryptophan by
Bacillus subtilis. Iranian Journal of Microbiology 5, 285-292, 2013), levana
(Mantovan et al., Producdo de levana por Bacillus subtilis natto utilizando
caldo de cana-de-acuUcar e diferentes sais. Caderno de Resumos
Simbbtec 2014, 2014), fitase (Rocky-Salimi et al., Valorization of untreated
cane molasses for enhanced phytase production by Bacillus subfilis K46b
and its potential role in dephytinisation. Journal of the Science of Food
and Agriculture 97, 222-229, 2017) e 2,3-butanodiol (Deshmukh et al.,

Production of 2,3-butanediol from sugarcane molasses using Bacillus
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subtilis. International Journal of Advanced Biotechnology and Research 6
(1), 66-79, 2015).

[015]. Os documentos de patente BR200801567-A2 e BR102012032289-A2,
deste mesmo grupo de pesquisa, relataram a producdo de esporos de
Bacillus afrophaeus entre outras espécies para uso como indicador
bioldgico, utilizando subprodutos de soja e eventualmente de cana,
porem em configuracdo diferente da presente invencdo e com
aplicacdo totalmente diversa, sem se referr a uma composicdo

resulfante.

[016]. O documento de patente CN103911325 descreveu o preparo de
uma composicdo probidtica com Bacillus coagulans, Bacillus
licheniformis, Lactobacillus casei e Lactobacillus plantarum produzida por
FES, com taxas de inoculacdo variando entre 1 e 7%, porém utilizando
matérias primas comerciais (farelos de soja e milho) e obtendo uma
concenfracdo mdxima de células da ordem de 107 UFC/g. O mesmo
depositante também aplicou o documento CN103911326 relatando um
processo semelhante, porém utilizando os micro-organismos Bacillus

coagulans e Bifidobacterium animalis.

[017]. Recentemente, o documento de patente CN105886430-A relatou
a producdo de biomassa de Bacillus amyloliquefaciens por FES, porém
utilizando ingredientes sintéticos e comerciais (farelo de trigo) e uma
configuracdo de processo diferente da presente invencdo, utilizando um
fermentador agitado e com foco para o processo de esterilizacdo por
didxido de cloro. A concentracdo final relatada foi a mais alta
encontrada até o momento no estado da arte, da ordem de 10! esporos

por grama.

[018]. Também recentemente, o documento de patente CN106509339-A

relatou a producdo de B. subtilis como aditivo na alimentacdo animal,
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utilizando folhas de Eucommia como substrato além de farelo de soja e
farinha de milho (esses dois Ultimos, produtos comerciais). O processo
envolveu o uso de cultura mista e uma etapa de liofilizacdo, o que
aumenta a complexidade tecnologica e os custos de producdo. A

concentracdo final relatada foi da ordem de 5x108 UFC/g.

[019]. Por Ultimo, o documento CN108148791 reivindicou uma
composicdo probidtica contendo Lactobacillus plantarum,
Bifidobacterium animalis, Lactobacillus paracasei, Bifidobacterium
adolescentis, Bacillus coagulans e B. subtilis produzida por fermentacdo
submersa ou sdlida, para uso em aquacultura. Da mesma forma, o
preparo envolveu o uso de matérias primas comerciais (farelos de soja,
milho e arroz) e elevado numero de etapas, incluindo o pré-

processamento da matéria prima.

[020]. NGo foram reportados na literatura, seja em artigos cientificos ou
patentes, processos utilizando a fermentacdo em estado sdlido para a
producdo de esporos de B. subtilis exclusivamente a partir de subprodutos
da agroindustria, visando a producdo econdmica de aditivo probidtico
para a nutricdo animal e com o alto rendimento de esporos, da ordem
de 1013/g. Também ndo existe até o presente momento uma composicdo
probidtica a base de residuos agroindustriais (casca de soja, melaco e

milhocina) contendo esporos de B. subtilis em alta concentracdo.
Descricdo da abordagem do problema técnico

[021]. O desenvolvimento de processo e produto na presente invencdo
envolveu a selecdo das matérias primas, selecdo da técnica de cultivo,
a otimizacdo das varidveis fisicas, quimicas e nutricionais do cultivo, bem
como a selecdo do biorreator que propicia os maiores rendimentos. Nem
todas as subespécies de B. subtilis esporulam nas mesmas condicoes, mas

cada uma possui exigéncias nutricionais e ambientais especificas para o
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seu desenvolvimento e producdo de esporos com as especificacoes
desejadas, conforme sua aplicagcdo industrial, no caso atividade
probidtica e auséncia de toxicidade. Desta forma é importante que o
processo de esporulacdo esteja de acordo a finalidade de uso do
produto. No caso, para a producdo de probidticos para alimentacdo
animal, o meio de fermentacdo utilizado no processo fermentativo deve

ser digerivel e atoxico.

[022]. A producdo do aditivo probidtico descrita neste documento
destaca-se pelo baixo custo de obtencdo do produto, caracterizada
pelo processo de fermentacdo em estado sdlido com componentes de
cultivo classificados como subprodutos/residuos agroindustriais, com

obtencdo de alta concentracdo de esporos bacterianos.

[023]. A viabilidade econdmica do processo desenvolvido com base no
levantamento dos custos da matéria prima, cujo valor para a producdo
de 1,0 kg € de aproximadamente R$ 1,10, representa menos de 10% do
preco do produto similar mais barato no mercado. Sendo que o produto
da presente invencdo apresenta uma concentracdo de esporos de, no
minimo, 3 log/g superior aos disponiveis no mercado, o que permite sua
diluicdo em 1/1000 para se igualar ao produto similar. Salienta-se que
foram pesquisados e determinados para o desenvolvimento deste
processo os subprodutos das IndUstrias regionais em sua forma in natura
(sem tratamento prévio) e desenvolvidas técnicas de minimizacdo de uso
de equipamentos e operacdoes unitdrias na fabricacdo do aditivo, e,
desta forma, esses fatores possibilitam uma maior reducdo de custos do

processo industrial como um todo.

[024]. Em suma, o processo desenvolvido apresenta uma série de

vantagens inovadoras, além das citadas, como:
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a) Utilizagcdo minima de inéculo: a cultura starter utiliza pouco
volume de caldo de soja tripticaseina (TSB), minimizando a quantidade
de meio de cultivo sintético (produto comercial) para a ativacdo da

cepa;

b) Os residuos e subprodutos agroindustriais utilizados, principais
componentes do meio de cultura, sdo considerados “estaveis” no que
tange aos aspectos de baixa susceptibilidade a contaminacdo, com alto
prazo de validade e ndo exigem condicdes especiais de

armazenamento;

c) O processo apresenta um rendimento 3 log/g (1.000 vezes)

maior em relacdo aos produtos similares disponiveis no mercado;
d) Trata-se de um processo simplificado, com poucas etapas;
e) Utiliza-se matéria prima sem fratamento prévio;

f) O reator que se utiliza na fermentacdo (tipo bandeja) € também

utilizado na secagem, ndo sendo necessdria a troca e lavagem;

g) O processo desenvolvido ndo exige a etapa de dowstream, ou
seja, separacdo do ativo do meio de cultivo, devido ao uso direto do

fermentado seco e moido como alimento probidtico;

h) O processo desenvolvido tem baixo impacto ambiental, tem

uso minimo de dgua e ndo gera residuos;

i) O processo desenvolvido é inovador, ndo descrito na literatura,

apresenta alto rendimento (1013 UFC/g) e baixo custo.

[025]. Desta forma, o objetivo da presente invencdo ¢é oferecer
ao mercado uma tecnologia de producdo com custos reduzidos de

processo e matéria prima que, por conseguinte, gera um produto com
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aplicacdo, porém ndo limitada, no setor de nutricdo animal em geral,
incluindo piscicultura, com énfase ao uso na avicultura industrial

moderna, por ser uma alternativa ao uso de antibidticos.
Descri¢ao detalhada da inven¢ao

[026]. O processo para producdo de aditivo probidtico, segundo a

presente invencado, consiste nas etapas de (Figura 1):

a. Preparo do meio sdlido pela mistura de melaco, dgua de
maceracdo do milho (milhocina) e dgua, ajuste de pH e adicdo

d casca de soja;
b. Esterilizacdo do meio de cultivo sélido por calor Umido;

c. Preparo de cultura iniciadora de Bacillus subtilis em cultivo

submerso;

d. Inoculacdo e fermentacdo em estado sdlido para obtencdo de

esporos de B. subtilis;
e. Secagem do fermentado solido;
f. Moagem do fermentado sélido.

[027]. O meio de fermentacdo (etapa a) possui a capacidade de
promover uma alta taxa de multiplicacdo celular e subsequente
formacdo de esporos. Todos os elementos do meio de cultivo sdo residuos
agroindustriais oriundos do processamento da soja, milho e de matérias
primas sacarinas, tais como a cana de acucar. Na composicdo de meio
proposta, a casca de soja fornece o suporte para o crescimento do
micro-organismo. As fontes de carbono principais sGdo provenientes do
melaco, por exemplo, o melaco de cana de acuUcar. As fontes de

nitrogénio principais sdo provenientes da milhocina.
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[028]. O uso desses subprodutos contribui para o aproveitamento de
residuos, indiscutivelmente frazendo ganhos ambientais, bem como
minimizando custos de matéria prima. Cabe aqui ressaltar que a
viabilidade econdmica do processo também é evidenciada porque os
subprodutos sdo utilizados em sua forma in natura, sem a necessidade de

tratamento prévio.

[029]. O processo da etapa “a” é realizado de modo a obter melaco,
cuja concentracdo inicial, tal como gerado na industria, € de 65-75°Brix,
na propor¢cdo de 0,05 a 2 g/g de casca de soja; a milhocina
(originalmente a 40-45°Brix) deve ser adicionada na proporcdo de 0,01 a
0.5 g/g de casca de soja; agua deve ser adicionada na proporcdo de |
a2 mL/g de casca de soja e o pH antes da esterilizacdo deve estar entre
11,0e 13,0.

[030]. Preferencialmente, utiliza-se o melaco de cana na proporcdo de
0,1 a 0,5 g/g de casca de soja, assim como a milhocina na propor¢cdo de

0,01 a 0,05 g/g de casca de soja.

[031]. Um exemplo de preparacdo do meio de cultivo sdlido envolve
misturar primeiramente os componentes liquidos (melaco, milhocina e
dgua), ajustar o pH com uma solucdo alcalina (por exemplo, hidréxido
de sédio a 1 M) e entdo adicionar esta solucdo a casca de soja. Esse
procedimento de mistura da solucdo liquida ao suporte sélido (casca)
pode ser readlizado, por exemplo, em sacos pldsticos de polipropileno,

resistentes 4 esterilizacdo por calor Umido.

[032]. A etapa “b"” do processo consiste na esterilizacdo do meio de
cultivo por calor Umido, de modo a eliminar contaminantes indesejados.
Esta etapa deve ser realizada a uma temperatura entre 100 e 130°C, por

tempo entre 10 e 45 min, em autoclave ou equipamento similar.
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[033]. A etapa “c” do processo consiste no preparo do indéculo (cultura
iniciadora) de B. subtilis. Preferencialmente, € utilizado o micro-organismo
Bacillus subtilis natto NRRL B-3666, disponivel no banco de culturas
Agricultural Research Service (ARS), do Northern Regional Research
Laboratory (NRRL), Departamento de Agricultura dos Estados Unidos
(USDA). O meio de cultivo para propagacdo do micro-organismo € o
caldo tripticaseina de soja ou similar, a temperatura de crescimento € de

25 a 39°C, e o tempo de crescimento € entre 12 e 48h.

[034]. Um exemplo de realizacdo da etapa “c” é relatado a seguir: se o
micro-organismo estiver disponivel em ampola de vidro, o conteudo da
ampola é fransferido para um frasco Erlenmeyer de 125 mL contendo 60
mL de caldo fripticaseina de soja. Se o micro-organismo estiver disponivel
em meio de cultivo solido, trés alcadas da cultura sdo transferidas para
um frasco Erlenmeyer nessas mesmas condicdoes. Incuba-se entdo esse
frasco nas condicdes de temperatura e tempo descritas na etapa “c”.
Apods a incubacdo, a cultura iniciadora deverd conter uma quantidade
de células viaveis da ordem de pelo menos 106 UFC/mL. Caso seja
necessario preparar volume maior de cultura iniciadora, em funcdo da
quantidade de casca de soja (ver etapa “d”), pode-se transferir um
volume dessa cultura iniciadora para um novo meio liquido (caldo
tripticaseina de soja) na proporcdo de 1:10 (v/v), e incubar nas mesmas
condicoes. Esse procedimento de escalonamento pode ser realizado

quantas vezes for necessdrio.

[035]. A etapa “d"” consiste no processo fermentativo propriamente dito,
que resulta na producdo de biomassa de B. subftilis seguida de
esporulacdo, ou obtencdo de esporos de B. subtilis. O meio de cultivo
previamente esteriizado na etapa "b" deve ser distribuido
assepticamente em um recipiente horizontal estéril, a exemplo de uma

bandeja, de modo a obter uma altura de leito entre 1 e 7 cm. Entdo,
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deve ser adicionada, também assepticamente, a cultura iniciadora
preparada na etapa “c” a uma proporcdo entre 0,01 e 0,1 mL/g de
casca de soja, misturando-se em seguida. Na sequéncia, incuba-se o
recipiente horizontal selado, por exemplo, com pldstico estéril ou papel
grau cirurgico, a uma temperatura entre 25 e 39°C e tempo entfre 24 e
72h. Preferencialmente, realiza-se essa etapa a uma temperatura entre
34 e 38°C e tempo entre 44 e 52h.

[036]. A etapa “e"” caracteriza-se pela secagem do material fermentado,
e é redlizada a uma temperatura entre 40 e 60°C até atingir umidade
entre 13 e 8%. Por exemplo, essa etapa pode serrealizada em estufa com

ou sem circulacdo de ar, a pressdo atmosférica ou reduzida.

[037]. A etapa "f" caracteriza-se pela moagem do material, de modo a
reduzir a granulometria para valores entre 3 e 0,3 mm. Essa etapa pode

ser realizada, por exemplo, em moinho de facas ou similar.

[038]. Apds a redlizacdo dessas etapas o produto pode ser
acondicionado em embalagens preferencialmente estéreis e d prova de

umidade, e armazenado a temperatura ambiente.

[039]. A presente invencdo contempla, ainda, uma composicdo
probidtica  produzida pelo processo anteriormente  descrito,
caracterizada por conter esporos de B. subtilis em concentracdo entre
1.108 e 1.10'3 esporos/g, casca de soja na concentracdo de 70 a 85%,
melaco na concentracdo de 0,5 a 25% e milhocina na concentracdo de
0,2 a 1,5%. A composicdo é caracterizada por ser sélida e conter

umidade entre 13 e 8%.
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REIVINDICACOES

1. PROCESSO PARA PRODUCAO DE ADITIVO PROBIOTICO

caracterizado por ser realizado nas etapas de:

a. Preparo do meio sélido pela mistura de melaco (65-75°Brix),
dgua de maceracdo do milho (milhocina, 40-45°Brix) e agua,
ajuste de pH entre 11,0 e 13,0 e adicdo a casca de soja, de
modo a obter melaco na proporcdo de 0,05 a 2 g/g de casca
de soja, milhocina na proporcdo de 0,01 a 0,5 g/g de casca de
soja e dgua na proporcdo de 1 a 2 mL/g de casca de soja;

b. Esterilizacdo do meio de cultivo sélido por calor Umido;

c. Preparo de cultura iniciadora de Bacillus subtilis em cultivo
submerso;

d. Inoculacdo e fermentacdo em estado sdlido para obtencdo de
esporos de Bacillus subtilis;

e. Secagem do fermentado solido;
f. Moagem do fermentado sélido.

2. PROCESSO de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado

pela realizacdo da etapa “a” utilizando mais especificamente o melaco

de cana na proporcdo de 0,1 a 0,5 g/g de casca de soja.

3. PROCESSO de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado

pela realizacdo da etapa “a” utlizando mais especificamente a

milhocina na proporcdo de 0,01 a 0,05 g/g de casca de soja.

4, PROCESSO de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado

pela realizacdo da etapa “b"” a uma temperatura entre 100 e 130°C, por

tempo entre 10 e 45 min.

5. PROCESSO de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado

pela realizacdo da etapa “c” a uma temperatura entre 25 e 39°C, por
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tempo entre 12 e 48h, utilizando meio de cultivo tripticaseina de soja ou

similar.

6. PROCESSO de acordo com asreivindicacoes 1 e 5, caracterizado

pela realizacdo da etapa “c” utilizando mais especificamente o micro-

organismo Bacillus subfilis natfo NRRL B-3666.

7. PROCESSO de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado

pela realizacdo da etapa “d” distribuindo-se assepticamente o meio
previamente esterilizado na etapa “b"” em recipiente horizontal estéril, de

modo a obter uma altura de leito entre 1 e 7 cm.

8. PROCESSO de acordo com asreivindicacdes 1 e 7, caracterizado

pela realizacdo da etapa “d” pela adicdo e mistura de cultura iniciadora
preparada na etapa “c” ao meio de cultivo sélido a um volume entre

0,01 e 0,1 mL/g de casca de soja.

9. PROCESSO de acordo com as reivindicacdes 1, 7 e 8,
caracterizado pela realizacdo da etapa “d"” a uma temperatura entre 25
e 39°C e tempo entre 24 e 72h.

10. PROCESSO de acordo com a reivindicacdo 9, caracterizado

pela realizacdo da etapa “d” mais especificamente a uma temperatura
entre 34 e 38°C e tempo entre 44 e 52h.

11. PROCESSO de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado

pela realizacdo da etapa “e” a uma temperatura entre 40 e 60°C até

atingir umidade entre 13 e 8%.

12. PROCESSO de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado

pela realizacdo da etapa “f" de modo a reduzir a granulometria para

valores entre 3 e 0,3 mm.

13. COMPOSICAO PROBIOTICA produzida pelo processo referido

na reivindicacdo 1, caracterizada por conter esporos de Bacillus subtilis

em concentracdo entre 1.108 e 1.1013 esporos/g, casca de soja na
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concentracdo de 70 a 85%, melaco na concentracdo de 0,5 a 25% e

milhocina na concentfracdo de 0,2 a 1,5%.

14. COMPOSICAO de acordo com a reivindicacdo 13,

caracterizada por ser sélida e conter umidade entfre 13 e 8%.
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DESENHOS
Figura 1
a Preparo do meio sdlido
b Esterilizacdo do meio sdlido Cultura iniciadora
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RESUMO
PROCESSO PARA PRODUCAO DE ADITIVO PROBIOTICO E COMPOSICAO
PROBIOTICA

A presente invencdo refere-se ao desenvolvimento de um
bioprocessopor fermentacdo no estado sélido (FES) para a producdo
de um aditivo probidtico, a partir de subprodutos das indUstrias de soja,
milho e culturas sacarinas, e a uma nova composicdo probidtica, com
aplicabilidade no setor de nutricdo animal. O método consiste no
emprego de dagua, casca de soja, melaco e dgua de maceracdo do
milho (milhocina) como meio de cultivo (a), esterilizado (b), que
juntamente ao micro-organismo Bacillus subtilis(c) compdem o processo
fermentativo no estado sdlido (d); apds a fermentacdo, o produto
fermentado segue para a secagem (e) seguida pela moagem (f),
resultando no aditivo probidtico composto de esporos de Bacillus subtilis,
casca de soja, melaco e milhocina. A presente invencdo visa oferecer
ao mercado um produto d base de residuos agroindustriais com valor
nutricional, alta concenfracdo do ingrediente ativo ecom custo de

producdo reduzido.
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