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(57) Resumo: EXTRAGAO COM ETANOL, DE FITOESTEROIS A PARTIR DE FIBRA DE MILHO. A presente inveng&do prové um
processo para extrair esteréis de uma fibra de milho termoquimicamente hidrolisada, com elevado teor de sélidos utilizando etanol
como o agente de extragdo. O processo inclui obter uma pasta de fibra de milho tendo um teor de umidade de aproximadamente
20 por cento em peso até aproximadamente 50 por cento em peso de s6lidos (elevado teor de sélidos), processar
termoquimicamente a pasta de fibra de milho tendo elevado teor de sélidos de 20 a 50% para produzir uma pasta de fibra de
milho hidrolisada, desidratar a pasta de fibra de milho hidrolisada para obter uma fibra de milho residual tendo um teor de
umidade de aproximadamente 30 a 80 por cento em peso de sélidos, lavar a fibra de milho residual, desidratar a pasta de fibra de
milho hidrolisada, lavada para obter uma fibra de milho residual tendo um teor de umidade de aproximadamente 30 a 80 por cento
em peso de sélidos , e extrair a fibra de milho residual com etanol e separar pelo menos um esterol.
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“PROCESSO PARA EXTRAIR ESTEROIS A PARTIR DE FIBRA DE
MILHO”

Referéncia remissiva a pedidos correlatos

[001]Esse pedido é nao provisério de e reivindica o beneficio de priori-
dade do Pedido de patente proviséria US nimero de série 60/555.284, deposi-
tado em 22 de margo de 2004, intitulado “Ethanol Extraction of Phytosterols
from Corn fiber” tendo os mesmos requerentes citados como inventores, a sa-
ber, Charles Abbas, Kyle E. Beery, Thomas P. Binder, e Anne M. Ram-
melsberg. O contelido integral do Pedido de patente proviséria US nimero de
série 60/555.284 ¢é incorporado a titulo de referéncia nesse pedido de patente
de utilidade nao proviséria.

DECLARAGAO DE PESQUISA PATROCINADA PELO GOVERNO
FEDERAL

[002]O Governo dos Estados Unidos da América tem uma licenga paga
em relagdo a essa invengao e o direito em circunstancias limitadas de exigir
que o proprietario da patente autorize outros em termos razoaveis como previs-
to pelos termos do Numero de Concessao 04-03-CA-7060 concedido pelo U.S.
DOE (Departamento de Energia).

ANTECEDENTES DA INVENGAO

1. Campo da Invengao

[003]A presente invengao refere-se a um método de extragdo com eta-
nol, de fibra de milho que foi termoquimicamente tratada.

2. Descrigao da Técnica antecedente

[004]“Moagem umida” é um processo pelo qual milho pode ser conver-
tido em etanol, adogantes de milho e amidos. Como utilizado aqui, “fibra de mi-

Iho” é definido como “o produto obtido do processo de moagem Umida, que en-
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volve infusao inicial de graos de milho em diéxido de enxofre aquoso em uma
temperatura elevada seguido por trituragdo suave e separagao fisica das ca-
madas de fibra externas do amido, proteina e outros componentes.”

[005]A fibra de milho é produzida por moagem umida de milho na taxa
de 13% por alqueire de milho processado. Uma quantidade superior a 15.000
toneladas de fibras de milho é produzida por dia em moinhos a imido de acor-
do com a Corn Refiners Association. Juntamente com a fibra de milho, porcoes
da proteina, 6leo e amido do milho sao separadas com o fluxo de fibras, e com
licor infundido de milho e destilagao que sao pulverizados na fibra juntamente
com farelo de germe de milho, que é misturado no fluxo, um total de aproxima-
damente 25% do milho processado se torna parte do fluxo de ragao de glaten
de milho. O licor infundido de milho é o liquido que é derivado da infus&o inicial
dos graos de milho, e destilado é o residuo da destilagao do caldo de fermen-
tacdo de etanol, compreendendo principalmente agua, nao volateis e sélidos
derivados principalmente de massa de célula de levedura. O licor infundido de
milho e destilagado fornecem nutrientes e proteina a ragao de gluten de milho,
que é um fluxo de subproduto de baixo valor o qual é vendido como ragao de
animal. Na presente invengao, um método eficaz em termos de custo é forneci-
do que upgrades o fluxo de fibra de milho em componentes mais valiosos e
usaveis.

[006]Fibra de milho é composta de aproximadamente 15-25% de ami-
do, 10-13% de proteina, 33-42% de hemicelulose, 15-18% de celulose, 3-6%
de cinza, 3-6% de 6leo e 1-2% de outros componentes. A hemicelulose é com-
posta de 50-55% de xilose, 30-35% de arabinose, 4-6% de galactose, 3-5% de
acido D-glucurénico e 2-5% de outros componentes incluindo manose, acido

cumarico e acido fertlico. O fluxo de fibra de milho na usina vindo das prensas
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de desidratagdo contém 30-50% de sélidos. Durante tratamento termoquimico
da fibra de milho, a fibra é aquecida a 130-1802 Centigrados(C), que solubiliza
as fracoes de amido e hemicelulose, enquanto deixa a celulose intacta. Amido
€ composto de dois tipos de polimeros de glicose, amilose e amilopectina. Ami-
lose € um polimero linear com as moléculas de glicose ligadas por ligagdes a-
1,4-glicosidicas e amilopectina é um polimero altamente ramificado com as mo-
léculas de glicose ligadas por ligagdes a-1,4-glicosidicas com ramificagbes li-
gadas por a-1,6. Hemicelulose na fibra de milho é composta de uma estrutura
de xilose ligada por B-1,4 com cadeias laterais compostas de arabinose, xilose,
galactose, acido glucurdnico, manose, acido ferlico e acido cumarico. O amido
pode ser retirado da fibra por hidrélise com uma combinagao de calor e enzi-
mas de degradacao de amido ou acido sulfurico. Sob essas condigdes, o poli-
mero de amido é hidrolisado primeiramente em oligossacarideos solGveis, que
podem ser adicionalmente hidrolisados em glicose por uma etapa secundaria
de hidrélise de enzima ou acido. A hemicelulose pode ser parcialmente hidroli-
sada pelo tratamento da fibra de milho em temperaturas acima de 121°C, po-
rém a hidrélise completa da estrutura de xilano em mondémeros requer trata-
mento adicional com &cido ou enzimas.

[007]A hidrélise do amido e hemicelulose também podem ser combina-
dos em uma Unica etapa. A fibra de milho nativa, contendo diéxido de enxofre
residual proveniente do processo de infusédo, pode ser tratada em temperaturas
elevadas com a adigao opcional de acido. Esse tratamento causara hidrélise
simultanea do amido e hemicelulose.

[008]0s monossacarideos a partir do amido hidrolisado e hemicelulose
podem ser utilizados em muitas aplicagbes industriais diferentes incluindo fer-

mentagdes e conversao catalitica em alcoois de aglucar e subseqglientemente
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poliéis. A glicose do amido pode ser utilizada em uma fermentagao de levedura
para produzir etanol, ou pode ser fermentada em outros produtos. A xilose
também pode ser similarmente fermentada em diversos produtos derivados por
fermentagdo conhecidos por aqueles versados na arte. O acido ferilico pode
ser utilizado como estoque de alimentagao para a produgao de vanilina.

[009]A fibra de milho restante apds a etapa de hidrdlise pode ser entao
contatada com um solvente para extragao do 6leo presente. Por exemplo, a
patente US numero 5.843.499 (Moreau e outros) revela que a fragao de éleo,
que contém fitoesterdis, pode ser extraida da fibra de milho utilizando hexano
na presenga do antioxidante, BHT. O processo descrito por Moreau e outros foi
concluido em fibra de milho triturada, seca em temperatura ambiente com agi-
tacao. A extragao exposta por Moreau e outros resultou em 6leos misturados
contendo triglicerideos (TAG), ésteres de acido graxo de fitoesterdis (St-FA),
acidos graxos livres (FFA), tocoferéis, fitoesterdis livres (St), e ésteres de acido
ferdlico de fitoesteréis (St-F). Moreau e outros reportam que a percentagem
total de 6leo em fibra de milho normal é tao elevada quanto 3,33 por cento em
peso. Além disso, Moreau e outros reportaram aproximadamente 18% (pe-
so/peso) de teor total de esterol (St-FA, St e St-F) no 6leo extraido com 8%
como St-FA.

[010]Fitoesteréis, incluindo beta-sitoesterol e seu glicosideo beta-
sitoesterolina, lembram estreitamente a molécula de colesterol. Essas molécu-
las interferem na absor¢éo de colesterol em seres humanos. A absorgao redu-
zida de colesterol a partir dos intestinos diminui lipoproteina de baixa densida-
de (LDL) que reduz os niveis de colesterol de plasma.

[011]Para as finalidades da presente invengao, fitoesterois incluem, por

exemplo, porém nao sao limitados a, beta-sitoesterol, sitoestanol, campesterol,
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campestanol, estigmaesterol, estigmaestanol, brassicasterol e outros compos-
tos contendo o sistema de anel de esterol. Como utilizado aqui, “esteréis totais”
incluem, porém nao sao limitados a todos os fitoesteréis descritos aqui. Como
utilizado aqui, fitoesterdis também incluem glicosideos de esterol, ésteres de
acido graxo de esterol e ésteres de ferulato de esterol.

[012]O método revelado por Moreau e outros difere significativamente
da presente invengao em que as extragdes descritas na presente invengao sao
concluidas em fibra de milho termoquimicamente tratada com elevado teor de
sélidos. Além disso, as extragbes do processo da presente invengao podem ser
realizadas em fibra de milho seca ou fibra de milho nao triturada, imida. A falta
de necessidade de fibra de milho totalmente seca é uma vantagem do proces-
SO da presente invengao porque a energia necessaria para reduzir a fibra de
65% de agua (tipico para fibra de milho mecanicamente desidratada) para 0%
de agua infinita é elevada. Adicionalmente, explosées de p6 de grao séo um
risco potencial para operagbes de armazenagem e moagem de graos. Ao pro-
cessar fibra de milho nao triturada, imida, a chance de uma explosao de pé de
grao é minimizada. As concentragoes de 0%/100% de &gua/etanol até
30%/70% de agua/etanol do agente de extragao sao utilizadas no processo da
presente invengao para extrair os fitoesterdis. Se o teor de agua da fibra de
milho apés tratamento termoquimico for 65%, entdo 325% do peso do fluxo
total de fibra de milho necessitarao ser adicionados em etanol anidro para obter
um solvente de 80%/20%. Portanto, se a quantidade de agua presente na fibra
de milho puder ser reduzida antes da extragéo, o uso de etanol serao muito
diminuido.

[013]Etanol e misturas de etanol/agua sao mais compativeis com as

usinas atuais de moagem Umida de milho que produzem etanol, uma vez que
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tanto etanol como agua estao disponiveis para uso nessas usinas.

SUMARIO DA INVENGAO

[014]A presente invengao prové um processo para extragao de esterois
a partir de fibra de milho compreendendo obter uma pasta de fibra de milho
tendo um teor de umidade de aproximadamente 20 por cento em peso a 50 por
cento em peso de sélidos (isto é, teor elevado de sélidos), processar termo-
quimicamente a pasta de fibra de milho para produzir uma pasta de fibra de
milho hidrolisada, desidratar a pasta de fibra de milho hidrolisada para obter
uma fibra de milho residual tendo teor de umidade de aproximadamente 30 a
80 por cento em peso de sélidos, lavar (pelo menos uma vez) a fibra de milho
residual com agua, desidratada a pasta de fibra de milho hidrolisada, lavada
para obter uma fibra de milho residual tendo um teor de umidade de aproxima-
damente 30 a 80 por cento em peso de solidos, e extrair (pelo menos uma vez)
a fibra de milho residual com etanol e separar pelo menos um esterol a partir
da mesma. Em uma modalidade mais preferida desse processo o esterol extra-
ido € um fitoesterol que é selecionado do grupo que consiste em formas de al-
fa, beta e gama de sitoesterol, sitoestanol, estigmaesterol, estigmaestanol,
campesterol, campestanol, espinaesterol, ésteres de fitoesterol, ésteres de fito-
estanol e misturas dos mesmos.

[015]Em outra modalidade da presente invengédo como descrito aqui, 0
processo inclui processar termoquimicamente a pasta de fibra de milho pelo
aquecimento da pasta de fibra de milho de aproximadamente 130 graus Centi-
grados até aproximadamente 180 graus Centigrados, e mais preferivelmente
de aproximadamente 130 graus centigrados até aproximadamente 190 graus
Centigrados, por pelo menos aproximadamente um minuto, e mais preferivel-

mente de aproximadamente 2 a 60 minutos.
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[016]Ainda em outra modalidade da presente invengao o processo in-
clui o fato de que a pasta de fibra de milho tem um teor de umidade de aproxi-
madamente 20 a 50 por cento em peso de sélidos.

[017]Em outra modalidade da presente invengéo, o processo inclui ain-
da repetir a extragdo da fibra de milho residual pelo menos uma vez com eta-
nol.

[018]Outra modalidade do processo da presente invengao inclui realizar
a extragao da fibra de milho residual em uma temperatura de aproximadamente
25 graus Centigrados até 75 graus Centigrados por pelo menos um minuto, e
de preferéncia de aproximadamente 30 a 120 minutos.

[019]Em uma modalidade preferida da presente invengao como des-
crito aqui, o0 processo inclui o fato de que o teor de etanol/agua em uma base
de volume/volume é de aproximadamente 70%/30% a aproximadamente
100%/0%, e mais preferivelmente o teor de etanol/agua em uma base de volu-
me/volume é 95% de etanol e 5% de agua.

[020]Em outra modalidade da presente invengéo, o processo inclui ain-
da o fato de que o processamento termoquimico da pasta de fibra de milho in-
clui ainda submeter a pasta de fibra de milho a um &cido.

DESCRIGCAO DETALHADA DA INVENGAO

[021]Como utilizado aqui, “fitoesterdis” inclui, por exemplo porém nao
sdo limitados a, beta-sitoesterol, sitoestanol, campesterol, campestanol, estig-
maesterol, estigmaestanol, brassicasterol, e outros compostos contendo o sis-
tema de anel de esterol. Como utilizado aqui “esterdis totais” incluem, por
exemplo porém nao sao limitados a, todos os fitoesterdis descritos aqui. Como
utilizado aqui, fitoesterdis também incluem glicosideos de esterol, ésteres de

acido graxo de esterol e ésteres de ferulato de esterol.
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[022]Uma das principais questoes ao elaborar um processo econdmico
para a hidrélise de fibra de milho é o uso e disponibilidade de agua de proces-
so. Em uma usina, agua de processo € tanto relativamente cara como limitada.
Por exemplo, fluxos de fibra de milho desidratadas pelas prensas Varenips con-
tém 50-70% de agua; entretanto, 0 material tem pouca agua nao absorvida.
Isto é porque as fragbes de carboidrato (amido, hemicelulose e celulose) da
fibra de milho sdo capazes de absorver grandes quantidades de agua. Uma
pessoa versada na arte reconhecera que para ter um material que possa ser
agitado, o teor de umidade da pasta necessita estar acima de 80%. O processo
da presente invengao nao requer formar em pasta o material em uma suspen-
sao aquosa desde que o material seja aquecido em um reator enquanto é mis-
turado para assegurar transferéncia de calor adequada. Portanto, no processo
detalhado da presente invengado nao ha exigéncia de que a fibra de milho seja
preparada em uma pasta aquosa que é agitada e portanto grandes volumes de
agua nao sao necessarios.

[023]0utra questao diretamente relacionada a quantidade de agua con-
tida na pasta de fibra de milho é a concentragao de aglucares de monossacari-
deos que estdo presentes no hidrolisado de fibra de milho. A medida que o teor
de agua aumenta, a pasta de aglcar produzida se torna mais diluida, de modo
que quando o hidrolisado é fermentado, a concentracdao de etanol diminui.
Abaixo de 5% de etanol, torna-se nao econdémico destilar o etanol a partir do
caldo de fermentagao.

[024]Outros fluxos da usina sao freqiientemente utilizados no lugar de
agua de processo. Em outra modalidade da presente invengao, fluxos de pro-
cesso alternativos, como licor de infusdao de milho e destilagdo, podem ser utili-

zados no preparo da pasta de fibra de milho. Essas fontes fornecem agua, po-
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rém contém também sélidos soliveis e insoliveis em niveis até 14% desse
modo influenciando a mistura de pastas de liquido de fibra de milho.

[025]A presente invengdo prové um processo para extrair esterbis a
partir de fibra de milho incluindo hidrélise de fibra de milho em teores elevados
de soélidos. Como utilizado aqui, sélidos significa uma pasta de fibra de milho
tendo um teor de umidade de aproximadamente 20 por cento em peso até
aproximadamente 50 por cento em peso de sélidos. O processo da presente
invengao inclui o fato de que a fibra de milho é tirada da usina em um nivel de
mistura entre 50-70%, e aumentando o nivel de umidade para 50-80%. A fibra
de milho pode ser termoquimicamente hidrolisada pela utilizagdo de um reator
de pressao. Esse tipo de reator pode ser um reator continuo ou um reator de
batelada. O reator continuo pode utilizar puas para transportar a fibra para den-
tro do reator e manter uma vedagao de pressao no reator. O reator de batelada
pode ser um reator de rotacdo vedado. O aquecimento da fibra pode ser reali-
zado por inje¢cao de vapor para dentro do reator a fim de elevar a temperatura
da fibra de milho até aproximadamente 130°C, de preferéncia até aproximada-
mente 180°C, e mais preferivelmente até aproximadamente 190°C, e de prefe-
réncia de aproximadamente 138°C a aproximadamente 145°C, e mais preferi-
velmente de aproximadamente 150°C a aproximadamente 180°C. A fibra de
milho é mantida entre essas temperaturas por pelo menos aproximadamente 1
minuto e de preferéncia de aproximadamente 2 minutos até aproximadamente
1 hora. A fibra é entao removida do reator e é entao desidratada para remover
o liquido que contém oligossacarideo.

[026]A hidrélise termoquimica com elevado teor de sélidos de fibra de
milho pode ocorrer em uma gama de teores de umidade nas pastas de 20 a

50% de sélidos, e uma faixa de temperaturas de aproximadamente 130°C a
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aproximadamente 180°C, e de preferéncia de aproximadamente 130°C a apro-
ximadamente 190°C, por pelo menos aproximadamente um minuto e mais pre-
ferivelmente de aproximadamente 2 minutos a aproximadamente 1 hora. Apds
a fibra de milho ser termoquimicamente hidrolisada, a mesma é desidratada
utilizando uma prensa ou dispositivo de filtragdo, como por exemplo porém nao
limitado a, uma prensa de parafuso ou filtro a vacuo. A fibra residual apés desi-
dratagao tem um teor de umidade de aproximadamente 30% a aproximada-
mente 80% de sélidos. Esse material pode entao necessitar opcionalmente ser
parcialmente seco para reduzir o uso global de etanol como discutido aqui.

[027]A fibra é entao extraida com pelo menos um, de preferéncia 3, e
mais preferivelmente 7 volumes de aproximadamente 70% a 100% de etanol
em uma temperatura a aproximadamente 25°C até aproximadamente 75°C por
pelo menos aproximadamente minuto e mais preferivelmente aproximadamente
10 minutos até aproximadamente 2 horas. A fibra de milho pode ser, por exem-
plo, agitada ou misturada enquanto sendo extraida ou pode ser extraida com
um extrator de contracorrente. Apds extragéo, o etanol é processado adicio-
nalmente para separar o 6leo.

EXEMPLOS

[028]O Exemplo 1 “Extragao de fitoesterdis de fibra de milho nao trata-
da termoquimicamente, com etanol” e 0 Exemplo 2 “Extragéo de fitoesteréis de
fibra de milho tratada termoquimicamente com baixo teor de sélidos, com eta-
nol” expbe extragbes de etanol conhecidas de fibra de milho nativa e tratada
termoquimicamente em baixo teor de sélidos respectivamente. Os Exemplos 1
e 2 e os resultados de extragcbes de fitoesterdis sdo descritos para fornecer
uma linha de base para comparagao. O Exemplo 3 “Extragao de fibra de milho

tratada termoquimicamente com elevado teor de sélidos, com 95% de etanol”
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expde o0 processo da presente invengao.

EXEMPLO 1

Extragédo de fitoesterbis de fibra de milho ndo tratada termoquimica-
mente com etanol

[029]Fibra de milho (49,1 kg total) foi misturada com um excesso de
agua e ajustada para pH 5,5 com hidréxido de sddio. Enzima de a-amilase
FRED Genencor Spezyme foi adicionada a pasta de fibra de milho no dobro da
dosagem recomendada. A pasta com baixo teor de sélidos foi tratada em uma
cuba de meia lua a 60-95°C por dois dias (48 horas). A temperatura foi levada
até 65°C e amiloglicosidase Genencor Optidex L-400 e a-amilase Novozymes
Fungmyl 800L foram adicionados duas vezes a dosagem recomendada e a
pasta foi mantida a 65°C por 1 dia (24 horas). A fibra foi desidrata pelo proces-
samento com uma prensa de parafuso e lavada e desidratada novamente 3
vezes. Porgdes da fibra de milho sem amido, imida foram extraidas sem agita-
¢ao utilizando etanol/agua (600 mL) em razdes variaveis (Tabela 1) a 47°C por
duas horas. A pasta de etanol/fibra de milho foi filtrada para remover a fibra de
milho e o etanol contendo 6leo foi destilado sob pressao reduzida para reduzir
o volume. A mistura de etanol-6leo residual foi extraida duas vezes com hexa-
no. A solugéo de cloreto de sodio saturada foi adicionada durante a extragao
para encorajar a formagao de um limite distinto entre os solventes imisciveis. A
camada de agua contendo sal continha quantidades significativas de precipita-
do e foi descartada sem analise. As camadas de hexano foram combinadas,
descoloradas com carvao ativado, secas com sulfato de magnésio e filtradas
por gravidade. O hexano foi retirado através de destilagao simples sob pressao
reduzida e as amostras resultantes foram dessecadas para fornecer as amos-

tras 111A, 111G, 111D e 111E na Tabela 1.
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[030]Fibra de milho nativa foi dividida em por¢des de 100 g (36,8 g de
peso seco) e extraida sem agitagao utilizando etanol/agua em razdes variaveis
(Tabela 1) a 47°C por duas horas. A pasta de fibra de milho/etanol foi filtrada
para remover a fibra de milho, e o etanol contendo éleo foi destilado sob pres-
sdo reduzida para reduzir o volume. A mistura de etanol-6leo residual foi extra-
ida duas vezes com hexano. A solugao de cloreto de sédio saturada foi adicio-
nada durante a extragdo para encorajar a formagao de um limite distinto entre
0s solventes imisciveis. A camada de agua contendo sal continha quantidades
significativas de precipitado e foi descartada sem analise. As camadas de he-
xano foram combinadas, descoloradas com cardo ativado, secas com sulfato
de magnésio, e filtradas por gravidade. O hexano foi retirado através de desti-
lagao simples sob pressao reduzida e as amostras resultantes foram desseca-
das para fornecer as amostras 123A, 123B, 123C e 123D na Tabela 1.

Exemplo 2

Extragéo de fitoesterdis de fibra de milho tratada termoquimicamente,
com baixo teor de sélidos, com etanol

[031]Fibra de milho a 13% de soélidos foi tratada em um reator agitado a
150°C por trinta minutos sem adi¢ao de acido. Apés 30 minutos o reator foi
imediatamente resfriado até 95°C e a fibra de milho foi removida do reator. A
fibra foi entao desidratada por filtragao sob pressao reduzida, lavada com agua
deionizada, e desidratada novamente. Porgdes da fibra de milho termoquimi-
camente tratadas, Umidas foram extraidas sem agitacao utilizando etanol/agua
(750 mL) em razdes variaveis (Tabela 1) a 47°C por duras horas. O primeiro
extrato foi obtido por filtragao da fibra de milho. Uma segunda extragao foi con-
cluida na massa de filtro resultante utilizando a mesma concentragéo de

agua/etanol, tempo e temperatura que a primeira extragao. Os dois filtrados de
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etanol foram combinados e o etanol foi reduzido através de destilagdo sob
pressao reduzida. Quando a destilagao diminuiu significativamente, o contetido
do recipiente fixo foi resfriado e extraido duas vezes com hexano. A solugao de
cloreto de sédio saturada foi adicionada durante a extragao para encorajar a
formagéo de um limite distinto entre os solventes imisciveis. A camada de agua
contendo sal continha quantidades significativas de precipitado e foi descartada
sem andlise. As camadas de hexano foram combinadas, descoloradas com
carvao ativado, secas com sulfato de magnésio e filtradas por gravidade. O he-
xano foi removido através de destilagao simples sob pressédo reduzida e as
amostras resultantes foram dessecadas para fornecer as amostras 129A-D na
Tabela 1. Os resultados sao compativeis com outras extragdes de etanol/agua
de fibra de milho (Tabela 1).

[032]Fibra de milho a 13% de sdlidos (1000 g total) foi tratada em um
reator agitado a 150°C por trinta minutos. Apés 30 minutos, 11,13 mL de 9.12M
de solugao de hidroxido de sédio foram bombeados para dentro do reator a fim
de efetuar um tratamento de base. Ap6s 5 minutos, 3,71 mL de acido sulfarico
a 50% foram adicionados ao reator para neutralizar o conteiido do reator. O
reator foi imediatamente resfriado até 95°C e a fibra de milho foi removida do
reator. A fibra foi entao desidratada por filtragao sob pressao reduzida, lavada
com agua deionizada e desidratada novamente. A fibra de milho termoquimi-
camente tratada, imida foi extraida sem agitagao utilizando 70% de etanol/30%
de agua (Tabela 1) em aproximadamente 47°C por aproximadamente 2 horas.
O primeiro extrato foi obtido por filtragao da fibra de milho. Uma segunda extra-
cao foi concluida na massa de filtro resultante utilizando a mesma concentra-
¢ao de etanol/agua e temperatura que a primeira extragao por aproximadamen-

te 1,75 horas. Os dois filtrados de etanol foram combinados e o etanol foi redu-
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zido através de destilagao sob pressao reduzida. Quando a destilagao diminuiu
significativamente, o contelido do recipiente fixo foi resfriado e extraido duas
vezes com hexano. A solugéo de cloreto de sédio saturada foi adicionada du-
rante a extragao para encorajar a formagao de um limite distinto entre os sol-
ventes imisciveis. A camada de agua contendo sal continha quantidades signi-
ficativas de precipitado e foi descartada sem andlise. A camada de hexano foi
combinada, descolorada com carvao ativado, seca com sulfato de magnésio e
filtrada por gravidade. O hexano foi removido através de destilagao simples sob
pressao reduzida e a amostra resultante foi dessecada para fornecer a amostra
144 na Tabela 1. Os resultados sdo compativeis com outras extragées de eta-
nol/agua de fibra de milho (Tabela 1).

[033]Fibra de milho a 13% de sélidos (1077 g) total foi ajustada em pH
para aproximadamente 5,34 com hidroxido de sodio e 2 mL de Genencor
Spezyme FRED foram adicionados para retirar o amido da fibra de milho. A
pasta foi aquecida até aproximadamente 121°C por aproximadamente 30 minu-
tos e entao 4,4 mL de acido sulfurico a 50% foram adicionados para efetuar um
tratamento de acido. ApGs aproximadamente 5 minutos, 12 mL de 9.12 M de
hidréxido de sodio foram adicionados para neutralizar a pasta e a pasta foi res-
friada e filtrada sob pressao reduzida. Metade da fibra de milho residual foi ex-
traida com etanol sem agitagao utilizando 70% de etanol/30% de agua (Tabela
1) a aproximadamente 47°C por aproximadamente duas horas. O primeiro ex-
trato foi obtido por filtragao da fibra de milho. Uma segunda extragao foi conclu-
ida na massa de filtro resultante com 70% de etanol/30% de agua a aproxima-
damente 46°C por aproximadamente 2,5 horas. Os dois primeiros filtrados de
etanol foram combinados e o etanol foi reduzido através da destilagdo sob

pressao reduzida. Quando a destilagao diminuiu significativamente, o contetdo
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do recipiente fixo foi resfriado e extraido duas vezes com hexano. A solugao de
cloreto de sédio saturada foi adicionada durante a extragdo para encorajar a
formagéo de um limite distinto entre os solventes imisciveis. A camada de agua
contendo sal continha quantidades significativas de precipitado e foi descartada
sem analise. A camada de hexano foi combinada, descolorada com carvao ati-
vado, seca com sulfato de magnésio e filtrada por gravidade. O hexano foi re-
movido através de destilagao simples sob pressao reduzida e a amostra resul-
tante foi dessecada para fornecer a amostra 148 na Tabela 1. Os resultados
sao compativeis com outras extragées de etanol/metanol de fibra de milho (Ta-
bela 1).

Tabela 1. Avaliagao de composi¢des de agua/etanol em espécie extra-

ida de fibra de milho nativa umida

ID da|CFH umi- | % (v/v) de 4gua | % de mate- | Massa de amos- | Componentes de
amostra | da (g); | em solvente de | rial extraido | tras; % em peso | lipideos observa-
CFH seca | extragéo de | (peso/peso) | de ébleo final com | dos por cromato-
(9) etanol @ base em massa | grafia de camada
de CF seco fina (mais abun-
dante a menos
abundante)
111A --;35,6 5 - 300 mg; 0,8% TAG, FFA, St, St-
F, St-FA
111C 100,0; 15 - 320 mg; 0,8% FFA, TAG, St, St-
35,6 F, St-FA
111D 100,0; 20 - 160 mg; 0,4% FFA, TAG, St, St-
35,6 F, St-FA
111E 100,0; 25 - 160 mg; 0,4% FFA, St, St-F,
35,6 TAG, St-FA
123A 100,0; 10 2,6 450 mg; 1,2% FFA, TAG, St, St-
36,8 F, St-FA
123B 100,0; 20 1,4 200 mg; 0,5% FFA, TAG, St, St-
36,8 F, St-FA
123C 100,0; 25 3,6 220 mg; 0,5% FFA, St, St-F,
36,8 TAG, St-FA
123D 100,0; 30 3.2 160 mg; 0,4% FFA, St, St-F
36,8
129A 200,0;52 | 15 1,5 1090 mg; 2,1% FFA, St, TAG, St-
F, St-FA
1298 200,3; 20 0,7 590 mg; 1,1% FFA, St, TAG, St-
52,3 F, St-FA
129C 201,3; 25 0,9 530 mg; 1,0% FFA, St, TAG, St-
52,3 F, St-FA
129D 200,1; 30 1,1 480 mg; 0,9% FFA, St, St-F
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52,1
144 --; 59,4 30 12 750 mg; 1,3% FFA, St, TAG, St-
F
148 347,3; 30 12 1160 mg; 0,9% FFA, St, St-F
126,5

(a): Esse namero incluiu a agua presente em fibra de milho nativa umi-
da para a extragao inicial e era o teor de agua do solvente de re-extragao para
0 segundo estagio. TAG= triglicerideos. FA-est = ésteres de acido graxo; FFA=
acidos graxos livres; St = fitoesterdis; St-F= fitoesterdis ferulatos; St-FA = fito-
esterois ésteres de acido graxo

EXEMPLO 3

Extragédo de fibra de milho termoquimicamente tratada, com elevado
teor de sélidos, com 95% de etanol

[034]Experimentos em grande escala foram realizados em um reator de
tambor. Um reator de tambor é um tanque de pressao de 189,2 L com camisa
que utiliza rotagao do reator inteiro para mistura, em vez de ter um agitador de
rotagao (impulsor) no interior do tanque. Pelo uso desse método, a carga de
sblidos pode ser mais elevada do que a limitagao de pasta de 15% de soélidos
ao misturar por um agitador. O método de hidrolise é hidrélise catalisada por
SO:2 residual dos polissacarideos na fibra de milho, que incluem amido, hemi-
celulose e uma quantidade menor de celulose. O SOz residual presente na fibra
de milho resulta do processo de infusdo de milho. Para os cursos numeros
4232-35, 4232-37, 4232-40, e 4232-43, a fibra foi colocada em um reator de
tambor de 189,2 L, e a pressao no reator e camisa foi aumentada aproximada-
mente 3,515 a 4,218 kg/m2, que corresponde a aproximadamente 138°C até
aproximadamente 145°C. O reator foi mantido em pressao e girado a 1 rpm por
30 minutos e entdo despressurizado e parado. A pasta de fibra foi imediata-
mente desidratada pelo processamento da pasta através de uma prensa de

parafuso ou por filtragdo sob pressao reduzida. O residuo de fibra foi entao la-
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vado duas vezes com um excesso de agua quente (tendo uma temperatura de
aproximadamente 50°C a aproximadamente 100°C) e a agua de lavagem foi
removida por uma prensa de parafuso ou por filtragdo sob presséo reduzida e
coletada. O hidrolisado liquido do curso nimero 4232-43 foi coletado e subme-
tido a uma etapa de hidrélise de acido secundaria (1% de H2SOs a 121°C por
30 minutos) em uma autoclave para hidrolisar os oligossacarideos presentes
em solugdo para monossacarideos a fim de produzir um estoque de alimenta-
¢ao de fermentagdo. Para o restante dos cursos, uma pequena amostra do hi-
drolisado foi submetida a autoclave a aproximadamente 121°C por aproxima-
damente 30 minutos com 1% de H2SOas para fins de analise. Os detalhes de
cada curso sao mostrados na Tabela 2 e os resultados analiticos sao mostra-
dos na Tabela 3 abaixo. O “1” na Tabela 3 se refere ao filtrado original e “-2”
se refere ao filtrado que foi tratado com &cido para hidrolisar os oligossacari-
deos em monossacarideos. As pentoses incluem xilose e arabinose e as hexo-
ses incluem glicose e galactose.

[035]O curso numero 4232-49 foi concluido com 0 mesmo procedimen-
to que os cursos nimeros 4232-35 a -43, porém ap0s a etapa inicial de hidroli-
se, o reator foi despressurizado e 300 mL de enzimas foram adicionados a pas-
ta de fibra. As enzimas adicionadas foram 50 mL cada de hemicelulases da
Dyadic International FoodCel Plus, ViscoStar 150L, CiscoStar CL CONC, e
Neutral Fungal Cellulase, a-amilase FRED Genencor International Spezyme e
amiloglicosidase Novozymes Optidex L-400. O reator foi mantido a aproxima-
damente 60°C por aproximadamente 48 horas e entao a fibra foi desidratada e
lavada duas vezes com desidratagao entre as mesmas.

[036]O curso numero 4232-52 foi concluido com 0 mesmo procedimen-

to que os cursos niumeros 4232-35 a -43, porém ap06s a etapa inicial de hidroli-
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se, 0 reator foi despressurizado e 1 por cento em peso (% em peso) de acido
sulfarico foi adicionado a pasta de fibra. O reator foi levado até aproximada-
mente 130°C e a pasta foi hidrolisada por aproximadamente 45 minutos. Esse
curso foi concluido para determinar se os oligossacarideos soliveis gerados na
hidrélise inicial poderiam ser hidrolisados para monossacarideos pelo acido
antes do liquido ser separado dos sélidos.

Tabela 2. Detalhes do curso do reator de tambor.

Curso nd- | Peso seco de | Teor de sélidos | Tempo  de | Temperatura Solubili-
mero fibora de milho | de pasta de fibra | hidrélise de hidrélise | zacao
(kg) de milho (min) (C).

4232-35 4,9 35% 30 150 36%

4232-37 4,9 35% 30 150 40,5%

4232-40 4,5 30% 30 138 40,9%

4232-43 4,7 30% 30 138 a 150 48,1%

4232-49 4,9 30% 30+2880 138 a 150 | 50,4%
entéo 60

4232-52 4.3 30% 45+45 138 a 150 | 67,6%
entéo 130

Tabela 3. Resultados analiticos para filtrados de reator de tambor (cur-

S0s numeros 4232-) (em g/L)

ID de | Protei- | hexo- |pento- |Acido |HMF | Furfural | Acido | Acido feru-
curso na ses ses acético cumari- | lico
4232 co

35-1 18,7 54 14,8 25 0,04 0,04 0 0,00
35-2 21,8 27,7 32,4 3,3 0,32 0,94 0,05 0,06
37-1 18,3 5,1 15,4 2,1 0,24 0,90 0,08 0,03
37-2 20,3 24,7 34,6 3,5 0,37 1,11 0,07 0,10
40-1 20 3,3 16,4 0,9 0 0,13 0,06 0
40-2 24 38,1 40,8 25 0,02 0,23 0,04 0
43-2 15 20,8 42,8 3,7 0,48 1,73 0 0
49-2 14,41 62,6 89,2 11,8 2,49 9,49 2,3 0,31
52-2 -- 23,6 72,5 3,2 0,39 0,16 0 9

[037]0s filtrados e duas lavagens dos cursos nimeros 4232-35, 4232-
37 e 4232-40 foram agrupados e concentrados em um pequeno evaporador de
circulagao natural até uma concentragéo de sélidos de 20% e entao submeti-
dos a hidrélise secundaria de acido pelo aquecimento até aproximadamente

130°C em um reator de tambor por aproximadamente 1 hora com 1% pe-
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so/peso de acido sulfarico adicionado. O liquido agrupado é designado abaixo
como Curso nimero 4232-45. Os aglcares, proteinas, fenélicos e produtos de
degradagao sao mostrados na Tabela 4, a analise elementar € mostrada na
Tabela 5, e a analise de aminoacidos é mostrada na Tabela 6. Os niveis eleva-
dos de enxofre sao devido ao SO2 presente mais 0 acido sulfarico adicionado
durante a etapa de hidrélise secundaria para fins de hidrolisar totaimente os
oligossacarideos.

Tabela 4. Resultados analiticos para hidrolisado concentrado, agrupa-

do (em g/L). ' ) )
ID de | Protei- | hexo- |pento- |Acido | HMF | Furfural | Acido | Acido
curso | na ses ses acéti- cuma- | fera-
4232 co rico lico
-45 26 30,79 | 63,01 1,352 0,564 | 1,796 0,044 |0,078

Tabela 5. Analise elementar para Filtrado de fibra de amido hidrolisada

com acido secundario, concentrado (em mg/kg)

Cyrso Ca Fe Mg Na P S K Cl
nimero
4232-45 | 116 | 11,8 | 469 498 1084 3369 |1815 |364
Tabela 6. Analise de aminodcido antes e apés hidrdlise (em mg/kg)
4232-45- 4232-45-2 hidrolisado
2
Acido aspartico 639 1.300
Treonina 178 863
Serina 157 909
Homoserina 6 <5
Acido glutamico 48 3.442
Prolina 117 1.232
Glicina 126 1.147
Alanina 365 1.307

Petigdo 870170098595, de 15/12/2017, pag. 33/45



20/27

Cistina <19 <105
Valina 216 890
Metionina 96 301
Isoleucina 136 557
Leucina 288 1.257
Tirosina 157 565
Fenil alanina 205 590
Lisina 256 703
Aménia 545 835
Histidina 52 862
arginina 260 788

[038]Para a etapa de extragédo de 6leo, os residuos de fibra imida dos
Cursos numeros 4232-35, -37, -40, -43, -49 e -52 (que variam de aproximada-
mente 25% a aproximadamente 39% de soélidos secos) foram frouxamente
acondicionados em um reator com camisa de 20L nao agitado (tendo um dia-
metro de aproximadamente 40,6 centimetros e uma altura de aproximadamen-
te 76,2 centimetros), e etanol (95% de etanol/5% de agua) foi adicionado (na
quantidade de aproximadamente um a cinco litros) até que eluente emergiu do
fundo do reator. O reator foi mantido em uma temperatura ajustada durante a
extragao (vide a Tabela 7). Ar foi passado fluxo abaixo através do reator para
forcar o etanol através do reator, e o eluente foi coletado. A fibra foi removida
do reator e entao o eluente foi colocado no reator e saponificado com KOH (1%
de peso/volume em amostras 4232-35, 4232-37, e 4232-40; 2% peso/volume
com amostras 4232-43, 4232-49 e 4232-52) por aproximadamente duas horas
a aproximadamente 56°C, 65°C ou 75°C, resfriada com acido, e o volume foi

reduzido por evaporagao sob pressao reduzida até que a formagao de espuma
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parou a remogao de etanol. As solugbes resultantes foram extraidas duas ve-
zes com um volume igual de hexano. As camadas de hexano concentrado de
4232-40 e 4232-43 foram contra-extraidas com um volume igual de agua deio-
nizada para examinar o impacto de uma etapa de extragdo de agua sobre o
rendimento das amostras de 6leo finais. Cada camada de hexano foi seca com
sulfato de magnésio, filtrada e destilada, e as amostras de 6leo resultantes fo-
ram recuperadas, pesadas e submetidas a andlise. Verificou-se que as cama-
das de agua continham esterdis e estandis, de modo que a etapa de contra-
extragao de agua foi descontinuada.

[039]Os resultados de 6leo, esterol e estanol sao fornecidos nas Tabe-
las 7 e 8. A Tabela 8 mostra os esterdis e estandis individuais como uma per-
centagem do Oleo extraido. As amostras 4232-35, -37, -49 e -523 nao foram
contra-extraidas com agua como foram as amostras 4232-40 e 4232-43.

[040]Os residuos de fibra de milho extraidos com etanol (EtOH) foram
secos totalmente e pesados novamente. As perdas de massa da fibra de milho
devido a extragao sao fornecidas na Tabela 7 e variaram de aproximadamente
8 a 28 por cento.

Tabela 7. Sumario de rendimentos de 6leo e material extraido de quan-

tidades em quilograma de fibra de milho nativa termoquimicamente tratada

Amostra | Método de | Rendimento | % em peso | Esterol e es- | % de pe-
extracao; de 6leo (g) |de bleo ex- |tanol extrai- | so perdi-
EtOH  utili- traido de |do como | da da
zado fibora de mi- | percentagem | fibora du-
Iho de par- |da fibra de |rante ex-
tida partida tracao
4232-35 | Umido, ba- |38 0,775% 0,27% 18
telada a
56°C; 95%
4232-37 | Umido, ba- | 23,0 0,469% 0,25% 14
telada a
56°C; 95%
4232-40 | Umido, ba- | 13,9@ 0,308% 0,049% 27
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telada a
65°C; 95%

4232-43 | Umido, ba-| 10,6@ 0,217% 0,093% 7.8
telada a
75°C; 95%

4232-49 | Umido, ba- | 115,5 2,343% 0,165% 28,1
telada a
75°C; 95%

4232-52 | Umido, ba-|119,5 2,758% 0,166% 15,2
telada a
75°C; 95%

(a): Essa amostra de 6leo foi dissolvida na quantidade minima de he-
xano e contra-extraida com agua deionizada trés vezes deixando para tras uma
emulsao de material sollivel em acetato de etila na camada de agua.

Tabela 8. Resultados de esterol para extragdes de quilograma de fibra

de milho nativa termoquimicamente tratada em base de % em peso de Oleo

extraido.
Amostra | Coles- | Brassi- | Cam | Cam- | Estig- Sitos- | Sito- | Este-
terol ca- pes- | pesta- | manes- | terol esta- | réis
esterol te-rol | nol terol nol totais
4232-35 | 0,43 0,03 1,84 | 0,51 1,87 7,88 1,89 [14,45
4232-37 | 0,42 0,10 3,14 [ 1,47 2,57 13,00 | 5,07 |25,76
4232-40 | -- -- 1,83 [2,08 1,42 722 [6,28 |[18,83
4232-43 | -- -- 6,18 | 4,86 3,47 25,0 15,0 | 54,51
4232-49 | 0,03 0,01 1,04 |1,15 0,54 460 (462 |12,00
4232-52 | 0,12 0,01 0,97 [1,11 0,67 436 |4,12 |11,37
EXEMPLO 4

Extracdo de fibra de milho tratada termoquimicamente, com elevado
teor de sélidos com 100% de etanol em um extrator de contracorrente continuo

[041]Experimentos em grande escala adicionais foram conduzidos em
um reator de tambor. O método de hidrolise é hidrélise catalisada por SOz resi-
dual dos polissacarideos na fibra de milho, que incluem amido, hemicelulose e
uma quantidade menor de celulose. Nos cursos nimero 4232-72-1 até numero
4232-72-9, a fibra foi colocada em um reator de tambor de 189,2 L, e a pressao

no reator e camisa foi aumentada até aproximadamente 4,218 kg/m2, que cor-
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responde a aproximadamente 145°C. Para cada um dos nove cursos, o reator
foi mantido na pressao e girado a 1 rpm por 30 minutos e entao despressuriza-
do e parado. A pasta de fibra foi imediatamente desidratada pelo processamen-
to da pasta através de uma prensa de parafuso. O residuo de fibra foi entao
lavado duas vezes com um excesso de agua quente (tendo uma temperatura
de aproximadamente 50°C a aproximadamente 100°C) e a 4gua de lavagem foi
removida por uma prensa de parafuso e coletada. Os hidrolisados liquidos e
lavagens dos Cursos nimero 4232-72-1 até numero 4232-72-9 foram coletados
e submetidos a uma etapa secundaria de hidrélise de acido (1% H2SOs a
121°C por 30 minutos) em um reator agitado de 189,2 L para hidrolisar os oli-
gossacarideos presentes na solugao para monossacarideos para produzir um
estoque de alimentagado de fermentacao. Os detalhes de cada curso sdo mos-
trados na Tabela 9.

Tabela 9: Detalhes dos cursos nimero 4232-72-1 até nUmero 4232-72-

9

Curso n? | -72-1 -72-2 | -72-3 | -72-4 |-72-5 |-72-6 |-72-7 |-72-8 |-72-9
4232

Massa de | 11,1 11,8 9,7 10,8 10,6 11,8 10,6 11,3 10,9
fibra inicial

Tempera- | 145 145 145 145 145 145 145 145 145
tura (C) @
4218
kg/m2

Massa de | 12,2 13,3 11,8 12,5 11,9 14,0 12,5 12,5 12,2
fibra hidro-
lisada

Massa de | 4,3 4,2 5,0 5,3 44 4.6 46 3,9 3,9
hidrolisado

Massa de | 13,1 15,4 15,0 14,5 13,0 13,2 14,1 13,4 14,3
agua de
lavagem
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Massa de | 5,9 5,6 4.8 5,3 4.8 5,9 5,3 5,7 5,3
residuo de
fibra

Massa de | 14,5 15,8 15,9 14,8 13,4 14,1 14,8 14,1 16,6
lavagem

Umidade 57,5% | 57,5% | 57,5% | 59,9% | 58,8% | 58,8% | 58,8% | 59,4% | 59,7%
de amostra
inicial
Umidade 77,7% | 79,9% | 79,2% | 78,4% | 78,0% | 78,3% | 77,6% | 76,6% | 75,5%
de hidroli-
sado

Umidade 95,7% | 96,9% | 96,7% | 96,1% | 95,8% | 94,8% | 95,2% | 94,7% | 94,5%
de lava-
| gem

Umidade 58,2% | 55,8% | 57,7% | 60,6% | 57,1% | 54,8% | 56,2% | 59,6% | 61,8%
de residuo
de fibra
final

Solubiliza- | 47,8% | 56,6% | 47,7% | 52,3% | 51,4% | 44,9% | 47,1% | 50,0% | 54,2%
cao

[042]O hidrolisado de fibra de milho hidrolisada com acido secundario,
agrupado foi concentrado em um evaporador vertical de tubo longo, com circu-
lagao forgada até uma concentragao de sélidos de 31%. Os resultados analiti-
cos do hidrolisado agrupado sao mostrados na Tabela 10 abaixo. O liquido
agrupado é designado abaixo como Curso niumero 4232-72. Os niveis eleva-
dos de cinza sao devido principalmente ao enxofre no SO2 mais o0 acido sulfiri-
co adicionado durante a etapa secundaria de hidrélise para fins de hidrolisar
totalmente os oligossacarideos. As pentoses incluem xilose, arabinose e fruto-
se; e as hexoses incluem glicose, manose e galactose.

[043]O residuo de fibra de milho termoquimicamente hidrolisado do
Curso nimero 4232-72 (44,8 kg de 56% de umidade, 25,09 kg de peso seco)
foi extraido com 99,9% de etanol em um extrator de contracorrente Crown com
seis estagios. O extrator foi operado com etanol a 65,6°C, uma taxa de alimen-
tacao de 200 mL/min de etanol, e uma velocidade de arrasto de corrente de

aproximadamente 3,81 cm/min. A fibra foi adicionada ao arrasto de corrente até
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0 topo de cada se¢édo a medida que a corrente passou pela abertura de alimen-
tacéo. 189,2 litros de etanol foram utilizados para extrair a fibra. Apés a fibra
ser extraida, entrou imediatamente em um desolventizer (DT) onde foi aqueci-
da e agitada com dois misturadores de fita para evaporar o etanol. O etanol
entrou em um condensador e foi bombeado de volta para o ultimo estagio do
extrato (onde o etanol novo entrou). O DT foi mantido a aproximadamente 60°C
com aquecimento a vapor e estava sob pressao reduzida, de modo que os va-
pores de etanol entrariam no condensador. O etanol a partir do extrator foi cole-
tado para tratamento adicional.

[044]O etanol contendo 6leo da extragao foi concentrado em um evapo-
rador vertical, de tubo longo com circulagao forgada com bombas na entrada e
saida para operagao continua. 189,2 L de etanol utilizados para extragao ab-
sorveram a agua presente na fibra de milho, de modo que o volume foi aumen-
tado para 208,2 L. O evaporador foi operado a 108 kPa de presséao de vapor,
20 kPa, e uma temperatura de liquido de aproximadamente 46-49°C. 208,2 L
de extrato de 6leo/etanol foram alimentados no evaporador e evaporados até
um total de 11,4 L. O etanol evaporado foi coletado e armazenado. O extrato
de 6leo concentrado foi alimentado em um evaporador de circulagdo natural
menor. 11,4 L de extrato de 6leo concentrado foram concentrados até 2,84 kg
de extrato de Oleo. As concentragbes de esterdis no extrato de 6leo sdo mos-
tradas na Tabela 11, antes e ap6s saponificagdo. As concentragdes mais ele-
vadas de fitoesterdis livres sao Sitoesterol e Sitoestanol como esperado. Nas
composi¢oes de 6leo mostradas na Tabela 12, o componente predominante é
Triglicerideos seguido por Acidos graxos livres. A andlise do 6leo foi utilizada
para determinar a percentagem de 6leo extraido e percentagem de fitoesterol

extraido. A massa do concentrado de 6leo extraida da fibra foi 2,42 kg, e a

Petigdo 870170098595, de 15/12/2017, pag. 39/45



26/27

massa estimada de fibra nativa de partida, ap6s perdas de processamento

através da prensa de parafuso e reator, é 40,6 kg. Isso fornece um rendimento

de 6leo com base na massa inicial de fibra de milho seca de 4,7% e um rendi-

mento de fitoesterol com base na massa inicial de fibra de milho seca de

0,55%.

Tabela 10: Concentrado de hidrolisado de fibra de milho hidrolisado

com acido secundario para Curso nimero 4232-72

ID de | Protei- | He- Pen- |Acé- | HM | Furfu- | Cinza | Carbono

curso na xoses | toses | tico F ral organico
total

4232-72 | 32,5 67 103 4.4 0,4 [0,05 16,8 132

Tabela 11: Concentragdes de esterol em amostra de 6leo de fibra de

milho (g/L)
4232-172 Extrato de 6leo apés | 4232-172 Extrato de
saponificacao 6leo

Campesterol 8,49 4,23

Campestanol 8,53 1,34

Estigmaesterol 4,87 4,34

Sitoesterol 32,34 18,85

Sitoestanol 24,88 4,16

Esterdis totais 79,11 32,92

Tabela 12: Concentragbes de componentes de 6leo (g/L)

Id de amostra

4232-172 Extrato de 6leo

Total de 4cidos graxos livres 118,9
Total de monoglicerideos 3,7
Total de diglicerideos 16,0
Total de triglicerideos 4579

[045]0s Exemplos 1 e 2 acima descrevem extragdes de fibra de milho

que nao foi tratada, ou tratada por enzimas. O Exemplo 2 descreve o tratamen-

to termoquimico de fibra de milho em niveis de baixo teor de sélidos com extra-

¢ao de fitoesteréis. O tratamento termoquimico de baixo teor de sélidos leva a
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um liquido de fermentagdo com concentragbes baixas de agucar, que resultaria
em baixas concentragbes de produto apds fermentagao ou catalise. Para etanol
especificamente, a concentragéo final de etanol de caldo de fermentagao ne-
cessita estar acima de 5% para recuperagao econdmica por destilagdo. O hi-
drolisado de fibra de milho pode ser extensamente concentrado por evapora-
¢ao da agua antes da fermentacao, entretanto, isto também requer uma grande
entrada de energia. No processo da presente invengao, a fibra de milho é ter-
moquimicamente tratada com calor e opcionalmente, acido, em temperaturas
de aproximadamente 130°C a aproximadamente 190°C por pelo menos um
minuto, e de preferéncia por aproximadamente 2 minutos a 1 hora, em um nivel
de sélidos de aproximadamente 20% a aproximadamente 50%. Esse tratamen-
to diminui o volume da fibra de milho e portanto, o volume de etanol necessario
para extragao do 6leo sem diminuir o rendimento ou alterar a composi¢ao do
Oleo.

[046]A presente invengao revela um processo para tratar termoquimi-
camente uma pasta com elevado teor de sélidos de fibra de milho e entao ex-
trair a fibra de milho residual com etanol para separar os fitoesterdis. Os exem-
plos expostos aqui mostram que pastas de fibra de milho com teores de umi-
dade de 50-80% podem ser tratadas para solubilizar amido e hemicelulose em
um grau variavel. Além disso, 0 uso de etanol como agente de extragao no mo-
do de batelada, semibatelada ou continuo € ilustrado pelos exemplos acima.

[047]Embora modalidades especificas da presente invengao tenham
sido descritas para fins de ilustragdo, sera evidente para aquelas pessoas ver-
sadas na arte que inumeras variagbes dos detalhes da presente invengao po-
dem ser feitos sem se afastar da invengao como definido nas reivindicagbes

apensas.
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REIVINDICACOES

1. Processo para extrair esterbéis a partir de fibra de milho,
CARACTERIZADO pelo fato de que compreende:

obter uma pasta de fibra de milho tendo um teor de umidade de 20 por
cento em peso a 50 por cento em peso de sélidos;

processar termoquimicamente a referida pasta de fibra de milho em um
nivel de sélidos de 20 a 50 por cento em peso de sélidos para produzir uma
pasta de fibra de milho hidrolisada, em que o referido processamento termo-
quimico da referida pasta de fibra de milho inclui aquecer a referida pasta de
fibra de milho de 130°C a 190°C por um minuto;

desidratar a referida pasta de fibra de milho hidrolisada para obter uma
fibra de milho residual tendo teor de umidade de 30 a 80 por cento em peso de
solidos;

lavar a referida fibra de milho residual;

desidratar a referida pasta de fibra de milho hidrolisada, lavada para
obter uma fibra de milho residual tendo um teor de umidade de 30 a 80 por
cento em peso de sélidos; e

extrair a referida fibra de milho residual com etanol e separar um este-
rol.

2. Processo, de acordo com a reivindicagao 1, CARACTERIZADO pelo
fato de que a pasta de fibra de milho tem um teor de umidade de 30 a 80 por
cento em peso de sélidos durante o referido processamento termoquimico.

3. Processo, de acordo com a reivindicagao 1, CARACTERIZADO pelo
fato de que o referido esterol é um fitoesterol.

4. Processo, de acordo com a reivindicagao 3, CARACTERIZADO pelo

fato de que os referidos fitoesterdis sao selecionados do grupo que consiste em
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sitoesterol, sitoestanol, estigmaesterol, estigmaestanol, campesterol, campes-
tanol, espinaesterol, ésteres de fitoesterol, ésteres de fitoestanol e misturas dos
mesmos.

5. Processo, de acordo com a reivindicacao 3, CARACTERIZADO pelo
fato de que o rendimento total de fitoesterdis extraidos da fibra de milho varia
de 0,1 a 1% com base na massa seca inicial de fibra de milho.

6. Processo, de acordo com a reivindicacdo 3, CARACTERIZADO pelo
fato de que o rendimento total de fitoesterdis extraidos da fibra de milho varia
de 0,25 a 0,6% com base na massa seca inicial de fibra de milho.

7. Processo, de acordo com a reivindicacdo 1, CARACTERIZADO pelo
fato de que inclui a repeticao da referida extragao da referida fibra de milho re-
sidual uma vez com o referido etanol.

8. Processo, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO pelo
fato de que a referida extragao da referida fibra de milho residual é realizada
em uma temperatura de 25°C a 75°C por um minuto.

9. Processo, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO pelo
fato de que o referido processamento termoquimico é realizado de 2 minutos a
60 minutos.

10. Processo, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO pe-
lo fato de que o teor de etanol/agua em uma base de volume/volume é de
70%/30% a 100%/0%.

11. Processo, de acordo com a reivindicagdo 10, CARACTERIZADO
pelo fato de que o referido teor de etanol/agua em uma base de volume/volume
é 95% de etanol e 5% de agua.

12. Processo, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO pe-

lo fato de que o referido processamento termoquimico da referida pasta de fibra
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de milho inclui ainda submeter a referida pasta de fibra de milho a um acido.
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