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RESUMO

A busca por combustiveis menos poluentes aumenta o interesse pelo etanol.
No Brasil, a possibilidade da producdo de etanol de milho na entressafra da
cana-de-aclUcar apresenta-se como uma alternativa promissora. Apdés a
producéo de etanol de milho, gera-se um residuo conhecido como "distiller’s
dried grains with solubles (DDGS)" ou grédos secos de destilaria com
soluveis, usado como fonte de energia revertida em alimentacdo animal. O
principal objetivo desta pesquisa foi caracterizar e agregar valor ao DDGS de
milho, permitindo que seu uso seja expandido para além da alimentacéo
animal. Para tanto, foram utilizadas técnicas de processamento, analises de
caracterizacdo quimica e bioquimica. O delineamento foi inteiramente
casualizado para as analises de lipideos e agucares. Os resultados indicaram
gue o DDGS de milho apresentou em sua constituicdo de minerais altas
concentracfes de enxofre, cobre e cobalto o que indica a necessidade de se
caracterizar o produto antes de disponibiliza-lo como racdo. O uso da técnica
protedmica possibilitou levantar 191 proteinas presentes no DDGS. A adicao
de etanol como co-solvente de extracdo aumentou o volume de 6leo extraido
via CO, supercritico, sendo gque a taxa de 10% de adicdo de etanol obteve o
melhor rendimento 9,3% em 180 minutos. A adicdo de etanol como co-
solvente de extracdo nao foi significativa para recuperacdo de compostos
lipidicos como tocols e fitosterdis do 6leo de DDGS. O uso da auto-hidrélise
para extracdo de carboidratos do DDGS de milho possibilitou extrair 7,31
g.mL™ de liquido hidrolisado de DDGS & 180 °C e 20% de sélido. Extracdes
com temperaturas diferentes de 180 °C resultaram nas maiores médias de
furfural, indicando maior degradacdo das moléculas de acgUcares durante o
tratamento térmico. O uso das técnicas de extracdo de Oleo e carboidratos
totais mostraram que o DDGS possui compostos capazes de serem extraidos

e assim elevar sua funcdo além da racdo animal.

Palavras Chave: ZEA mays, residuos agroindustriais, fluido supercritico,

técnica hidrotérmica, prote6mica, lipidios menores.






ABSTRACT

The search for cleaner fuels increases interest in ethanol. In Brazil, the
possibility of producing corn ethanol in the sugarcane harvest season is a
promising alternative. After the production of corn ethanol, a residue known as
"distiller's dried grains with solubles (DDGS)" is used as a source of energy
reversed in animal feed. The main objective of this research was to
characterize and add value to DDGS, allowing its use to be expanded beyond
animal feed. For this purpose, processing techniques, chemical
characterization and biochemical analyzes were used. The design was
completely randomized for lipids and sugars analyzes. The results indicated
that the DDGS of corn presented high concentrations of sulfur, copper and
cobalt in its constitution, indicating the need to characterize the product before
making it available as feed. The use of the proteomic technique allowed to
raise 191 proteins present in DDGS. The addition of ethanol as extraction co-
solvent increased the volume of oil extracted via supercritical CO,, with the
ethanol addition rate of 10% obtaining the best yield of 9.3% in 180 minutes.
The addition of ethanol as extraction co-solvent was not significant for
recovery of lipid compounds such as tocols and phytosterols from DDGS oil.
The use of autohydrolysis to extract carbohydrates from corn DDGS made it
possible to extract 7.31 g.mL™ of DDGS hydrolyzed liquid at 180 °C and 20%
solid. Extractions with temperatures different from 180 °C resulted in the
higher averages of furfural, indicating greater degradation of the sugar
molecules during the heat treatment. The use of oil and total carbohydrates
extraction techniques showed that DDGS has compounds capable of being

extracted and thus elevate its function beyond animal feed.

Keywords: ZEA mays, agro-industrial wastes, supercritical fluid, hydrothermal

technique, proteomics, minor lipids.
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1 INTRODUCAO

O Brasil € um dos maiores produtores mundiais de etanol. Sua
producdo a partir da cana-de-agucar € de, aproximadamente, 30 bilhdes de
litros por ano segundo a Agéncia Nacional de Petroleo (ANP, 2015).
Recentemente, devido ao avangco da tecnologia do setor associado com a
busca por novas fontes renovaveis de matéria prima, o interesse pelo etanol
de graos traduz o inicio de uma nova disponibilidade de biocombustivel no
Brasil. Segundo dados da Companhia nacional de abastecimento - (CONAB),
(2016), o Brasil supera suas safras de milho a cada ano sendo esperadas
safras recordes até o ano de 2020. Estes numeros podem ser traduzidos em
maior oferta de milho no mercado e aumento dos estoques do grdo que ja
apresentam-se em grande escala.

O processo de producéo de etanol a partir do milho gera um coproduto
chamado grdos secos de destilaria ou em inglés conhecido como dried
distillers grains (DDG), que contém residuos de grdos apés a fermentacao.
Para se obter o dried distillers grains with solubles (DDGS) adiciona-se ao
DDG (graos secos de destilaria) os sollveis recuperados durante o processo
de centrifugacdo do mosto de milho, logo em seguida a mistura de DDG mais
0s soluveis recuperados passam pelo processo de secagem a alta
temperatura, e o produto passa a ser chamado de grdos secos de destilaria
com soluveis (DDGS).

A partir de cada tonelada de milho processado, cerca de 480 Kg de
DDGS séao produzidos. Uma vez que este produto apresenta 10% a 12% de
umidade, 0 mesmo possui uma vida de prateleira para além de oito meses se
bem acondicionado, sendo esse um dos pontos positivos de sua
comercializacdo em areas distantes da industria de producéo de etanol.

N&o se tem atualmente estimativas da capacidade de producéo total
de etanol de milho no Brasil, porém sabe-se que estados como o Mato-
Grosso, Mato-Grosso do Sul e Goias ja produzem e/ou investem nas
chamadas usinas “flex”, capazes de extrair etanol a partir da cana-de-agucar
e do milho. A producdo dos grédos secos de destilaria com solUveis ou

distiller’s dried grains with solubles (DDGS) incrementa a receita das usinas
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com a possibilidade da sua comercializacdo para produtores de bovinos de
corte e leite, granjas de aves e suinos.

Nos Estados Unidos da América, anualmente, cerca de 40 mil
toneladas de DDGS sao produzidos, com mais de 30 mil toneladas sendo
direcionados para o mercado interno (USDA, 2012).

Atualmente, o DDGS é usado principalmente como fonte de energia na
alimentacdo animal. Seu custo relativamente inferior em comparacdo com
outras fontes de energia e proteina, como o farelo de soja, levou ao aumento
da inclusdo deste produto na alimentacdo dos animais (ERICKSON;
KLOPFENSTEIN; WATSON, 2012).

Devido o uso do DDGS ser destinado em grande parte para
alimentacdo animal, os estudos sobre o produto tém-se centrado na sua
composicdo centesimal, composicdo de aminoacidos, teores de minerais e
relacdo consumo versus ganho de peso dos animais. Uma vez que, a
extracdo de etanol da cana-de-acucar € mais barata e tem maior
produtividade, é preciso consolidar a industria do etanol de milho e assim
identificar e desenvolver usos alternativos, como a oferta de DDGS,
buscando explorar seu contetdo, incluindo proteina, 6leo e acidos fendlicos,
seguindo a linha de busca por compostos bioativos.

Sendo assim, faz-se necessario o levantamento de informacdes para
impulsionar o uso deste coproduto no Brasil e, consequentemente, fornecer
meios para as agroindustrias obterem uma maior rentabilidade e

sustentabilidade da matéria prima e seus coprodutos.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

O principal objetivo deste trabalho foi caracterizar e agregar valor ao
DDGS, um coproduto da industria de biocombustiveis, permitindo que seu
uso seja expandido para além da alimentacdo animal, podendo chegar a
industria farmacéutica e alimenticia. Para atingir este objetivo, alguns

objetivos especificos foram propostos.

2.1.2 Objetivos especificos

1. Caracterizacao quimica e bioquimica do DDGS;

2. Utilizar o etanol como um co-solvente de extracdo de 6leo do

DDGS e recuperar compostos lipidicos;

3. Converter carboidratos presentes no DDGS em acucares
solaveis no liquido auto hidrolisado e determinar a temperatura e quantidade

de sdlidos necessarios no processo para maior conversao de carboidratos.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Energiarenovavel

Fontes de energia renovaveis sao elementos da natureza que servem
como matéria prima para geracado de combustiveis. A utilizacdo excessiva de
combustiveis fosseis acarreta em consequéncias ambientais negativas, por
outro lado acaba estimulando a busca por combustiveis de fontes renovaveis
ou também chamados de biocombustiveis. Porém para producdo de uma
alternativa viavel deve-se levar em conta alguns fatores como: ganho
energético, beneficios ambientais, ser economicamente competitivo com
outros combustiveis fésseis e ser produtivo em grandes quantidades sem
reduzir o fornecimento de alimentos (GOLDEMBERG, 2007)

Aumentar a participacdo das fontes de energia renovaveis na matriz
mundial ajudara a prolongar a existéncia de reservas de combustiveis fésseis,
enfrentar as ameacas colocadas pelas mudancas climaticas e permitir uma
melhor seguranca do fornecimento de energia. De acordo com dados do
Ministerio de Minas e Energia, (2008), as fontes energéticas renovaveis como
a cana-de-acucar, edlica e solar vém aumentando sua participacdo na matriz
energética brasileira, contribuindo para tornar o setor energético mais limpo e
menos poluente (FREITAS; DATHEIN, 2013).

Segundo Tolmasquim (2011), sdo esperados investimentos que
somam R$ 97 bilh6es na éarea de biocombustiveis no Brasil até o final de
2020 concentrados quase que integralmente na oferta de etanol.

A maior parte das "novas fontes de energia renovaveis" ainda estéao
sendo estudadas, mas algumas tecnologias ja estdo bem estabelecidas,
como por exemplo, o etanol de cana-de-acUcar brasileiro, que, por sua vez,
torna a comparacdo entre custos inevitdvel quando se apresentam outras
matérias primas, sendo esta a maior barreira competitiva para a adogdo em
grande escala da biomassa alternativa (GOLDEMBERG et al, 2007). Os
biocombustiveis, se produzidos a partir de biomassa de residuos, poderiam
fornecer suprimentos e beneficios ambientais muito maiores do que os

biocombustiveis baseados em alimentos (HILL et al., 2006).
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3.2 Estrutura e producéo do grédo de milho no Brasil

O milho é uma graminea pertencente a familia Poaceae, espécie Zea
mays L. A familia possui sete géneros, dos quais dois sdo nativos do
hemisfério ocidental (Zea e Tripsacum) e cinco da Asia. Devido a sua grande
capacidade de acumulacdo de fotoassimilados € reconhecida como uma das
mais eficientes plantas armazenadoras de energia existentes na natureza.
(CRUZ et al., 2010).

Os gréos de milho séo ricas fontes de fibra, vitaminas, minerais e
fitoquimicos, incluindo fendis, carotendides, vitamina E, lignanas, b-glucano,
inulina, amido resistente, esterdis e fitatos. Os alimentos que contém
guantidades significativas de fitoquimicos bioativos, por exemplo, varias
classes de acidos fendlicos, antocianinas, quinonas, flavondides, chalconas,
flavonas, flavanonas e compostos amino fendlicos (GANI; SM; FA, 2012).

Os graos também contém tocotriendis, tocoferéis e fitosterais,
compostos fitoquimicos que desempenham importantes funcdes estruturais e
de defesa em grdos. Os tipos de grdos e variedades influenciam a
concentracdo dos fitoquimicos (ADOM; LIU, 2002).

Os graos de milho consistem em trés componentes principais: o
endosperma, constituido de aproximadamente 80 a 90% de amido; pericarpo;
e o embrido. A maior concentracdo de proteinas e amido encontra-se no
endosperma do grao. O embrido é composto na sua totalidade de 6leos e
proteinas, enquanto as fibras de celulose e hemi-celulose compreendem o
pericarpo do grdo. A lignina é encontrada em todo o gréo atuando como
agente de ligacdo (DAVID JOHN SUNDQUIST, 2015).

Diferentes partes do milho possuem propriedades fisicas e quimicas
diferentes. Estas diferencas proporcionam diferentes proporcées de
endosperma que constitui maior parte do grédo. O endosperma farinaceo é
mais suave e mais facil de ser quebrado do que o endosperma vitreo,
podendo ser explicado devido as proteinas presentes, uma vez que sua
presenca forma uma matriz envolvente aos granulos de amido (HADDAD;
BENET; ABECASSIS, 1998). (JAMIN; FLORES, 1998). Esta diferenca de

dureza e susceptibilidade a ruptura estdo entre as propriedades que podem
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afetar a utilizacdo de milho (Y. POMERANZ, C. R. MARTIN, D. D. TRAYLOR,
1984).

O amido do milho presente na sua maior parte no endosperma é um
ingrediente valioso para a industria alimentar utilizado como espessante,
agente gelatinizante, agente de retencdo de agua e matéria prima para
produgédo de etanol (SINGH et al., 2003). No entanto, assim como a
fermentacdo por células de levedura estes sistemas incluem a liquefacdo e
sacarificacdo dos materiais amildceos através da adicdo de enzimas de
sacarificagcdo, 0 que aumenta significativamente o custo de producdo do
etanol.

Em paises de clima tropical como Brasil, 0 milho pode ser cultivado em
duas épocas distintas denominadas ,safra normal ou primeira safra, durante o
verao; e a segunda safra ou safrinha’ que é cultivada em um curto espaco
de tempo logo apds a primeira safra ou apés uma cultura de verdo (CRUZ et
al., 2010).

O gréao de milho, por ser o cereal mais produzido no mundo, apresenta
grande importancia no mercado mundial sendo uma das commodities mais
comercializadas no segmento do agronegoécio segundo o United States
Department of Agriculture (USDA) (USDA, 2015).

De acordo com o USDA, a producdo mundial de milho na safra
2015/16, foi de 1.248,46 milhdes de toneladas, sendo os maiores produtores
Estados Unidos, China e Brasil onde o consumo mundial foi de
aproximadamente 1.248,32 milhées de toneladas, mostrando uma
proximidade de producdo e consumo para este periodo. A estimativa de
producdo mundial de milho para 2016/17 é de 1.319,65 milhdes de toneladas,
um aumento de, aproximadamente, 5.4% na produgdo mundial (USDA,
2015).

No Brasil, o milho € um dos insumos mais produzidos da cadeia
agricola, essa expressdo na producdo é estimulada pelos estados de Mato
Grosso, Parana, Rio Grande do Sul, Goias, Mato Grosso do Sul e Minas
Gerais, sendo que o estado de Mato Grosso o maior produtor de milho do
pais. (CONAB, 2016).

De acordo com dados da Companhia Nacional de Abastecimento

(CONAB), o Brasil finalizou a safra 2015/16 com uma producdo de milho de,
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aproximadamente, 67 milhdes de toneladas, sendo estimado um aumento da
safra para 2016/17 de, aproximadamente, 84 milhdes de toneladas (Figura 1)
(CONAB, 2016). Este aumento na producédo brasileira de milho se deve,
principalmente, ao aumento na produtividade e area plantada do grédo onde,
neste contexto, as projecbes futuras seguem 0 mesmo padrdo de
crescimento de safra (CRUZ et al., 2010).

Figura 1 - Producéo atual das safras de milho brasileira e estimativa
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Fonte: dados do Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), (2016)

Segundo dados dos ultimos anos, o Brasil produziu 84 milhdes de
toneladas na safra 2016/17 (figura 1), consumiu 58 milhdes de toneladas da
sua producdo de milho, o que corresponde a 69% da producao, tornando-se
assim, um dos maiores consumidores de milho do mundo, responsavel por
5,7% do consumo mundial na safra 2016/17. Por outro lado, o excedente de
aproximadamente 31% da produgdo n&o consumida, apresenta potencial
para ser investido em outras praticas rentaveis como a industria de etanol

sem competir com a producéo de alimentos (USDA, 2015)
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A producédo de milho brasileira é destinada basicamente para consumo
humano, na forma de farinha de milho, fuba, quirera e 6leo; e consumo
animal, sendo 75% deste consumo destinado a alimentacdo de suinos e aves
(COSTA JUNIOR et al., 2016).

3.3 Producéao de etanol de milho

O etanol (C2H50H) é uma fonte de energia renovavel produzida
através da fermentacdo de acucares encontrados em produtos vegetais
(cereais, beterraba e cana) sendo que para o milho sua maior fonte de acgucar
séo as moléculas de amido.

A demanda crescente de biocombustiveis estimula a producdo de
biocombustiveis derivados de 6leos vegetais e etanol de matéria-prima como
cana-de-acucar e milho. Em 2006, os EUA ultrapassaram o Brasil como
maior produtor de etanol do mundo, cuja producdo aumentou de 0,7 milhBes
de metros cubicos (m3) em 1980 para mais de 18 milhdes de (m3). Para o
ano de 2017, sdo esperados grandes aumentos de producdo para até 130
milhdes de m3 de etanol (HETTINGA et al., 2009).

Devido a oscilacdo do preco dos combustiveis fésseis, a demanda por
biocombustiveis estimula a ocupacdo de terras agricolas de culturas com
potencial para sua producdo (BALAT, 2009). Consequentemente,
melhorando ainda mais os rendimentos por unidade de &rea para a industria
de milho permitindo que ele seja viavel economicamente como matéria prima.

O processo de moagem a seco é projetado para fermentar o maximo
de milho possivel. O grdo do milho € moido através de um moinho de
martelo, em seguida misturado com agua para formar um mosto de milho e
agua (tratamento do mosto). O mosto é cozido e enzimas sdo adicionadas
para converter o amido ao acgucar pelos processos de liquefacdo e
sacarificacdo (preparo do mosto). Em seguida, a levedura é adicionada para
fermentar os agucares, produzindo uma mistura contendo etanol e solidos de
milho ndo fermentados. Esta mistura é entdo destilada e desidratada para
criar etanol combustivel.

O processo convencional de extracdo de etanol de milho apresenta

oito etapas: recebimento do milho; moagem; tratamento do mosto; preparo
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do mosto (cozimento, liquefacdo e sacarificacédo); fermentacédo; destilacédo; e

por fim o etanol combustivel (Figura 2).

Figura 2 — Fluxograma do processo de producéo de etanol de

milho

( Graos de Milho )

Moagem

Tratamento do Caldo

Preparo do Mosto
i
Fermentacao

Destilacéo

Fonte: Sperotto, F. C. S.

Enguanto o milho na sua média de produtividade gera cerca de quatro
mil litros de etanol por hectare, a cana-de-aglUcar, por sua vez, gera
aproximadamente sete mil litros. Porém, no periodo de entressafra, a cana-
de-acucar ndo pode ser processada, ja que ndo € possivel estoca-la,
diferentemente do milho que pode ser estocado ao longo do ano (ARTUR
YABE MILANEZ, DIEGO NYKO, MARCELO SOARES VALENTE, CARLOS
EDUARDO OSORIO XAVIER et al., 2005). Para cada unidade de milho
processada em etanol, um terco retorna para o mercado de nutricdo animal
na forma de coproduto (RENEWABLE FUELS ASSOCIATION, 2013).

A utilizacdo de milho como a principal fonte de etanol nos EUA gera
guantidades consideraveis de coprodutos como 0s graos secos de destilaria

com soluveis (Distiller's dried grains with solubles (DDGS)), disponivel em
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grandes quantidades. Para cada litro de etanol produzido a partir de gréos de
milho gera-se cerca de 0.6 kg de DDGS (PIMENTEL, 2003). Cerca de 10
milhdes de toneladas de DDGS foram geradas nos EUA em 2006, onde o
aumento estimado da producéo de etanol aumentou a quantidade de DDGS
produzido para cerca de 20 milhdes de toneladas em 2012, cerca de 10
milhées de toneladas em seis anos (ERICKSON; KLOPFENSTEIN;
WATSON, 2012; HERTEL; TYNER; BIRUR, 2010).

3.4 Graos secos de destilaria com soluveis (Distiller’s dried
grains with solubles (DDGS))

O DDGS (distiller’'s dried grains with solubles) ou grdos secos de
destilaria com solluveis, € um coproduto da producdo do etanol obtido da
fermentacdo do amido de graos de milho por leveduras. Os produtos finais da
moagem a seco incluem alcool combustivel, dioxido de carbono e grdo secos
de destilaria com soltveis (DDGS) (KIM; DALE, 2005).

Assim como no etanol produzido a partir da cana-de-agucar, durante a
fermentacdo, a glicose € convertida em etanol pela acdo da levedura
Saccharomyces cereviseae. A figura 3 apresenta o processo de producéo do
DDGS ap6s a destilacdo passando pelos processos de: centrifugacao;
separacdo parte liquida e soélida; evaporacdo; secagem; até chegar no
produto final o DDGS.

Apo6s o processo de destilagdo os soélidos, remanescentes no liquido
fermentado, sdo centrifugados e separados em parte soélida e liquida. A parte
sélida € chamada de graos umidos de destilaria (WDG). A parte liquida passa
pelo processo de evaporagdo para aquisicdo dos solUveis presentes neste
mosto pos-destilagdo. Em seguida o WDG e os chamados soliveis séo
misturados e secos para se obter o DDGS que sao usualmente usados como
um suplemento alimentar para animais (BOTHAST; SCHLICHER, 2005).



21

Figura 3 — Fluxograma do processo de producgéo de etanol de

milho
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Evapc;ragéo
WDG SoIL'leeis
Secagem

( DDGS )

Fonte: Sperotto, F. C. S.

Os coprodutos agricolas destacam-se tanto na comunidade cientifica
guanto na industrial devido ao melhor aproveitamento de matérias primas no
gue se refere a producdo de alimentos e combustiveis (TAHERZADEH;
KARIMI, 2007).

O DDGS de milho tem sido muito utilizado como fonte de alimentacao
animal nos ultimos cem anos nos Estados Unidos da Ameérica. A composi¢cao
do DDGS e a quantidade de alcool produzido dependerdo da composigédo
inicial da matéria prima, neste caso mais importante, a concentracao de
amido dos gréaos de milho ( DAVID, 2015).

Este coproduto contém proteinas abundantes, 6leos, amidos e hidratos
de carbono estruturais de pectina, celulose e hemicelulose. Devido ao seu
elevado valor nutricional, estes materiais sdo normalmente utilizados para a
alimentacdo animal (GOESER; HOFFMAN; COMBS, 2009). No DDGS, a

proteina o0 amido e o0s Oleos sao avaliados como materiais de féaclil
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digestibilidade, enquanto a celulose abundante e hemi-celuloses constituem a
maior parte das porcdes de fibras que ndo sdo digeriveis por muitos animais
(LAMSAL; PATHIRAPONG; RAKSHIT, 2012) e devera ser considerado para
a producéao de outros bioprodutos de alto valor.

A fonte de variagdo na composicdo do DDGS nao esta bem
documentada, porém estima-se que uma das principais causas expressas
pelos processadores de milho € que a variacdo na composicdo do milho é
uma das principais causas de variacdo na composi¢cdo do DDGS (BELYEA;
RAUSCH; TUMBLESON, 2004).

O DDGS contém 6leo (8-11%), proteinas (cerca de 25-30%, com cerca
de 50% de zeina), celulose (9-16%) e outros carboidratos. O 6leo de DDGS
(FERRARETTO; CRUMP; SHAVER, 2013) tem propriedades semelhantes as
do 6leo de milho comercialmente disponiveis e podem ser utilizados quer na
industria alimentar ou como um biocombustivel (XU; REDDY; YANG, 2007). A
zeina, principal proteina do milho, é adequada para diversas aplicacdes, tais
como peliculas, aglutinantes em tintas e também para fibras (LAWTON,
2002). No entanto, a zeina vendida atualmente no mercado obtida a partir de
grdos de milho por via imida é cara, com preco de venda de cerca de 8 a 10

dolares por libra.

3.4.1 Composicao quimica e bioquimica do DDGS

A andlise de minerais do DDGS é relatada como de suma importancia
para aqueles que consideram a utilizacdo deste como um ingrediente em
alimentos formulados. Para que a racao possa ser equilibrada necessita-se
caracterizar adequadamente o conteudo mineral do DDGS de diferentes
fornecedores antes da incorporacdo do mesmo, uma vez que, a caracteristica
da amostra pode variar consideravelmente de acordo com varios fatores. A
maior parte da variacdo no teor de nutrientes dos DDGS é, provavelmente,
resultado da cultura de milho utilizada, porcentagem de sollveis adicionados
aos graos secos de destilaria para se obter o DDGS e sobretudo a duracao
do processo de fermentacdo, o que afeta o grau de remoc¢ao do amido, e o

tempo e duracdo da secagem do WDG, que promovem processos quimicos
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e termoquimicos no interior das particulas de WDG, para posterior obtencéo
do DDGS (SPIEHS et al., 2002).

Os minerais exercem funcdes estruturais, fisiolégicas, reguladoras e
cataliticas essenciais no organismo animal, podendo as mesmas funcdes
serem executadas por dois ou mais elementos conforme Tabela 5. Minerais
como Ca e P auxiliam os organismos nas fung¢des estruturais nos érgaos e
tecidos do corpo, Ca nos 0ssos e dentes e P nas transmissao de energia
(MENDONCA et al., 2011).

A composicdo de minerais do DDGS serve para avaliar
nutricionalmente esse coproduto considerando sua aplicagdo como racao.
Minerais como calcio (Ca), fésforo (P), cobre (Cu), enxofre (S), cobalto (Co) e
selénio (Se) devem ter sua atencdo voltada ao produto devido as fungdes
metabdlicas nos animais e para o correto funcionamento do sistema digestivo
dos mesmos (Tabela 1) (SILVA; NETTO; SCUSSEL, 2016).

Tabela 1 - Valores sugeridos de minerais em ragdes para bovinos.

Valores Sugeridos (%)

Macrominerais (%) Gado de Corte Gado de Leite
Ca 0,17 - 1,53 0,53 -0,67
S 0,08 - 0,15 0,20
P 0,17 - 0,59 0,32-0,44
Microminerais (mg.kg™)
Cu 4,0-10,0 9,0-11,0
Co 0,07-0,11 0,11
Se 0,05-0,30 0,30

FONTE: Adaptado de (BORGES; PASCHOAL, 2011)(MENDONCA et al., 2011)

O DDGS corresponde, aproximadamente, a 33% do valor total do
milho utilizado na producdo do etanol, ja que o0s outros 66% sao
transformados em alcool e dioxido de carbono, elevando a concentracdo de
minerais e tornando-se um fator limitante na limentacédo de alguns animais. A
concentragdo de vitaminas e minerais difere entre os lotes de DDGS devido a
matéria prima e suas diferentes caracteristicas de semente, producédo e
condicbes empregadas na planta de producdo de etanol, processo

fermentativo e de secagem. O DDGS de milho, na sua maioria, mostra-se
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como uma fonte rica em vitamina A, niacina, colina, e fosforo, que é
altamente biodisponivel (LIM; LI; KLESIUS, 2011). Durante a producdo de
etanol, algumas usinas utilizam acido sulfurico para ajustar o pH das
solucdes, no entanto, a adigcdo de acido sulfurico no processo de extracao de
etanol eleva a concentracdo de enxofre no DDGS (NUEZ ORTIN; YU, 2009).

Sao trés os minerais de grande importancia presentes no DDGS de
milho: Ca, P e S. Eles afetam diretamente o desempenho dos animais
guando ausentes. O célcio, quase que na sua totalidade, aproximadamente
99%, esta relacionado com funcdes do esqueleto animal. Ndo menos
importante, os niveis de Ca fora do esqueleto exercem funcdes fisiologicas
essenciais na contracdo e relaxamento muscular, ativacdo enzimatica e
modulador das proteinas sanguineas (SUTTLE, 2010).

O fésforo tem sua fungéo atribuida principalmente a manutencao da
estrutura 0ssea, constituinte de acidos nucleicos e de fosfolipidios, atuando
no metabolismo energético e no equilibrio osmaotico e acido base(SUTTLE,
2010). Os niveis dietéticos de calcio e fésforo sdo de suma importancia na
homeostase corporal e devem ser avaliados durante a formulacdo da racéo
dos animais (MOGODINIYAI KASMAEI; HOLTENIUS, 2013).

A alimentacdo de animais somente por plantas forrageiras ndo sao
capazes de atender as exigéncias em minerais principalmente quando se
trata dos microminerais como Cobre, Cobalto e Enxofre, mesmo com a
devida correcdo de minerais do solo via adubag&o, sendo necessaria uma
suplementacdo com outras fontes alimentares para balancear a dieta e néao
comprometer o desempenho dos animais em ganho de peso e
desenvolvimento de carcaca (BORGES; PASCHOAL, 2011).

A prote6mica consiste em analisar as proteinas em uma escala mais
abrangente. Sua &rea de atuacdo € ampla englobando a identificacdo e
guantificacédo de proteinas nas células, tecidos e fluidos bioldgicos; anélise de
mudancas na expressao das proteinas; caracterizacdo de modificacbes pos-
traducionais; e estudos de interacbes proteina-proteina, podendo revelar o
funcionamento de componentes celulares (BERANOVA-GIORGIANNI, 2003).

As proteinas sé@o consideradas unidades funcionais de um organismo,
gue estdo sujeitas a alteracBes, que podem ser ciclicas, de desenvolvimento,
e/ou repostas as mudancgas no ambiente (BERANOVA-GIORGIANNI, 2003).
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A protedbmica em graos € aplicada como uma ferramenta eficaz para
analise de processos especificos e também avaliagdo das respostas a fatores
bidticos e abidticos, incluindo alteracdes no genoma (mutacdo de insercao e
regulacdo génica) (ROSSIGNOL, 2006). Proteinas s&do especialmente
interessantes para a avaliacdo de seguranca e qualidade, pois podem estar
envolvidas ou resultarem na sintese de toxinas, antinutrientes ou alérgenos.
Apesar de varios métodos estarem disponiveis para a comparacao qualitativa
e quantitativa do proteoma de graos (VAN WIJK, 2001; DAVIES, 2009), a
literatura é escassa sobre o perfil prote6mico do DDGS.

As metodologias utilizadas na obtencdo do proteoma buscam separar,
identificar e quantificar as proteinas de toda a planta, grdo ou de um tecido
especifico (ROSSIGNOL, 2006).

No momento os esfor¢cos tém sido focados em abordagens alternativas
para o estudo protedmico, como a protedmica “livre de gel’ (gel-free),
também conhecido como shotgun, onde fracGes peptidicas complexas que
sdo geradas apos a digestdo da proteina sdo reveladas. As vantagens desta
abordagem séo a sensibilidade e reprodutibilidade, mesmo quando trata-se
de proteomas complexos (ABDALLAH et al., 2012; BARBOSA et al., 2012).

As proteinas mais abundantes em cerais, sdo as proteinas de
armazenamento ou prolaminas, as quais sdo desprovidas de varios
aminoacidos essenciais, sendo o principal deles a lisina (HABBEN et al.,
1995). A familia das proteinas zein sdo proteinas semelhantes, classificadas
com base na sua solubilidade e massas moleculares, sendo as principais
proteinas de armazenamento do milho (45-50%) (ANDERSON; LAMSA,
2011). Essas proteinas sdo ricas em acido glutamico (21-26%), leucina
(20%), prolina (10%), e alanina (10%); porém sao deficientes em
aminoacidos, tais como lisina e triptofano, o que as tornam pobre em
gualidade nutricional, contabilizando um balanco de nitrogénio dietético
negativo. Além disso, sua insolubilidade na agua limita sua utilizacdo em
produtos para alimentagdo humana, assim o foco principal desde meados do
século XX tem sido na sua utilizagdo como polimero industrial (SHUKLA,
CHERYAN, 2001).

Pensando pelo fato de se utilizar o DDGS como fonte de energia na

alimentacdo animal, as proteinas sdo tidas como 0s nutrientes com maior
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valor de mercado. Encontra-se a disposi¢cdo para compra DDGS com teor de
proteina variando entre 25% e 38%, onde, esta variagdo, quando repassada
para formulacdo de racdes, pode afetar a produtividade animal podendo
resultar em quantidades de proteinas insuficientes, o que provavelmente,
reduziria a produtividade animal ou levaria ao uso excessivo de proteina, o
gue levaria a um gasto excessivo (BELYEA et al., 1998) (BELYEA et al.,
2004).

A composicdo de proteinas dos grdos determinam caracteristicas de
gualidade e seguranca, como o Vvalor para alimentos, matérias-primas e
coprodutos. A aplicacdo da proteina do milho agrega valores pouco
conhecidos e explorados a este cereal. A zeina é uma das proteinas
derivadas do endosperma dos grédos de milho, caracterizadas pelo alto teor
de aminoacidos apolares (SHUKLA; CHERYAN, 2001).

Belyea et al., (2004) avaliaram a variagcdo na composicao de proteinas
do DDGS, onde nédo foram relacionadas as variacdes entre as proteinas do
DDGS em relacdo a composicdo proteica do milho, provavelmente, a
variacdo se deu durante o processamento ou técnicas de processamento.
Isto implica que, a reducédo da variagdo na composicao proteica do DDGS
exigira a modificacao das estratégias de processamento, e ndo na escolha da
matéria-prima.

A concentracdo de zeina pode corresponder a até 60% do total de
proteinas do grdo de milho, sendo geralmente a alfa-zeina presente em maior
concentracdo. Diferentes genétipos de milho causam variagcbes na
composicdo de proteinas. A alfa-zeina caracteriza-se por ser rica em
aminoacidos hidrofébicos (alanina, leucina e prolina), a betazeina possui altos
teores de aminoacidos sulfurados, a gama-zeina constitui-se de residuos de
prolina, e a delta-zeina contém em sua estrutura aminoacidos sulfurados
além de prolina e leucina (DE OLIVEIRA et al.,, 2004). Porém, estudos
adicionais devem ser realizados para determinar o perfil protedmico do
DDGS, visto que a literatura € escassa de informacdes sobre as proteinas e o
papel funcional destas, assim como uma possivel relagdo das mesmas com a

gualidade do coproduto do milho.



27

3.5 Composicéo lipidica do DDGS

A conversdo do 6leo do DDGS de milho para biocombustivel € uma
abordagem alternativa para posterior adicdo de valor a esta biomassa. A
conversdo através de alcoolize quimica usando metanol é o processo mais
utilizado para fabricacdo de biodiesel (MOREAU; POWELL; HICKS, 1996).
Apesar de este processo fornecer elevadas conversbes de Oleo em
biocombustivel, ele apresenta desvantagens tais como a producdo de
residuos e dificuldade em separar o catalisador e o coproduto glicerina a
partir do meio de reacéo (SINGH et al., 1999).

A recuperacdo de lipidios de DDGS € uma forma alternativa de
utilizacdo do produto. O teor de lipidios de DDGS de milho € maior do que a
do préprio milho, sendo que, os lipidios encontrados no DDGS ndo sao
diferentes daqueles no milho. Em sua maioria o0 DDGS de milho apresenta
concentracBes de Oleo entre 9 a 12%, sendo que o teor de 6leo necessario
na racao animal encontram-se entre 3 a 5%. Os lipidios de DDGS contem
ndo so triacilgliceréis (TAG), mas também outros valiosos componentes
lipidicos menores, como carotendides, tococromanols (tocols) e fitosteroéis. O
isolamento de componentes lipidicos menores a partir de misturas de lipidios
complexos esta recebendo maior atencdo devido a sua atividade e beneficios
a saude. Tocoferdis e tocotriendis, conhecidos como tocols; e carotendides
sdo antioxidantes naturais importantes, ja os fitosterdis sdo conhecidos por
sua capacidade de reduzir o colesterol sanguineo (GYLLING; MIETTINEN,
2005a). O conteudo de lipidios menores em DDGS de milho é expresso entre
1,38% e 1,75%, sendo que esses lipidios menores sdo compostos por 0,6%
de carotendides, 9,2% de tocais, e 90,2% de fitosterdis (CIFTCI; CALDERON;
TEMELLI, 2012).

O 6leo extraido a partir do germe de milho (GUNSTONE, 2011) é rico
em tocoferois, fitosterdis, ésteres de acidos graxos e acido ferulico, que séo
tipicos em Oleos nutracéuticos. Tocoferdis e tocotriendis, conhecidos como
vitamina E, sdo antioxidantes importantes (YOSHIDA; NIKI; NOGUCHI, 2003)
e quando consumidos, sdo conhecidos pela sua capacidade de baixar o
colesterol no sangue bloqueando a reabsor¢cdo de colesterol a partir do
intestino (GYLLING; MIETTINEN, 2005b). Dependendo da posi¢cao dos
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grupos metilo no anel de cromanol, os tococromanols sédo classificados em
quatro homologos: as formas a, B, y e & (SILES; CELA; MUNNE-BOSCH,
2013).

Os fitoesterdis possuem uma ampla cadeia de atividades biolégicas e
propriedades fisicas. (LOCATELLI; BERARDO, 2014). A demanda por
fitoesteréis como ingredientes nutracéuticos vem crescendo devido a busca
pelos chamados "alimentos funcionais”. Segundo alegacdo da FDA,
alimentos para serem considerados funcionais devem conter em sua
composicdo pelo menos, 0,65 g ésteres vegetais. O omega-3 € um dos
principais componentes dos alimentos funcionais, realizando um papel
positivo contra muitas complicacfes degenerativas e inflamatorias, tais como
doencas do coracdo, acidente cerebral vascular, asma e alguns tipos de
cancer (GEBAUER et al., 2006).

Os métodos tradicionais de extracao via solvente sdo muito demorados
e requerem quantidades relativamente grandes de solventes. Ja existe uma
crescente demanda por novas técnicas de extracdo com tempo de extracdo
reduzido, reduzido consumo de solvente organico e aumento da prevencao
da poluicdo. O método conhecido como extracdo via didéxido de carbono
supercritico € uma alternativa ndo explosiva, nao téxica, barata e que pode
ser facilmente removida do produto final diferentemente do método tradicional
gue usam solventes organicos. A solubilidade do soluto no CO; supercritico e
a seletividade da extracdo podem ser modificadas em meio a mudancas na
temperatura e pressdo de extracdo via regulagem. O método de CO,
supercritico tem sido usado para extrair especialmente lipideos menores e
Oleos essenciais (WANG; WELLER, 2006).

Qualquer substancia que seja submetida a temperatura e pressao
acima do seu estado critico pode ser definida como fluido supercritico,
decorrente de uma mudanca de estado liquido ou gasoso. Apds passar por
esta mudanca de estado esta alteracdo modifica a densidade, poder de
solubilizagdo e comportamento quimico das substancias submetidas a este

processo (Figura 3).
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Figura 3 - Diagrama de fases para obtencdo do CO;, supercritico.
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Fonte: Sperotto, F. C. S.

A importancia de desenvolver novos usos e meios de agregar valor aos
coprodutos da industria de etanol torna essa préatica ainda mais perto de obter
sucesso e renda (USDA, 2012). Uma vez que apenas 0 amido e os acucares
sdo utilizados para a fermentacao, a maior parte do 6leo, proteina e fibra sao
mantidas no DDGS. Varios componentes de alto valor nutricional e
probiéticos podem ser isolados a partir de 6leo de milho (ERICKSON;
KLOPFENSTEIN; WATSON, 2012) (SPIEHS; WHITNEY; SHURSON, 2002).

3.6 Acucares totais do DDGS

A fibra de milho derivada do DDGS pode ser uma matéria-prima
valiosa para a producéo de oligossacarideos, que podem ser utilizados como
um ingredientes funcionais.

Recentemente, a fibra tem sido separada do DDGS para produzir
coprodutos benéficos, como um produto final com maior teor de gordura e
proteina. O DDGS processado com menor teor de fibra tem potencial para
ser usado em maiores concentracbes em racdes animais ndo ruminantes
(SRINIVASAN et al., 2005).

A pouca funcionalidade da fibra do DDGS, diminui a sua utilizacdo em
alimentos para seres humanos e animais domésticos. A auto-hidrélise € um

processo em que os produtos agricolas sdo submetidos a uma transformacao
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hidrotérmica de alta temperatura. Neste processo, as fibras dietéticas sao
convertidas em oligossacarideos soluveis funcionais ndo digeriveis, uma vez
que este processo envolve o tratamento a temperaturas extremamente
elevadas (> 140 °C) (ROSE; INGLETT; LIU, 2010)(ROSE; INGLETT, 2010a).
Portanto, o uso de altas temperaturas podem aumentar a qualidade do
DDGS, agregando valor ao mesmo, pela producdo de oligossacarideos
benéficos presentes.

Monossacéridos polimerizados tendo um grau de polimerizacédo (GP)
entre 2 e 10 sao definidos como oligossacarideos. Os oligossacarideos que
nao podem ser digeridos no estbmago humano e no intestino delgado s&o
considerados como ingredientes alimentares funcionais, com potencial para
reduzir o risco e possibilidade de doencas cardiacas, infec¢cées bacterianas /
virais, diabetes, hepatite, enfisema e doencas neuroldgicas e musculares
(GIBSON, 2004; KAWAKUBO et al.,, 2004; OHTSUBO; MARTH, 2006).
Devido aos seus varios beneficios a saude, os oligossacarideos sdo usados
em industrias alimenticias e farmacéuticas. Os oligossacarideos mais
utilizados sado fruto-oligossacarideos, oligossacarideos malto-, galacto-
oligossacarideos, e XOS (YANG et al., 2014) (YUAN; WANG; YAO, 2006).

Os xilo-oligossacarideos (XOs) sao oligbmeros a base de xilose,
considerados prebiodticos. Os prebidticos sdo definidos como ingredientes
alimentares nao digeriveis que beneficiam o hospedeiro, estimulando o
crescimento e a atividade de um numero limitado de bactérias, tais como
espécies de bifidobacterium, no célon (GIBSON; ROBERFROID, 1995).
Prebibticos tém aplicacdes em alimentos para humanos e ragdo animal.
Diferentes métodos para producdo de XOs sdo utilizados como: hidrdlise
enzimatica, hidrolise acida e auto-hidrélise do polimero de carboidrato. No
método de auto-hidrélise, agua e substrato sdo adicionados em um recipiente
e a mistura é aquecida entre 100 a 250 °C para producdo de XOs através da
guebra das moléculas de agucar (NABARLATZ; EBRINGEROVA; MONTANE,
2007).

Samala et al. (2012) relataram que a producdo de XOS pode ser
realizada através da auto-hidrolise das fibras extraidas do DDGS de milho.
Segundo o mesmo estudo, a producdo de XOS aumentou a 180 °C e

diminuiu quando as temperaturas alcancaram de 200 até 220 °C. Com o
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devido aumento das temperaturas a partir de 200 °C, foi notado a formag&o
de hidroximetilfurfural (HMF) e furfural no liquido obtido da mistura do DDGS
mais agua (SAMALA et al, 2012). A maior concentracdo de
monossacarideos, no liquido auto-hidrolisado, com o0 aumento da
temperatura, pode ser atribuido, a decomposicdo dos carboidratos em
monossacarideos, por outro lado, a diminuicdo do teor de monossacarideos
esta ligada a conversdo dos monossacarideos em outros compostos
conhecidos como produtos de degradacédo. Neste caso, a degradacao de
pentoses levou a formacao de furfural, enquanto a degradacdo de hexoses
levou a formacao de hidroximetilfurfural (HMF) (SAMALA et al., 2014).

Plantas de familias monocotileddneas, incluindo gramineas,
apresentam nas paredes celulares grupos de &cido fendlicos sendo o &acido
férulico um dos principais e importantes acidos demonstrando que a
quantidade de acido ferulico libertada durante a saponificacdo das paredes
celulares esta correlacionada com um aumento na degradacdo dos
polissacéaridos da parede celular (ADOM; LIU, 2002). Este principio pode ser
usado para analisar o aumento na degradacdo de moléculas de acucares do
liguido autohidrolisado de DDGS apdés o processo de hidrotérmico (ROSE;
INGLETT,; LIU, 2010).
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4 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido em parceria entre a Universidade Estadual
Paulista/ Faculdade de Ciéncias Agrondmicas de Botucatu e a University of
Nebraska Lincoln nos Estados Unidos da América. Foram realizadas as
andlises no Departamento de Quimica e Bioquimica do Instituto de
Biociéncias da Universidade Estadual Paulista — Botucatu/SP e no
Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da University of
Nebraska. A amostra de DDGS foi obtida a partir de uma fabrica de racao
local, da cidade de Lincoln/NE.

Apos obtencdo da amostra de DDGS a mesma foi analisada quanto a
sua composicdo centesimal, proteinas e minerais para caracterizacdo; apés
caracterizacdo o DDGS foi submetida a dois tipos de processamentos para
posterior extracdo de compostos de interesse tais como: Lipidios menores e

acucares totais.

4.1 Caracterizacdo quimica e bioquimica do DDGS de milho

4.1.1 Anédlise centesimal do DDGS

Para a realizacdo da analise centesimal do DDGS, foram
determinados: teor de agua, conteaddo de proteinas totais, lipidios,
carboidratos e cinzas.

O teor de agua foi determinado por dessecacéao, até o peso constante,
em estufa a 105 °C (AOAC, 2007)

O conteudo de proteina foi determinado com base na quantificacdo de
nitrogénio total utilizando o destilador semi-micro Kjeldahl, onde utilizou-se o
fator de correcao de 6,25 (AOAC, 2007)

Para determinacdo de lipidios, utilizou-se o método de extracdo via
Soxhlet, empregando éter de petrdleo como solvente, conforme (AOAC,
2007)
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O teor de cinzas foi determinado por incineragdo em mufla a 550 °C,
conforme metodologia descrita pela (AOAC, 2007)
O teor de carboidratos foi estimado por diferenca em relacdo a soma

dos teores de agua, proteinas, lipidios e cinzas (AOAC, 2007)

4.1.2 Andlise de minerais do DDGS

Para a andlise de Minerais uma amostra Unica de DDGS foi analisada
em seis repeticdes sendo elas em duplicata totalizando 12 leituras para cada

mineral. Apos a leitura dos dados foram feitas as médias e o desvio padréo.

4.1.2.1 Preparo das amostras

Foram pesadas cerca de 100 mg de cada amostra de DDGS em
balanca analitica em triplicata para cada tipo de racdo. Cada por¢cédo de 100
mg de amostra pesada foi embalada em papel filtro e transferida para balbes
de Kjeldahl, nos quais foram adicionados, aproximadamente, 3 mL e 2 mL,
respectivamente, de &cido nitrico e perdxido de hidrogénio ambos p.a
(Merck). Também foi feito um “branco”. Os baldes de Kjeldahl foram
colocados em bloco digestor, o qual foi aquecido a uma temperatura de,
aproximadamente, 110°C. Todo esse procedimento foi feito em capela de
exaustdo de gases até completa destruicdo do material organico. Apés
resfriamento adequado, o0s extratos acidos foram transferidos
guantitativamente para bal6es volumétricos, no caso das racbes com
leveduras o volume foi completado com agua destilada/deionizada até a
marca de 50mL e, no caso do DDGS o volume foi completado também com
agua destilada/deionizada até a marca de 25 mL e homogeneizou-se 0
extrato acido diluido (AOAC, 2007).
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41.2.2 Determinacgdes de Ca, Cu, Co e Se

As determinacfes de Ca, Cu, Fe, Mn e Zn por espectrometria de
absorcdo atbmica com chama (FAAS) foram feitas utilizando-se solucdes
padrdo Titrisol MERCK no preparo da curva de calibracdo. As condicdes
operacionais utilizadas foram as descritas no manual do fabricante do
equipamento (COOKBOOK, SHIMADZU AA - 6800, 2000) (PEREIRA
JUNIOR et al., 2009).

4.1.2.3 Determinacgéo de P

A determinacdo de fésforo foi feita utilizando o método
espectrofotométrico do acido vanadomolibdofosférico, “GENESYS” ™ modelo
6. O comprimento de onda utilizado nas medidas de absorbancia foi o de 420
nm (SILVA et al., 2016).

4.1.3 Analise protedmica

4.1.3.1 Estratégia de Shotgun

4.1.3.1.1 Extracao das proteinas

Para extracdo das proteinas 1.5 mL de tampéao de lise contendo uréia
7 M, tiouréia 2 M, CHAPS 4 %, DTT 1 % e um coquetel de inibidores de
proteases foram adicionados as amostras (200 mg). Essas foram em seguida
submetidas a agitacdo em vortex por 12 h a 4°C. Apés homogeneizacéo, as
amostras foram centrifugadas a 8000 g por 10 min a 4°C (Eppendorf, R5409)

e 0 sobrenadante coletado.
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41.3.1.2 Analise por LC/MS

Para esta etapa, 50 pg de proteina foram transferidas para um
microtubo e a estas foram adicionados 10 pL de bicarbonato de ambnio 50
mM e 25 pL de surfactante RapiGest® 0,2% (Waters, Milliford, USA). Em
seguida, as amostras foram reduzidas através da incubacdo a 40°C com DTT
100 mM por 40 min e posteriormente alquiladas pela adicdo de 300 mM de
IAA por 30 min em temperatura ambiente. Em sequéncia, as proteinas foram
submetidas a digestao proteolitica com a adi¢cdo de 150 ng de tripsina grade
MS (Promega) a 37°C por 14 h. Ao fim das 14 h, 10 yL de TFA 5% foram
acrescidos, seguida por incubacdo por mais 90 min a 37°C. Em seguida, as
amostras foram centrifugadas a 14000 g durante 30 min. O sobrenadante
contendo os peptideos foi coletado e submetido a analise por UPLC-MS
(KRAMER-ALBERS et al., 2007)

A analise dos peptideos tripticos foi realizada no sistema
nanoACQUITY UPLC (Waters, Milliford, USA) acoplado ao espectrébmetro de
massas Xevo Q-TOF G2 (Waters, Milliford, USA). Para tanto, o sistema
UPLC nanoACQUITY era equipado com uma coluna do tipo HSS T3 (Acquity
UPLC HSS T3 column 75 mm x 150 mm; 1,8 um, Waters), previamente
equilibrada com 7% da fase mével B (100% ACN + 0,1 % &cido férmico). Os
peptideos foram separados através de um gradiente linear de 7-85 % de fase
movel B durante 70 min com fluxo de 0,35 pL/min e a temperatura da coluna
mantida a 45°C. O MS foi operado em modo ion positivo, com o tempo de
aquisicao de dados de 70 min. Os dados obtidos foram processados através
do software ProteinLynx GlobalServer (PLGS) versao 3.0 (Waters, Milliford,
USA). A identificagdo das proteinas foi obtida através do algoritmo de
contagem de ions incorporado ao software. Os dados obtidos foram
buscados no banco de dados da espécie zea mays baixado do catdlogo do
UniProt (Universal Protein Resource).

Os dados obtidos do massas foram processados através do software
ProteinLynx GlobalServer (PLGS) versdo 3.0 (Waters, Milliford, USA). A
identificagcdo das proteinas foi obtida através do algoritmo de contagem de
jons incorporado ao software. Os dados obtidos foram buscados no banco de

dados da espécie zea mays baixado do catalogo do UniProt (Universal
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Protein Resource).

4.2 Extracdo de 0Oleo via didéxido de carbono supercritico

O oleo do DDGS foi extraido usando dioxido de carbono supercritico
(SC-CO,), um método de extracdo “verde” que elimina a utlizacdo de
solventes organicos toxicos no processamento de lipidios, para se obter uma
fracdo de lipidios ricos em lipidios menores. Os lipidios das amostras de
DDGS foram extraidos utilizando SC-CO, e etanol como modificador (co-
solvente). Etanol foi utilizado como modificador para aumentar a polaridade
do SC-CO, para melhorar a extracao de lipidios menores polares. Extracdes
foram realizadas utilizando um sistema de SC-CO, (SFT-110, tecnologia de
fluido supercritico, Inc., Newark, DE/ EUA) a 50 e 70 °C, 30 e 45 MPa, 0; 2,5;
5 e 10% de concentracdo de etanol, em uma taxa de fluxo constante de CO,
de 1 L/ min (medido em condicbes ambiente). Extratos lipidicos foram
caracterizados pelos seus contetudos de tocols e fitoesterdis. As condi¢des de
extracdo foram otimizadas para obter extratos de lipidios com o mais alto teor
de lipidios menor (CIFTCI; CALDERON; TEMELLI, 2012).

A Figura 4 mostra o diagrama esquematico do sistema de extracdo de
SC-CO.,. A temperatura maxima de operacdo e a pressao do equipamento
extrator sdo 200 °C e 68,9 MPa, respectivamente. Para cada uma das
extracdes o recipiente de extracao foi completado com DDGS de milho moido
(30 g). O gas no recipiente com amostra foi injetado no recipiente com a
amostra através da abertura do cilindro de CO,. A vélvula restritora de gés foi
fechada e o recipiente de extracdo aquecido enquanto se controlava a
temperatura do forno. Depois de equilibrada a temperatura, o CO, foi enviado
para o sistema usando a bomba de alta pressao. Ao mesmo tempo, para as
amostras com adicdo de etanol no momento de extracdo, a bomba foi aberta
e deixada alimentando o etanol, a taxa de fluxo de gas foi calculada para

compensar as proporcdes em estudo.
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Figura 4 - Aparelho de extragéo via CO, supercritico

Descricdo: (1) cilindro de CO,; (2) bomba de CO,; (3) bomba de co-solvente; (4) forno; (5)
sistema de pré-aguecimento, e camara de extracdo; (6) valvula de controle de saida de

extrato e vélvula de controle micrométrica; (7) frasco de coleta de extrato.

A presséo foi monitorada e mantida constante utilizando a bomba de
CO.,. O tempo de extracdo estatico de 20 min foi estabelecido, mantendo a
valvula restritora fechada. Em seguida, a valvula restritora foi aberta e a taxa
de fluxo de CO; foi mantida a 1 L/min (medido em condi¢cdes ambiente) com
uma valvula micrométrica aquecida, e medida pelo medidor de fluxo de gas.

O Oleo extraido foi recolhido continuamente num frasco de vidro
mantido arrefecido a -10 °C. O Oleo obtido a partir da extracdo SC-CO,
modificada com etanol foi evaporado sob uma corrente de azoto, colocando o
frasco em um bloco de aquecimento em 40 °C. A quantidade de 6leo extraido
foi determinada por gravimetria e expressa como uma percentagem da
massa de DDGS utilizada na extracdo (peso de amostra / peso de o6leo
extraido (g)). Os frascos com amostras de 6leo foram preenchidos com

nitrogénio e armazenados a -20 °C até serem analisados.
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4.2.1 Analise de lipidios menores

4211 Teor detocomanols

Os tocomanols ou tocols (tocoferdis + tocotriendis) foram analisados
de acordo com o método de Wang et al., (2007), O 6leo de DDGS de milho
(5mL) foi dissolvido em metanol: diclorometano (9:1) e analisado utilizando
um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) (Série 1200,
Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA, EUA) equipado com um detector
de fluorescéncia a um comprimento de onda definido de excitacao
comprimento de onda de 292 nm e de emissdo de 330 nm. Uma aliquota de
70 pl foi injetada em uma coluna de fase reversa Eclipse XDB-C18 (4,6 x 150
mm, 5 um de tamanho de particula; Agilent Technologies, Inc., Santa Clara,
CA, EUA). A fase movel foi constituida por metanol e dgua (metanol: 4gua,
95:5, v/v) a uma taxa de fluxo de um mL/min. O tempo de retencdo dos
padrdes de tocoferol foi usado para a identificagdo. A quantificacao foi feita
na sequéncia desenvolvendo uma curva de calibracdo para cada tocoferol.
Os resultados foram apresentados em tocoferol mg por kg de 6leo
(BELAYNEH et al., 2015).

421.2 Teor de fitoesterol

Os teores de fitoester6is do Oleo de DDGS de milho foram
determinados pela Hewlett-Packard (HP) 5890 Série Il cromatografo de gas
em interface com um espectrometro quadrupolo simples MSD massa HP
5972 e um amostrador automéatico HP 7673A. Resumidamente, 50 mg de
oleo foi misturada com 50 ul de padréao interno (5a-colestano, 0,00225 g.mL-1
em éter metil terc-butilico (MTBE)). O contetdo foi em seguida saponificado
por mistura com 2 mL de 1 N KOH metandlico e aquecido a 40 °C durante 1
hora. As amostras foram mantidas em local escuro durante 18 horas. Os
lipidios ndo saponificaveis foram extraidos por adicdo de 2 mL de agua
deionizada seguida por uma adicdo de trés vezes de solvente (hexano:

MTBE, 1 : 1 v/v). A fase solvente foi transferida para outro frasco e a mistura
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solvente foi evaporada por N,. As amostras secas foram derivatizadas antes
da injecdo no GC pela adicdo de 300 pl de piridina e, em seguida, 1 mL de
BSTFA ((N, O-bis (trimetilsilil) trifluoroacetamida (BSTFA) / trimetilclorosilano
(TMCS), 99:1) e deixou-se esperar por 4 horas a temperatura ambiente. As
amostras derivatizadas foram analisadas por GC-MS equipado com um
capilar Rtx®* coluna (0,25 mm x 30 m; Restek, Bellefonte, PA, EUA). Uma
aliquota (um mL) da amostra foi injetada pela coluna a uma razao de diviséo
de 5:1. Foi utilizado hélio como gas transportador, a temperatura da coluna foi
programada com uma espera inicial de 80°C durante 2 min, seguido por um
aumento para 210°C ha 15 minutos, para 250°C a 5/ min, a 275 °C a 12/ min
seguindo por 40 min. O injetor e detector foram fixados a uma temperatura de
280°C. O padréo interno (5a-colestano) foi utilizado para a quantificagdo. A
identificacdo foi realizada por comparacdo de dados de retencéo e espectros
de massa para aqueles na literatura de espectros de massa NIST. Todos os
espectros de massa foram registados utilizando o modo de ionizacdo de
impacto de elétrons a 70V e massa gama 50-650 Da (CIFTCI; CALDERON;
TEMELLLI, 2012).

4.3 Extracao de acucares do DDGS via auto-hidrélise

Foi utilizado um biorreator para realizacdo do processo de auto-
hidrélise das amostras de DDGS com capacidade de 1,5 litros de amostra
equipado com monitor de regulagem de temperatura e valvula de
resfriamento (Figura 5).

Tratamentos:

Os tratamentos variaram de 140 a 220 °C, enquanto que o total de
sélidos, exclusivamente composto por DDGS, variou de 10 a 30%. Diferentes
arranjos foram avaliados utilizando um delineamento composto central

(Figura 6), onde o ponto central foi fixado em 180 °C e 20% de sélidos:

5 — Temperaturas °C (140, 152, 180, 208, 220)
5 — (%) Solido/Liquido (10, 13, 20, 27, 30)
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Figura 5 - Biorreator utilizado para realizag&o do tratamento hidrotérmico

Descricdo: (1)forno; (2) camara de extragdo; (3) vélvulas de controle de pressdo e

arrefecimento; (4) painel de controle de entrada de dados de pressdo Parr Reactor 4848.

Figura 6 - Delineamento composto central rotacional (DCCR) com os

parametros temperatura e solido

10%

140 °C ° 80°C 20% 08 ° 220 °C

30%
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Os tratamentos foram processados em duplicatas, onde, somente para
o tratamento central 180 °C e 20% foram realizadas 12 repeti¢cbes, uma vez
gue, este ponto foi tido como tratamento com maxima concentracdo de
pentoses ao ser submetido ao tratamento térmico realizado posteriormente

como pré-andlise para montar o design do delineamento (Tabela 2).

Tabela 2 - Descricdo do numero de tratamentos envolvendo temperatura e

quantidade de sélidos

Tratamentos Temperatura °C Solido% Nume_roNde

repeticées
1 140 20 2
2 152 13 2
3 152 27 2
4 180 10 2
5 180 20 12
6 180 30 2
7 208 13 2
8 208 27 2
9 220 20 2

Os tratamentos hidrotérmicos foram conduzidos sob agitacéo
constante (300 rpm). A mistura (DDGS + agua) foi entdo aquecida em forno
especial (Series 4520 1 & 2 Liter General Purpose Reactor Systems) (Figura
6), com energia calorimétrica suficiente para aumentar a temperatura de 20
°C (temperatura ambiente) até Temperaturas finais de 140 a 220 °C a 10 °C/
minuto sob constante controle de temperatura (Parr Reactor 4848), sendo
entdo, imediatamente arrefecidas até 80 °C de acordo com as instrucdes do
fabricante. Apos o tratamento, as amostras hidrolisadas foram centrifugadas
a 1500 (g) durante 10 minutos e os sobrenadantes retidos no frasco de
centrifugacao.

A temperatura 6tima para o tratamento hidrotérmico (180 °C) foi
selecionada como a temperatura de tratamento que maximiza a libertacao de
carboidratos totais na forma de (Manose, Arabinose, Xilose, Glucose e
Galactose). O DDGS foi transferido quantitativamente para o recipiente do
reator nas seguintes porcoes: para o reator com capacidade para 1,5 litros as
porcentagem de sélidos 10%, 13%, 20%, 27% e 30% de DDGS
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corresponderam a 150g, 1959, 300g, 4059, 450g; com acréscimo de agua até
completar 1,5 litros. Na sequéncia os licores resultantes do aquecimento do

DDGS mais agua foram analisados

4.3.1 Carboidratos Totais

Ap6s o DDGS ser submetido ao processamento hidrotérmico, as
amostras auto-hidrolisadas foram analisadas para a quantificacdo de
carboidratos totais, compostos fendlicos livres na forma de &cido ferdlico livre,
compostos fendlicos totais na forma de &cido ferdlico total; furfural e
hidroximetilfurfural (HMF) (YANG et al., 2014).

Para determinar o teor de carboidrato total, uma aliquota do liquor
auto-hidrolisado foi submetida a hidrélise sulfarica 4acida a 0,4 M
(concentracgéo final) a 125 °C durante 1 hora antes da reducio, acetilacio e
analise (THEANDER, O; AMAN, P; WESTERLUND, E; ANDERSSON, 1995).
O aumento da concentracdo de cada acucar por hidrélise foi utilizada para
determinar a soma da concentracdo total de acucares (CAPARROS et al.,
2007).

4.3.2 Concentracao de acido ferulico livre e esterificado

Para a leitura do &cido ferulico livre e &cido ferulico esterificado,
presentes na mistura (DDGS e agua) auto-hidrolisada, foram pipetados 1 mL
da fracédo liquida, em conjunto com 1 mL de agua. Os frascos foram agitados
durante 2 horas a temperatura ambiente, e, em seguida, 1,5 mL de &cido
fosforico a 0,4 M foi adicionado seguido por 1 mL de agua, o que nao tinha
sido previamente adicionado. Quinze microlitros da amostra foram em
seguida injetadas no sistema de HPLC (Shimadzu 10A) de acordo com as
condi¢des acima. A concentracdo de &cido ferulico livre foi determinada pela
diferenca entre o teor de acido ferulico das amostras saponificadas e nao
saponificadas (XUE et al., 2012). O &cido ferulico livre e esterificado foram

determinados de acordo com Rose e Inglett (2010), para determinar a
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degradacdo de moléculas de aclUcares onde o maior percentual de &cido

ferdlico indicard a menor degradacao de pentoses.

4.3.3 Concentracao de furfural e hidroximetilfurfural (HMF)

A concentracao de furfural na amostra foi medida através da injecéo de
10 ul da amostra autohidrolisada, adequadamente diluida, no HPLC Série
1100 (Agilent, Santa Clara, CA, EUA) equipado com uma coluna de fase
reversa (Econosil C8, 260 mm/ 4,6 mm/ 0,5 Im, Alltech, Nicholsville, KY,
EUA), a fase movel utilizada foi (dgua: acetonitrilo (96: 4, v / v)). Para
deteccdo do furfural foi usado um comprimento de onda de 280 nm e a
guantificacéo foi obtida por comparacdo do tempo de retencéo e area de pico
da solucao padréo de furfural (185914, Sigma-Aldrich). Furfural e HMF foram
determinados de acordo com a percentagem de conversdo de pentoses para
furfural, onde, moléculas de aclUcares sdo degradadas, apls serem
submetidas a altas temperaturas, a compostos como hidroximetilfurfural
(ROSE; INGLETT, 2010a).

4.4 Anélise estatistica

4.4.1 Analise Centesimal

Apos a coleta dos dados os mesmos foram apresentados como média
e desvio padrdo baseado no experimento em triplicado das analises. Nao

havendo necessidade de analise estatistica.

4.4.2 Andlise de Minerais

Os dados foram apresentados como média e desvio padrédo baseado
no experimento em triplicado das analises. Nao havendo necessidade de

analise estatistica.
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4.4.3 Extracao via dioxido de carbono supercritico

Para a analise dos dados de rendimento de extracdo de Oleo foram
observadas seis amostras coletadas nos tempos 30; 60; 90; 120; 150 e 180
minutos, com duas repeticdes de rendimento extraidos para cada tratamento
de extracdo num delineamento inteiramente casualizado. A analise estatistica
dos valores de rendimento foram comparadas utilizando anélise de variancia
entre as médias (ANOVA), as diferencas significativas foram expressas em
p<0,05.

Para a analise de ponto de quebra da curva foram observadas seis
amostras coletadas nos tempos 30; 60; 90; 120; 150 e 180 minutos, com
duas repeticdes de rendimento extraidos para cada tratamento de extracao
num delineamento inteiramente casualizado. A andlise estatistica dos valores
de rendimento foram comparadas utilizando (regressdo nao linear). As
diferencas nos parametros de equacdes de regressdo ndao-linear foram
expressas com nivel de significancia de 5%.

Para os dados de perfil do 6leo foi utilizado o método de Fisher de
diferenca minima significativa para comparac6es mdultiplas (Fisher's least
significant difference (LSD), as diferencas significativas foram expressas em
p<0,05.

A andlise estatistica dos dados foi realizada usando o pacote de
software SAS (versdo 9.3) (SAS Institute Inc., NC, EUA) com intervalo de

confianca de 95%. O delineamento foi o0 inteiramente casualisado.

4.4.4 Extracao de carboidratos totais via auto-hidrolise

Para a analise de concentracédo total de carboidratos; acido feralico
livre e esterificado; furfural e hidroximetilfurfural (HMF), foram realizadas
analises de médias seguidas do teste t-student. Onde para isso levou-se em
conta o parametro central com o tratamento 180 °C e 20% de sdlidos. O
delineamento foi o inteiramente casualisado, as diferencas significativas

foram expressas em p< 0,01 e 0,05.
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Foram feitas comparacfes entre grupos de meédias sob a seguinte
disposicgéo (Tabela 3):
Tabela 3 — Entrada dos dados no software conforme o0s grupos de

tratamentos seguidos da analise de médias e teste t

Tratamentos
Comparacédo Grupo °C / % de sdlido
AxB A 180/ 20
B Todos os outros tratamentos
(o]
CxD C todos 180 'C
D 140-152-208-220 °C
0,
ExF E todos 20%
F 10;13;27;30 %
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analise centesimal do DDGS

A composicao centesimal do DDGS esta descrita na Tabela 4. O valor
encontrado de proteina para o DDGS foi de 26,42%, valor este que
corrobora Shone (2015), que encontrou valores proximos de proteina em
racdes compostas por DDGS de 25,65%, farelo de gliten de milho 21,10% e
graos de milho 7,88%, onde os graos de milho demonstram um desvantagem
proteica sobre o DDGS.

A gquantidade de cinzas do DDGS encontrada neste estudo (4,81%)
esta proxima ao que Foltyn et al. (2013), obtiveram avaliando a composic¢ao
do DDGS como racao para frango de corte (4,56%).

Segundo Ciftci et al. (2012), avaliaram a composicao do DDGS de
milho onde a concentracdo de carboidratos totais foi de 43,6%, proteina
33,7%, lipidios 11,2%, cinzas 2,0% e teor de agua de 9,4% valores estes

préximos ao encontrados neste estudo conforme demonstrados na Tabela 4.

Tabela 4 - Andlise centesimal do DDGS de milho.

Compostos DDGS %
Teor de agua 9,82 +0,28
Cinzas 4,81 + 0,04
Proteina 26,42 + 0,04
Lipidios 8,61+ 0,20
Carboidratos totais 50,34 £ 0,01

A variagcdo na composi¢cao quimica em diferentes amostras de DDGS
de milho deve-se muito ao fator matéria prima, manejos culturais durante o
cultivo do milho, diferencas no processamento do grdo durante o

beneficiamento nas propriedades rurais e na indudstria de etanol,
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principalmente durante o processo de fermentacdo onde ocorrem a maior
parte das reacfes quimicas durante o processo de producdo de etnaol do
milho (ERICKSON; KLOPFENSTEIN; WATSON, 2012). Por tanto,
independentemente do destino ou emprego do DDGS, como ragao ou
coproduto para outros fins, faz-se necessario um levantamento da sua

constituicao para a melhor utilizagdo do mesmo.

5.2 Anélise de minerais

De acordo com a Tabela 5, a concentracdo média de Se encontrada
para a amostra de DDGS foi de 0,19 mg.kg'1 corroborando Robinson et al.
(2008), que encontraram para 0 DDGS concentracdo de 0,28 mg.kg™. As
concentragbes de Cu e Co encontradas no DDGS estao acima dos valores
sugeridos pela literatura, fator este que pode acarretar no desbalanco
nutricional dos animais quando incorporado a uma ragcdo sem o devido
levantamento dos valores nutricionais da mesma.

De acordo com a Tabela 5, a concentracdo de 0,65% de Ca, 16,66%
de S e 0,24 de P de uma mesma amostra de DDGS encontradas neste
estudo corroboram Silva et al. (2016), que encontraram concentracdes de Ca
e P de 0,75 e 0,32 (%) respectivamente. Kleinschmit et al. (2006),
encontraram para o DDGS de milho concentragdes de Ca entre 0,6 a 0,7% e
de P entre 0,34 a 0.38%, valores estes proximos aos encontrados para estes

minerais neste trabalho.

Tabela 5 - Composicdo de microminerais (mg.kg'l) e macrominerais (%) do
DDGS de milho

Microminerais

Cobre Cobalto Selénio

Média £ D.P. 75,05+ 6,17 14,86 + 1,04 0,19 + 0,01

Macrominerais

Célcio Enxofre Foésforo

Média = D.P. 0,65 + 0,08 16,66 + 1,51 0,24 + 0,02
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As diferentes concentracdes de minerais afetam o valor e o uso final
de DDGS como alimento para animais, estes parametros, estéo relacionados
nao apenas a desordens nutricionais, mas também, ao excesso de minerais
nos residuos o que significa que o animal ndo est4 absorvendo o que lhe é
oferecido, resultando também em desperdicio de investimento (LIU; HAN,
2011).

5.3 Anélise protebmica

De acordo com a tabela 4, a concentracao de proteinas para a amostra
de DDGS, descrita na analise centesimal, foi de 26.42 % (+ 0.04). Para esta
mesma amostra de DDGS foram realizadas andlises protedmicas com o
intuito de caracterizar quais tipos de proteinas estdo presentes nestes 26%
aproximadamente.

ApoOs a coleta e execucdo dos resultados no banco de dados do
UniProt, foram encontradas 191 proteinas com diferentes funcdes (Tabela 6).
Uma vez que, as proteinas encontradas no DDGS séao derivadas dos gréos
de milho utilizados para a producdo de etanol, a busca por informacdes
destas proteinas estdo baseadas no banco de dados do milho (zea mays
(Maize)), onde este apresenta 140.212 proteinas ja encontradas para o milho,
porém apenas 1.026 proteinas foram revisadas e bem caracterizadas.

As 191 proteinas encontradas podem ser usadas como marcadores
para muitas propriedades do DDGS, indicando processos aos quais 0 mesmo
foi submetido. Ja a quantidade de uma proteina especifica pode ser muito (til
ao se analisar particularidades entre diferentes condicbes de processos.

Conforme a Tabela 6 (Apéndice), existem 69 proteinas né&o
caracterizadas, as quais ndo se sabe ao certo quais séo suas fungbes, porém
sabe-se que elas estdo presentes no genoma do milho. Destas 191 proteinas
encontradas, 121 proteinas ja estdo caracterizadas pela literatura quanto as
suas func¢des no grao de milho, sendo que as mais encontradas estéao ligadas
ao grupo de proteinas zein; elongation factor 1-alpha; glyceraldehyde-3-

phosphate dehydrogenase; e histone H2A.
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A concentracdo da proteina elongation factor 1-alpha esta altamente
correlacionada com o teor de lisina no endosperma do milho, devido a
mutacdo opaque-2 que aumenta significativamente o teor de lisina no grao,
através da reducdo da sintese de zein e aumento do acumulo de proteinas
gue contém lisina (WANG et al., 2001).

5.4 Extragédo de 6leo via dioxido de carbono supercritico SC-
CO3

Verificou-se que a extracdo SC-CO, foi um método eficiente para
extrair o 6leo de DDGS de milho em comparacdo com método convencional

via Soxhlet (hexano).

Tabela 7 - Rendimento em (%) da extracdo do 6leo de DDGS via CO;

supercritico em 180 minutos e via Soxhlet em 8 horas

Rendimento de extracao

Pressdo Temperatura Etanol
(Mpa) (°C) (%) %
0 5,2
30 50 °C 2.5 4.8
5 5,9
10 7,9
0 4,4
30 70 °C 2:5 .6
5 6,2
CO2 10 6,8
Supercritico 0 53
45 50 °C 2.5 54
5 5,7
10 8,1
0 5,2
45 70 °C 2:5 6.1
5 6,8
10 9,3

Hexano

(soxhlet) 8,61
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O rendimento total de 6leo obtido com a extracdo via Soxhlet em 8
horas foi de 8,61% de 0leo, enquanto que, via extracdo de SC-CO, com (10%
de etanol) em 180 minutos foi de 9,3% de 0leo (Tabela, 7).

Verificou-se pela Figura 7, que o comportamento das curvas de
extracdo seguiram o0 mesmo padrdo de comportamento para todos 0s
tratamentos. Comportamento parecido com o encontrado por outros autores
gue investigaram a extracao de oleo de DDGS via CO; supercritico (CIFTCI;
CALDERON; TEMELLI, 2012).

Figura 7 - Curvas de rendimento de extracao via CO, supercritico de éleo de

DDGS em duas diferentes pressdes e temperaturas e quatro diferentes

porcentagens de etanol.

30 MPa 45 MPa

7,5

50

0,09

2,5

9,0

Rendimento de extracdo

7,5

0,04

5,0

2,5
30 60 9 120 150 180 30 60 90 120 150 180 0
Tempo (min) e

e
Etanol (%) 0+ 25-+-5-+-10

temperatura e pressao a maior porcentagem de adicdo de etanol (10%)
obteve as maiores taxas de extracdo de Oleo, seguidas das taxas de extracao
com adicao de (5%) de etanol ao final dos 180 minutos. Segundo dados da
literatura a extracdo via fluido supercritico (EFS) usa menos energia de
entrada do que o método via Soxhlet, portanto o custo operacional é menor
para EFS (RAJAEI; BARZEGAR; YAMINI, 2005). Porém um estudo detalhado

entre as duas técnicas necessita ser feito para se afirmar tal fato.
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Na Tabela 8, verificou-se a interacdo dos tratamentos em funcdo da
analise de variancia das médias obtidas pelas amostras. De acordo com 0s
resultados todas as variaveis foram significativas quando comparadas, onde,
a interacdo entre as trés variaveis € dada pelas figuras 10, 11 e 12.

De acordo com a Figura 8, quando fixou-se as pressoées (30 e 45 MPa)
para analisar as possiveis variacbes da temperatura (°C) e porcentagem de
etanol (%) no rendimento de Oleo extraido com seus pares, notou-se que,
apenas para a pressao de 30 MPa e 2,5% de etanol como co-solvente houve
diferenca significativa entre as duas temperaturas (50 e 70°C) sendo que a
70°C obteve-se o maior rendimento de extracdo de Oleo. Os demais

tratamentos nao se diferiram entre si.

Tabela 8 - Andlise de variancia entre os tratamentos Pressdo, Temperatura e

Etanol.

Anélise de Variancia

Variaveis GL QM SQ F Pr(>F)
Presséo (Mpa) 1 0.51 0.51 4.75 0.04*
Temperatura (°C) 1 3.11 3.11 29.29  5e-05*+*
Etanol (%) 3 42.93 1431 134.63 le-11***
Presséo : Temperatura 1 1.56 1.56 14.71 0.001**
Pressao : Etanol 3 1.81 0.60 5.68 0.007**
Temperatura : Etanol 3 1.64 0.55 5.15 0.01*
Pressao : Temperatura
. Etanol 3 1.55 0.52 4.88 0.01*
Residuo 16 1.7 0.1

Cad. Significancia 0 ™ 0.001 ** 0.01 "

GL= Grau de liberdade
QM= Quadrado médio
SQ= Soma de quadrados do residuo

Quando comparou-se 0s tratamentos, temperatura (°C) e porcentagem
de etanol (%), para fixando-se a pressdo em 45 MPa, o tratamento 70 °C e
10% de etanol obteve o maior rendimento em comparagao ao seu respectivo
pare a 50 °C, diferindo-se significativamente de acordo com o teste
estatistico.

Portanto, quando se compara 0s tratamentos temperatura (°C) e

porcentagem de etanol (%) dentro da mesma pressao, ou seja, em 30 MPA
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ou 45 MPa, tem-se que, os diferentes niveis de etanol e as duas
temperaturas sofrem influéncia significativa capaz de aumentar o rendimento
de oOleo de DDGS, porém, somente em dois Unicos pontos a 2,5% de etanol
em um pressdo de 30 MPa e para 10% de etanol a 45 MPa de presséo,

sendo que, para os dois casos a temperatura respectiva de 70°C.

Figura 8 - Eficiéncia de extracdo de 6leo de DDGS em 180 minutos via
CO; supercritico fixando as duas pressfes de extragao.

Pressdo (30 MPa) Pressdo (45 MPa)
10 " 10 - *
S ©
!co& 7.5 % e . 75 - ns " *
g ns i ® ns 0
S o
© [
3 L m50 °C
5 000
£25 - 25 70 °C
=
[
o'
0 0
0 25 5 10 0 25 3 10
Etanol (%) Etanol (%

ns = ndo significativo, p> 0,05
* = significativo, p< 0,05

De acordo com a Figura 9, quando fixa-se as temperaturas (50 e 70
°C) e analisa-se as possiveis variagdes das pressdes 30 e 45 (MPa)
juntamente com as porcentagens de etanol (%) como co-solvente de
extracdo, notou-se que, a 50 °C quando utilizou-se uma presséo de 45 MPa
com 0; 2,5 e 10% de etanol, foi possivel obter os maiores rendimentos de
extracdo de 6leo de DDGS de milho. Para o tratamento com adi¢éo de 5% de
etanol ndo houve efeito significativo que fizesse com que as duas pressoes
se diferenciassem uma da outra a 50 °C. Com a adicdo maxima de etanol
como co-solvente (10%) uma pressdo de 45 (MPa) obteve-se o maior

rendimento de Oleo de 8,1% de Oleo extraidos de 30g de DDGS
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Quando comparadas as extracdes realizadas em 30 Mpa de presséo,
notou-se que, a diferenca de temperatura ndo influenciou no rendimento de
extracdo de Oleo, onde a diferenca do rendimento foi acrescida pelos
diferentes niveis de adicdo de etanol, exceto para o tratamento com 2.5% de
etanol que com a temperatura de 70°C

Figura 9 - Eficiéncia de extracdo de 6leo de DDGS em 180 minutos via

CO, supercritico para fixando as duas temperaturas de extracao.

Temperatura 50 °C Temperatura 70 °C
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g ®
Q
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L
2 500 . ' 51 @
3 i m30 MPa
3
£ 250 - 25 | 45 MPa
=
3
&

0.00 0

0 2.5 5 10 0 25 5 10
Etanol (%) Etanol (%)

ns= ndo significativo, p> 0,05
* = significativo, p< 0,05

Quando analisados os dados fixando-se a temperatura em 70 °C,
observou-se que ndo houve influencia da temperatura para os tratamentos
sem adicdo de etanol e com adicdo de 2,5 (%) entre as duas pressoes.
Porém, para os tratamentos com 5 e 10 (%) de etanol houve diferenca
significativa entre os tratamentos a 45 MPa, onde, os rendimentos de 6leo
foram de 6,8 e 9,3% respectivamente.

A figura 10 e 11, mostram as relagcdes entre os tratamentos de acordo
com as diferentes adicdes de etanol, comparando-as entre si dentro da
mesma temperatura e pressao, ou seja, comparou-se a possivel existéncia

de diferenca entre os rendimentos de extracdo de acordo com as diferentes
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porcentagens de etanol (0; 2,5; 5e 10%) dentro do mesmo tratamento tais
como 30 MPa (50 e 70°C) e 45 MPa (50 e 70°C) .

Figura 10 - Eficiéncia da extracdo de 60leo de DDGS em 180 minutos via

CO; supercritico para as diferentes adi¢cdes de etanol.
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De acordo com os dados da coluna esquerda da figura 10, para a
condicdo 30 MPa e 50 °C, ndo houve diferenca significativa apenas entre a
extracdo sem adicao de etanol, 0 (%), quando comparada com a extracao a
2,5 (%) de etanol. Para as outras demais comparacdes os resultados foram

diferentes significativamente mostrando que, para esta condi¢éo de pressao e
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temperatura, conforme injetava-se as maiores porcentagens de etanol
aumenta-se o rendimento de extracdo de 6leo de DDGS de milho.

Quando analisados os dados para a condicdo de extracao 30 MPa/ 70
°C apresentados na coluna direita da Figura 10, apenas quando se tem 10%
de adicdo de etanol, a mistura de extracdo, foi significativamente diferente
das outras porcentagens de etanol, conferindo a este resultado, que, a maior
adicdo de etanol ao processo aumentou de 5,3% o rendimento de extracao
de dleo (rendimento sem adicéo de etanol) para 8,1% de rendimento de 6leo
extraido do DDGS de milho.

Analisando os resultados da figura 11, para a condicdo de extracéo 45
MPa/ 50 °C e 45 MPa/ 70 °C, pode-se dizer que, ndo houve diferenca
significativa no rendimento de extracdo de 6leo apenas quando comparados
2,5 e 5% de etanol para as duas condi¢des. Portanto, para uma pressao de
45 MPa a adicdo de etanol influenciou o rendimento de extragdo de o6leo
aumentando o mesmo nas condi¢des com maior adicdo de etanol, neste caso
10%.

Apoés as analises dos dados de rendimento de extracdo, nos diferentes
tratamentos, pode-se dizer que, a adicdo de etanol ao processo de extracéo
de 6leo de DDGS de milho via CO, supercritico como co-solvente de
extracao, influenciou positivamente o processo mostrando que a adicao de
etanol aumenta o rendimento de extracdo quando comparado sem a adicao
de etanol. Fato este que comprova a hip6tese levantada como objetivo do
trabalho Wang et al., (2007), que concluiram que o uso do CO, supercritico
foi capaz de aumentar o rendimento de 6leo extraido do DDGS de sorgo em

comparacdo com o método convencional com hexano.
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Figura 11 - Eficiéncia da extracdo de 6leo de DDGS em 180 minutos via

CO; supercritico para as diferentes adi¢cdes de etanol.
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Utilizando as curvas de extracdo de Oleo de DDGS, nos diferentes
tratamentos aos 180 minutos, foi possivel analisar, via regressédo nao linear,
quais os pontos da curva onde obtém-se a quebra de rendimento do
processo, ou seja, ponto da curva (em minutos) ao qual o rendimento de
extracdo ndo apresenta variacao significativa ao decorrer do tempo. Notou-se

pela Figura 12, que os pontos se diferem de acordo com cada tratamento
realizado.
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Figura 12 - Ponto de quebra da curva de extracdo de 6leo de DDGS em

180 minutos
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O ponto de quebra ou ponto méaximo (Figura 12) da curva de extracao
(min) para cada porcentagem de adicdo de etanol nas diferentes condi¢des
de temperatura e pressdo, seguido da Tabela 9, mostram quais os valores
exatos para cada ponto de quebra da curva.

Notou-se pela Tabela 9, que os pontos de quebra (P. Q.) para todas os
tratamentos foram significativos em relacdo as médias de volume de dleo
extraido nos tempos de coleta de amostras (30, 60, 90, 120, 150 e 180
minutos). Por tanto, pode-se conferir a estes resultados que, o processo de
extracdo de 6leo do DDGS, com foco no volume de 6leo extraido, pode ser
realizado de forma mais rapida do que o realizado neste trabalho para todos

os tratamentos.
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Tabela 9 - Ponto de quebra da curva (P. Q.) de extracdo de 6leo de
DDGS em minutos

Pressédo  Temperatura Etanol P.Q. Erro
(Mpa) (°C) (%) (min)  Padréo

0 93.7 2.5 et

-10

30 50 oG 2.5 105.9 3.6 3e_09
5 102.1 4.8 6e

10 102.2 5.0 8e

0 78.4 2.8 470

-10

30 209G 2.5 69.7 2.3 2e_07
5 72.8 5.8 5e

10 73.3 6.0 77

0 84.3 7.4 1e°

-10

45 50 oG 2.5 106.1 4.0 7e_08
5 103.9 5.7 2e

10 100.1 3.2 210

0 69.7 1.9 4ett

-10

45 20 °C 2.5 77.0 3.0 9e_10
5 69.1 2.6 6e

10 94.5 4.0 2%

alfa significativo = p< 0,05

A proposta da andlise do ponto de quebra da curva de extracdo em
relacdo ao tempo de execuc¢do busca elevar a eficiéncia do processo, onde, a
economia de tempo de processo acarretaria em menos gastos financeiros
como menor consumo de CO,, menor consumo de energia elétrica, menor
desgaste dos equipamentos sem prejudicar o rendimento de extracado de

6leo.

5.4.1 Perfil lipidico do 6leo de DDGS de milho extraido via

CO, supercritico e via soxhlet

As analises do total de tocols (tocoferdis + tocotriendis) e fitosterol,
presentes no DDGS de milho, foram realizadas pela quantificacdo do perfil
lipidico do 6leo extraido anteriormente para a analise de rendimento de
extracdo em 180 minutos. A soma dos componentes menores existentes no
O0leo de DDGS, acarreta no total de compostos estudados neste trabalho
(BELAYNEH et al., 2015).
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Os tocols e fitosterdis sdo substancias que podem ser oxidadas
facilmente na presenca de O, a partir do ar. Para se obter o DDGS os gréos
de milho passam por diferentes condicfes de processamento, destaque para
a fermentacdo, até chegar aos processos de secagem, armazenamento e
distribuicdo. A partir disto, pode se explicar o comportamento para o qual nao
houve tamanha diferengca de concentracdo destes compostos entre 0sS

tratamentos realizados na extracdo do Oleo.

54.1.1 Teor de tocomanol (tocoferol +
tocotrienol) do 6leo de DDGS de milho

De acordo com a Figura 13, a maior concentracdo de tocomanol total
(tocotrienol + tocoferol) foi de 794 mg.kg™, encontrada no tratamento 45 Mpa/
70 °C/ 0% de etanol, diferindo estatisticamente dos tratamentos 30 MPa/ 50
°C/ 5% de etanol; 30 MPa/ 50 °C/10% de etanol; 45 MPa/ 50 °C/ 5% de
etanol; 45 MPa/ 70 °C/ 2,5% de etanol. A menor concentracdo de tocol foi
obtida na extracdo com tratamento 45 MPa/ 70 °C/ 2,5% de etanol (168
mg.kg™ de 6leo). Verifica-se que o incremento em diferentes porcentagens de
etanol, apesar de ter efeito significativo no volume final de 6leo extraido
conforme debatido nos paragrafos anteriores, nao influenciou
significativamente na recuperacdo de tocoferol e tocotrienol extraidos do
DDGS de milho.

Segundo Belayneh et al., (2015), observaram 0 mesmo
comportamento quando compararam as técnicas de extracdo de Oleo de
sementes de Camelina via CO; supercritico, soxhlet e prensa a frio, onde os
resultados mostraram que o teor de tocomanols do O6leo extraido das
sementes via CO, supercritico foi de 801 mg.kg'l, enquanto que foi de 682
mg.kg™ e 695 mg.kg™" via soxhlet e prensado a frio respectivamente. Estes
resultados corroboram o0s encontrados neste trabalho e também outros
relatos que o teor de tocoferdis e tocotriendis dos o6leos obtidos via CO;
supercritico foram semelhantes(WINKLER et al., 2007) (CIFTCI; CALDERON;
TEMELLI, 2012).



Figura 13 - Concentracdo de tocomanol total (tocoferol + tocotrienol) em
(mg.kg'lde 0leo) do 6leo de DDGS de milho obtido via extragdo com CO,
Supercritico
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Os valores séo apresentados como a média com base nas extra¢des em triplicata.
Letras diferentes para cada grafico séo significativamente diferentes (p <0,05).

Segundo Winkler et al., (2007), as mais expressivas concentracfes de
tocols no 6leo de DDGS de milho foram encontradas para &-Tocoferol
seguido por a-Tocoferol utilizando a técnica via CO, supercritico em
comparagdo com soxhlet. Porém neste mesmo estudo a quantidade de
tocotriendis foram superiores via soxhlet. Segundo os autores a quantidade
de tocoferdis e tocotriendis dos 6leos extraidos dependem do solvente de
extracao.

A Tabela 10 mostra os resultados do perfil de tocomanols encontrados
no 6leo de DDGS de milho. O composto y-Tocopherol apresentou a maior
abundancia dentre os outros compostos, sendo que para o tratamento 45
MPa/ 70 °C/ 0% de etanol a concentracdo encontrada foi de 374 mg.kg™,
onde esta concentracdo ndo se diferiu significativamente dos outros demais

tratamentos com etanol. Ou seja, assim como para os fitoesterois, 0s
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tratamentos com etanol como co-solvente de extracdo ndo foram capazes de
recuperar lipideos na forma de tocoferdis e tocotriendis ao ponto de

diferenciar os tratamentos com e sem etanol.
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Tabela 10 - Perfil de tocomanol (tocoferdis + tocotrindis) do 6leo de DDGS de milho em (mg.kg'1 de 6leo),obtido via extracdo com
CO, Supercritico

(mg.kg™ de 6leo)

Temperatur
Pressdo a Etanol O0-Tocoferol y-Tocoferol a-Tocoferol &-Tocotrienol y-Tocotrienol a-Tocotrienol
(Mpa) (°C) (%)

0% 25 bcd 361 a 82a 109 a 123 a 78 dc

30 50 °C 2.5% 25 bcd 351a 79 a 92b 122 a 79 dc
5% 26 bcd 302 a 64 ba 36.5¢C 114 a 85 bc
10% 24 cd 330 a 69 ba 40.5c 121 a nd
0% 30 a 347 a 78 a 97.5 ba 125a 84 bc

30 70 °C 2.5% 25 bcd 355a 78 a 44 c 126 a 74d
5% 28 ba 277 a 59 ba 36¢C 142 a 93 a
10% 28 ba 271 a 56 ba 415 c 144 a 90 ba
0% 26 bcd 351 a 80 a 95.5b 124 a 76 d

45 50 °C 2.5% 23d 327 a 71 ba 435¢c 116 a 74 d
5% nd 206 b 42 b 39.5¢C 80b nd
10% 26 bcd 354 a 74 a 42 c 131 a 80 dc
0% 27 bc 374 a 84 a 96.5 ba 1335a 77 dc

45 70 °C 2.5% nd 120 b nd nd 49 b nd
5% 25 bcd 330 a 70 ba 45 ¢ 125a 84 bc
10% 25 bcd 343 a 72 ba 39.5¢c 126 a 79 dc

(Alfa = 0,05)

Resultados com a mesma letra na coluna nédo sao significativamente diferentes.
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Teor de fitosterol do 6leo de DDGS de

milho

De acordo com a Figura 14, a maior concentracdo de fitosterol total

(26335 mg.kg" de 6leo), no éleo de DDGS de milho, foi encontrada no

tratamento 45Mpa/ 70 °C/ 5% de etanol, diferindo estatisticamente dos
tratamentos 30 MPa/ 50 oC/ 5 e 10% de etanol; 30 MPa/ 70 °C/ 2,5% de
etanol; 45 MPa/ 50 °C/ 2,5 e 10% de etanol; 45 MPa/ 70 °C/ 2,5 e 10% de
etanol. A menor concentragao de fitoesterol foi obtida no tratamento 45 MPa/
70 °C/ 10% de etanol (17186 mg.kg™).

Figura 14 - Concentracao de fitosterol total em (mg.kg'1 de 6leo) do dbleo

de DDGS de milho obtido via de extracdo com CO» Supercritico
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Os valores séo apresentados como a média com base nas extragdes em triplicata.
Letras diferentes sao significativamente diferentes (p <0,05).

Verifica-se para os fitosterdis totais 0 mesmo comportamento avaliado

para tocoferol total, onde, o incremento de etanol, apesar de ter efeito
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significativo no volume final de 6leo extraido, ndo influenciou diretamente na
recuperacdo de fitosterdl total extraido do DDGS de milho.

Resultados estes, para fitosterol, que corroboram estudo realizado com
a finalidade de investigar a eficiéncia de extracdo de 6leo de Camelina via
CO, supercritico, via soxhlet e via prensagem a frio, onde, os resultados
indicaram que o CO; supercritico tem um maior potencial para extrair 6leo de
Camelina sem qualquer residuo de solvente com maior rendimento de
(BELAYNEH et al., 2015).

A gquantidade total de fitosterdl é dada pela soma do perfil de fitosterodis
encontrados para o DDGS neste estudo. Neste caso foram utilizados os
dados de campesterol, stigmasterol, p-sitosterol e avenasterol em (mg.kg™

de 6leo) conforme observado na Tabela 11.

Tabela 11 - Perfil de fitosterdis do 6leo de DDGS de milho em (mg.kg™ de
0leo) obtido via extracdo com CO, Supercritico e Soxhlet

(mg.kg™ de 6leo)

Pressdo Temperatura Etanol Campesterol Stigmasterol B-sitosterol Avenasterol
0,
(Mpa) (°C) v%)V)
0% 4078 a 1746 a 14358 ba 5170 ba
30 509G 25% 3834 ba 1619 bac 14093 bac 5188 ba
5% 3512 bac 1491 bdc 12202 edc 4120 ¢
10% 3362 ba 1435dec 12021 edc 4430 bc
0% 4107 a 1750 a 14616 a 5475 ba
30 70°C 25%  3635bca 1552 bdac 12586 bdac 4460 bc
5% 4016 a 1725 ba 14611 a 5206 ba
10% 3888 a 1697 ba 14366 ba 5322 ba
0% 3880 ba 1632 bac 13903 bdac 5224 ba
45 50 °C 25%  3513bac  1505bdc 12202 ebdc 4756 bac
5% 3804ba 1593 bdac 14000 bdac 5306 ba
10% 3043 dc 1309 de 11333 ed 4391 bc
0% 3888 a 1612 bac 14006 bac 5315 ba
2 50 12414
45 70 °C 3559 bac 1507 bdac ebdac 4867 bac
5% 4072 a 1750 a 14857 a 5655 a
10% 2707 d 1152 e 9398 e 3929 ¢
(Alfa = 0,05)

Resultados com a mesma

letra na coluna

ndo sao significativamente diferentes.
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O grupo dominante de fitosterdis obtidos no oOleo extraido via CO;
supercritico foi o B-sitosterol com maior concentracdo para o tratamento 45
MPa/ 70 °C/ 5% de etanol (14857 mg.kg'l), corroborando (CIFTCI,;
CALDERON; TEMELLI, 2012)), que encontraram a maior concentracao de
fitosterdis para o [-sitosterol (7909 mg.kg'l) em Oleo de DDGS de milho
extraido via CO, supercritico. Este tratamento ndo se diferenciou
estatisticamente de outros tratamentos com e sem adicao de etanol.

Observou-se que o tratamento com maior pressdo, temperatura e
porcentagem de etanol, (45MPa/ 70°C/ 10%)nas menores concentracdes de
fitosterais.

A interpretacdo dos dados do perfil de tocols e fitosterdis corrobora a
ideia de que o0 uso de etanol apresentou significancia positiva no que diz
respeito a rendimento de O6leo extraido, porém, ndo influenciou
significativamente a porcentagem de recuperacdo de lipidios menores, sendo
assim, o 6leo extraido do DDGS de milho via CO; supercritico com adi¢ao de
etanol, pode ser explicado pelo incremento de outros compostos lipidicos

presentes no 6leo que néo sdo os tocols e fitosterais.

5.5 Extracado de carboidratos totais via auto-hidrélise

A andlise da figura 15, mostrou que o resultado da concentracao final
de carboidratos totais no liquido auto-hidrolisado do DDGS de milho foi
composto pela soma dos carboidratos glucose (Glc), galactose (Gal), manose
(Man), xilose (Xyl) e arabinose (Ara). Para os tratamentos 180 °C a 10 e 20%
destacaram-se as concentracdes de manose de 3,87 e 3,74 gmL’
respectivamente.

De acordo com (YANG et al, 2014), encontraram as maiores
concentragfes de monossacarideos presentes no liquido hidrolisado de farelo
de milho para a temperatura de 200 °C. Segundo 0os mesmos autores,
concluiram que a temperatura de 190 °C obteve o maior rendimento de

extracdo desse oligo e polissacarideos da farinha de milho.
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Figura 15 - Concentracdo de acUcares totais em (g.mL'1 de liquido auto-

hidrolisado de DDGS) em funcédo da soma das pentoses e/ou hexoses
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A analise do grafico (Figura 16) possibilitou inferir que o tratamento

com temperatura de 180 °C e 20% de sélidos apresenta uma média superior

aos outros tratamentos.

Figura 16 - Concentracdo média de acUcares totais no liquido auto-
hidrolisado de DDGS em (g.mL™)
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Para averiguar tal fato um teste de medias t-student foi realizado. Os

grupos foram formados de acordo com a Tabela 2. O grupo (A) foi formado

apenas pelas médias que compde o tratamento 180 °C e 20% de s6lidos

enquanto que o grupo (B) foi formado por todas as outras médias dos

tratamentos que ndo seguem essa combinacdo 180/20, por exemplo, 208/27.

A média do total de carboidratos do grupo (A) foi 7,31 g.mL'1 enquanto que a

do grupo (B) foi 4,71 g.mL™. A hipétese nula do test

diferenca de medias (4,71 —

t assumiu que a

7,31 = -2,60) é igual a zero. O teste ainda
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sugeriu que essa diferenca € menor que zero a 1% de significancia. Em
outras palavras, o teste t reafirma a hipotese sugerida pela analise do gréafico,
onde, o tratamento 180 °C/20% extraiu, em média, um nivel maior de
carboidratos totais, em (g.mL'l) de DDGS de milho, do que todos os outros
tratamentos (Figura 17).

Comparando as médias dos tratamentos do grupo C x D, onde,
para o grupo C foram utilizadas todas as meédias que passaram pelo
tratamento a 180 °C e para o grupo D foram utilizadas todas as médias que
n&o pertenciam ao tratamento & 180 °C, ou seja, de 140; 152; 208 e 220 °C. .
A média do total de carboidratos do grupo (C) foi 7,07 g.mL™ enquanto que a
do grupo (D) foi 4,15 g.mL'l. A hip6tese nula do test t assumiu que a
diferenca de medias (4,15 — 7,07 = -2,92) € igual a zero.

Figura 17 — Teste t para as médias de carboidratos totais entre os

grupos (Ax B) e (Cx D)
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*= médias significativamente maiores (p<0.01)

O teste ainda sugeriu que essa diferenca € menor que zero a 1% de
significancia. Em outras palavras, o teste t reafirma a hipétese sugerida pela

analise do gréfico, onde, os tratamentos com temperatura a 180 °C extrairam,
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em meédia, um nivel maior de carboidratos totais, em (g.mL’l) de DDGS de
milho, do que todos os outros tratamentos que ndo receberam temperatura
igual a 180 °C. Esta anélise possibilitou dizer que a temperatura de 180 °C
influéncia, diretamente e positivamente, 0 processamento quanto ao seu
rendimento de extracdo de carboidratos independente da porcentagem de
solidos (Figura 17).

Comparando as médias dos tratamentos do grupo E x F (Figura 18),
onde, para o grupo E foram utilizadas todas as médias que passaram pelo
tratamento a 20% de soélidos e para o grupo F foram utilizadas todas as
médias que ndo pertenciam ao tratamento 20% de sélidos, ou seja, 10; 13;
27 e 30% de solidos. A média do total de carboidratos do grupo (E) foi 6,30
g.mL™ enquanto que a do grupo (F) foi 5,20 g.mL™. A hipétese nula do test t
assumiu que a diferenca de medias (5,20 — 6,30 = -1,09) € igual a zero.

O teste ainda sugeriu que essa diferenca € maior que zero a 5% de
significancia. Em outras palavras, o teste t afirma que a hipdtese sugerida
pela analise do grafico, onde, os tratamentos com 20% de solidos extrairam,
em média, a mesma quantidade de carboidratos totais, em (g.mL™) de DDGS
de milho, do que todos os outros tratamentos que ndo receberam esta

guantidade de solidos (20%), ndo se diferenciando estatisticamente.

Figura 18 — Teste t para as médias de carboidratos totais entre os

arupos Ex F
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Esta analise possibilitou dizer que a quantidade de sdlidos a 20%
quando comparada sem a presenca da temperatura 180 °C n&o tem
influéncia positiva quanto ao seu rendimento de extracdo de carboidratos
(Figura 18).

5.5.1 Concentracao de acido ferualico livre e esterificado

A andlise dos graficos (Figura 19) possibilitou inferir que o
comportamento de &cido ferulico esterificado e livre encontrados no liquido
hidrolisado de DDGS de milho ndo sofreram danos térmicos capazes de
diferenciar as médias encontradas estatisticamente a 5%.

Seguindo a linha de analises, para averiguar os resultados descritos
para a figura 19, um teste de medias t-student foi realizado. Os mesmos
grupos foram mantidos de acordo com a Tabela 2. O grupo (A) foi formado
apenas pelas médias que compde o tratamento 180 °C e 20% de s6lidos
enquanto que o grupo (B) foi formado por todas as outras médias dos

tratamentos que ndo seguem essa combinag¢ao 180/20 (Figura 20).

Figura 19 - Concentracdo média de acido ferulico esterificado e livre no

liquido auto-hidrolisado em (mg.mL™)
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ma.ml ? de liauido auto-hidrolisado

As meédias encontradas para acido ferulico esterificado e livre para o
grupo (A) foram 0.0179 e 0.0009 mg.mL'l, enquanto que a do grupo (B) foi
0.0053 e 0.0007 mg.mL'1 respectivamente. O teste sugeriu que essa
diferenca € maior que zero a 5% de significancia. O teste t afirma a hipGtese
sugerida pela analise do gréafico, onde, o tratamento 180 °C/ 20% né&o
apresentou diferenca significativa, comparado aos outros tratamentos, capaz
de provocar uma condi¢do favoravel ou desfavoravel de extracdo ao grupo
(A), em relacdo ao aparecimento de substancias indesejaveis no liquido
hidrolisado. Para este estudo os niveis de &cido ferulico ndo se apresentam
como indicadores para escolha de uma 6tima condicdo de tratamento térmico

para extragédo de carboidratos do DDGS de milho (Figura 20).

Figura 20 — Teste t para as médias para Acido Ferulico Esterificado e

Livre entre os grupos Ax B
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5.5.2 Concentracao de furfural e hidroximethilfurfural (HMF)

A determinacéo de furfural e hidroximetilfurfural (HMF) ocorre devido a

esses aldeidos serem os principais produtos da decomposi¢do por hidrélise
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da glicose e frutose na presenca de altas temperaturas. No caso deste estudo
o furfural e HMF foram usados como indicadores de processamento
inadequado, ou seja, quanto maior a concentracdo dos aldeidos, mais
moléculas de acuUcares deixaram de ser recuperadas no liquido auto-
hidrolisado devido a transformacao dos acglcares em compostos indesejaveis.

. Segundo a Figura 21, avaliando a concentracdo de HMF e Furfural,
no liquido hidrolisado de DDGS, o comportamento deste composto tende a
aumentar conforme aumenta-se a temperatura corroborando (ROSE;
INGLETT, 2010b);((YANG et al., 2014); (SAMALA et al., 2012).

Figura 21 - Concentragdo média de hidroximetilfurfural e furfural no
liquido auto-hidrolisado em (mg.mL™)
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Seguindo a linha de analises para estes compostos, um teste de
medias t-student foi realizado (Figura 22) . Os mesmos grupos foram
mantidos de acordo com a Tabela 2. O grupo (A) foi formado apenas pelas

médias que compde o tratamento 180 °C e 20% de solidos enquanto que o
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grupo (B) foi formado por todas as outras médias dos tratamentos que nao
seguem essa combinacao 180/20.

As médias de hidroximetilfurfural (HMF) do grupo (A) 3,23 mg.mL'1 e
do grupo (B) 3,13 mg.mL'1 nao diferiram-se a 5% de probabilidade, indicando
0 mesmo comportamento para todas os tratamentos comparados. Para as
médias de Furfural foi possivel afirmar a hipotese sugerida pela anélise do
grafico, onde, o teste sugeriu que essa diferenca das médias € menor que

zero a 1% de significancia.

Figura 22 — Teste t para as médias para Hidroximetilfurfural (HMF) e

Furfural entre os grupos Ax B
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O tratamento 180 °C/20% obteve, em média, o menor nivel de
composto furfural 0,006 (mg.mL™) do que o grupo (B) 0.015 (mg.mL™).
Portanto, o resultado da andlise das médias de furfural serviu como indicador
de otimizacdo do tratamento (grupo (A)) como condi¢cbes favoraveis de
extracdo de carboidratos com menor degradagdo de moléculas de agucares.
O aumento das meédias de furfural do grupo (B) se devem as altas
concentracdes de furfural para as temperaturas maiores que 180 °C, no caso,

temperaturas iguais a 208 e 220 °C.
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6 CONCLUSOES

Para as condi¢des deste trabalho conclui-se que:

A caracterizacdo centesimal do DDGS mostrou que o processamento
do milho para producédo do etanol influéncia nas caracteristicas quimicas
finais de uma amostra para outra diferente.

A caracterizacdo de minerais do DDGS mostrou que as concentragoes
de enxofre (S), cobre (Cu) e cobalto (Co) sdo maiores do que o indicado na
formulacéo de racdes para bovinos.

O uso das técnicas prote6bmicas possibilitou levantar 191 diferentes
proteinas do DDGS ligadas as funcées metabodlicas do grdo de milho na
planta, sendo 69 ja caracterizadas na literatura e 121 ndo caracterizadas;

A extracdo de 6leo do DDGS de milho via CO, supercritico apresenta
maior eficiéncia em comparacdo com a técnica via soxhlet (hexano) em
volume de 0leo extraido;

A incorporacdo de etanol como co-solvente de extracdo via CO2
supercritico mostra-se mais eficiente, em relacdo ao rendimento de dleo
extraido, em comparacdo com a nao utilizacdo de etanol e o uso da técnica
via soxhlet (hexano), onde, observou-se a maior taxa de extracdo a 10% de
incorporacao de etanol como co-solvente;

A incorporacdo de etanol como co-solvente de extragdo mostrou-se
ineficiente na recuperacao de fracfes lipidicas tais como tocols e fitosteroéis
no 6leo de DDGS em comparacdo com as extragcdes sem uso de etanol;

Carboidratos podem ser extraidos do DDGS de milho via autohidrolise,
sendo que, a maior concentragdo de carboidratos totais em média foi obtida
no tratamento a 1800C e 20% de solido;

A menor concentragdo de furfural no liquido hidrolisado de DDGS de
milho para o tratamento a 180°C e 20% de solido indica que estas condigcbes
proporcionaram menor degradacdo de moléculas de acucares que os demais
tratamentos;

Os niveis de hidroximetilfurfural (HMF), acido ferdlico livre e
esterificado ndo se apresentaram como indicadores de tratamento térmico

para extracdo de carboidratos do DDGS de milho.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Faz-se necessaria a ressalva de que o DDGS de milho, quando
utilizado como produto de alimentacdo animal, deve ser caracterizado quanto
a sua composicdo para que ao final o animal receba uma alimentacao
balanceada.

Faz-se necessario o estudo das fracdes lipidicas do 6leo de DDGS
com foo em outros elementos, uma vez que, o etanol como co-solvente
aumentou o volume de extraido, porém, esse aumento ndo se converteu em
quantidades de tocols e/ou fitosterdis, mostrando que o volume de dleo
superior das condi¢cdes com etanol ndo sdo constituidas desses compostos
analisados.

Uma comparacdo econOmica completa entre os métodos CO;
supercritico e soxhlet exigiria um estudo mais aprofundado, para que
futuramente possa-se comparar a eficiéncia dos métodos com o0s seus

respectivos custos.
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9 APENDICE

Pagina 44. Tabela 6 - Caracterizacéo das proteinas presentes no DDGS

Numero de acesso Nome da proteina

Q946W0_MAIZE

15kD beta zein OS=Zea mays GN=zpl5 PE=2
Sv=1

B4G197_MAIZE

16.9 kDa class | heat shock protein 1 OS=Zea
mays GN=hsp 17.2 PE=2 SV=1

B6SIX0_MAIZE

16.9 kDa class | heat shock protein 1 OS=Zea
mays GN=LOC100280576 PE=2 SV=1

B6TDB5_MAIZE

17.4 kDa class | heat shock protein 3 OS=Zea
mays GN=IDPC175 PE=2 SV=1

B4F976_MAIZE

17.4 kDa class | heat shock protein 3 OS=Zea
mays GN=LOC100191552 PE=2 SV=1

Q946V8_MAIZE

19kD alpha zein D1 OS=Zea mays GN=az19D1
PE=2 SV=1

Q946V7_MAIZE

19kD alpha zein D2 OS=Zea mays GN=az19D2
PE=2 SV=1

B4FZB0O_MAIZE

1-Cys peroxiredoxin PER1 0OS=Zea mays
GN=PER1 PE=2 SV=1

REHY_MAIZE

1-Cys peroxiredoxin PER1 OS=Zea mays
GN=PER1 PE=2 SV=1

AOA096S4W1_MAIZE

1-Cys peroxiredoxin PER1 0OS=Zea mays
GN=PER1 PE=4 SV=1

Q9SYT3_MAIZE

22kD alpha zein 5 OS=Zea mays GN=azs22-12
PE=2 SV=1

048966_MAIZE

22-kDa alpha zein 4 OS=Zea mays GN=azs22-4
PE=2 SV=1

K7V6D0_MAIZE

2C-type protein phosphatase protein OS=Zea
mays GN=PP2C5 PE=2 SV=1

COPIH6_MAIZE

Aldose 1l-epimerase 0OS=Zea mays
GN=LOC100383712 PE=2 SV=1

B4FS06_MAIZE

Alkaline/neutral invertase 0OS=Zea mays
GN=Zm.38902 PE=2 SV=1

B6SLF6_MAIZE

Antimicrobial peptide MBP-1 0OS=Zea mays
GN=LOC100274918 PE=2 SV=1

MBP1_MAIZE

Antimicrobial peptide MBP-1 OS=Zea mays PE=1
Sv=1

K7VB51_MAIZE

Carnitine racemase like protein OS=Zea mays
GN=Zm.132891 PE=4 SV=1

K7TTJO_MAIZE

Class IV heat shock protein OS=Zea mays
GN=Zm.32438 PE=3 SV=1

B6UGNS_MAIZE

Cysteine proteinase inhibitor OS=Zea mays PE=2
Sv=1
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A6XERZ2_MAIZE

Defensin OS=Zea mays GN=pdcl PE=2 SV=1

DEF2_MAIZE

Defensin-like protein 2 OS=Zea mays PE=1 SV=1

DHN1_MAIZE

Dehydrin DHN1 OS=Zea mays GN=DHN1 PE=1
Sv=2

B4G1G1_MAIZE

Desiccation-related protein PCC13-62 0OS=Zea
mays GN=LOC100282997 PE=2 SV=1

050018 _MAIZE

Elongation factor 1-alpha OS=Zea mays GN=EF1-
A PE=2 SV=1

EF1A_MAIZE

Elongation factor
GN=EF1A PE=3 SV=1

l-alpha OS=Zea mays

B6UHJ4_MAIZE

Elongation factor 1-alpha OS=Zea mays GN=elf*-
uaz7c01f12 PE=2 SV=1

AOA0B4J3C2_MAIZE

Elongation factor 1-alpha OS=Zea mays GN=elfa3
PE=3 SV=1

B6TWN7_MAIZE

Elongation factor 1l-alpha
GN=L0OC100284707 PE=2 SV=1

0OS=Zea mays

K7UUB7_MAIZE

Elongation factor 1l-alpha
GN=Zm.118723 PE=3 SV=1

0OS=Zea mays

C4JA47_MAIZE

Elongation factor 1l-alpha
GN=Zm.122391 PE=2 SV=1

0OS=Zea mays

K7VU19_MAIZE

Elongation factor 1l-alpha
GN=Zm.70437 PE=3 SV=1

0OS=Zea mays

B6SKA7_MAIZE

Elongation factor 1l-alpha
GN=Zm.85733 PE=2 SV=1

0OS=Zea mays

B6SI37_MAIZE

Embryonic abundant protein 1 OS=Zea mays
GN=espl PE=2 SV=1

B6T8E4_MAIZE

Embryonic abundant protein 1 OS=Zea mays
GN=Zm.80960 PE=2 SV=1

B4FFN2_MAIZE

Flavonol synthase/flavanone 3-hydroxylase
0OS=Zea mays GN=AY110330 PE=2 SV=1

B4FUT3_MAIZE

Germin-like protein subfamily 1 member 17
0OS=Zea mays GN=LOC100273345 PE=2 SV=1

GLB1_MAIZE

Globulin-1 S allele OS=Zea mays GN=GLB1 PE=1
Sv=2

Q947CO_MAIZE

Glucose-1-phosphate adenylyltransferase OS=Zea
mays GN=Brittle-2 PE=2 SV=1

Q3SAE4_MAIZE

Glucose-1-phosphate adenylyltransferase OS=Zea
mays GN=gpm823 PE=2 SV=1

Q947B9_MAIZE

Glucose-1-phosphate adenylyltransferase OS=Zea
mays GN=Zm.312 PE=3 SV=1

Glucose-1-phosphate adenylyltransferase small

GLGS_MAIZE subunit (Fragment) OS=Zea mays GN=GLGl1
PE=2 Sv=1
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 1
G3PC1_MAIZE Y Y Pnosp yHrod -

cytosolic OS=Zea mays GN=GAPC1 PE=2 SV=2
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G3PC2_MAIZE

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 2_
cytosolic OS=Zea mays GN=GAPC2 PE=2 SV=1

G3PC3_MAIZE

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 3 _
cytosolic OS=Zea mays GN=GAPC3 PE=2 SV=1

B4AFQW6_MAIZE

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
0S=Zea mays GN=GAPC2 PE=2 SV=1

AOA096T366_MAIZE

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
0S=Zea mays GN=GAPC2 PE=3 SV=1

K7UGF5_MAIZE

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
0S=Zea mays GN=GAPC3 PE=3 SV=1

C4JBS8_MAIZE

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
0OS=Zea mays GN=LOC542367 PE=2 SV=1

K7U1H6_MAIZE

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
0OS=Zea mays GN=LOC542367 PE=3 SV=1

K7UBUO_MAIZE

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
0OS=Zea mays GN=LOC542367 PE=3 SV=1

K7UBU3_MAIZE

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
0OS=Zea mays GN=LOC542367 PE=3 SV=1

K7US90_MAIZE

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
0OS=Zea mays GN=LOC542367 PE=3 SV=1

AOA096T094_MAIZE

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
0OS=Zea mays GN=Zm.159709 PE=3 SV=1

Granule-bound starch synthase 1
SSG1_MAIZE chloroplastic/amyloplastic 0OS=Zea mays

GN=WAXY PE=3 SV=1

Hageman factor inhibitor OS=Zea mays

Q946V1_MAIZE

GN=LOC100101522 PE=2 SV=1

B4FJKO_MAIZE

Histone H2A OS=Zea mays GN=gpm729 PE=2
Sv=1

AOA096S5H2_MAIZE

Histone H2A OS=Zea mays GN=gpm729 PE=3
Sv=1

B4FH55_MAIZE

Histone H2A OS=Zea mays GN=gpm8la PE=2
Sv=1

B4FMH5_MAIZE g{icine H2A OS=Zea mays GN=his2al PE=2
COHIB6_MAIZE g{icine H2A OS=Zea mays GN=his2al PE=2
B4FIA6_MAIZE Histone H2A OS=Zea mays GN=LOC100194327

PE=2 SV=1

AOA096SJC6_MAIZE

Histone H2A OS=Zea mays GN=LOC100194327
PE=3 Sv=1

AOA096SJC7_MAIZE

Histone H2A OS=Zea mays GN=LOC100194327
PE=3 Sv=1

B4FXB2_MAIZE

Histone H2A OS=Zea mays GN=LOC100273753
PE=2 SV=1



84

B4FZ86_MAIZE

Histone H2A OS=Zea mays GN=LOC100274138
PE=2 SV=1

B6T101_MAIZE

Histone H2A OS=Zea mays GN=LOC100501512
PE=2 SV=1

B4FGE3_MAIZE

Histone H2A 0OS=Zea mays GN=pco070432b
PE=2 SV=1

B4FQ57_MAIZE

Histone H2A 0OS=Zea mays GN=pco070432b
PE=2 SV=1

B4AFWW3_MAIZE

Histone H2A OS=Zea mays GN=pc0099353 PE=2
SvV=1

B4G237_MAIZE

Histone H2A OS=Zea mays GN=pc0099353 PE=2
Sv=1

AOA096TUV6_MAIZE

Histone H2A OS=Zea mays GN=Zm.13002 PE=3
Sv=1

K7TNSO_MAIZE

Histone H2A OS=Zea mays GN=Zm.16740 PE=3
Sv=1

K7TYES_MAIZE

Histone H2A OS=Zea mays GN=Zm.16740 PE=3
Sv=1

B6T543_MAIZE

Histone H2A OS=Zea mays GN=Zm.6778 PE=2
Sv=1

AOA096QJIB5_MAIZE

Histone H2A OS=Zea mays GN=Zm.6778 PE=3
Sv=1

B6SJU3_MAIZE

Histone H2A OS=Zea mays PE=2 SV=1

B6SYW4_MAIZE

Histone H2A OS=Zea mays PE=2 SV=1

H2A_MAIZE

Histone H2A OS=Zea mays PE=2 SV=1

AOA096RQ70_MAIZE

Histone H2A OS=Zea mays PE=3 SV=1

B4F7S2_MAIZE

Jasmonate-induced protein OS=Zea
GN=L0OC100191141 PE=2 SV=1

mays

EMB5_MAIZE

Late embryogenesis abundant protein EMB564
0OS=Zea mays PE=2 SV=1

Q946V2_MAIZE

Legumin 1 OS=Zea mays GN=legl PE=2 SV=1

B4FU21_MAIZE

Myosin-like protein 0OS=Zea mays
GN=LOC100273257 PE=2 SV=1

B6SGP7_MAIZE

Non-specific lipid-transfer protein OS=Zea mays
GN=pltl PE=2 SV=1

NLTP_MAIZE

Non-specific lipid-transfer protein OS=Zea mays
PE=1 Sv=1

024583_MAIZE

Non-specific lipid-transfer protein OS=Zea mays
PE=2 SV=1

AOA096PWVO0_MAIZE

Non-specific lipid-transfer protein OS=Zea mays
PE=3 SV=1

COHHC4_MAIZE

Nucleoside diphosphate kinase OS=Zea mays
GN=LOC100381602 PE=2 SV=1

AODA096S8D2_MAIZE

Nucleoside diphosphate kinase OS=Zea mays
GN=LOC100381602 PE=3 SV=1
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B4FK49_MAIZE

Nucleoside diphosphate kinase OS=Zea mays
GN=L0OC100384342 PE=2 SV=1

AOA096T1S3_MAIZE

Nucleoside diphosphate kinase OS=Zea mays
GN=L0OC100384342 PE=3 SV=1

B6SI142_MAIZE

Oleosin OS=Zea mays GN=LOC100280594
PE=2 SV=1

B6SIZ2_MAIZE

Oleosin OS=Zea mays GN=LOC100280642
PE=2 SV=1

B4FJ41_MAIZE

Oleosin OS=Zea mays GN=Zm.2098 PE=2
Sv=1

OLEO1_MAIZE

Oleosin Zm-I OS=Zea mays GN=OLE16 PE=2
SvV=2

OLEO3_MAIZE

Oleosin Zm-Il OS=Zea mays GN=OLE18 PE=1
Sv=1

AOAO096RMO5_MAIZE

Polyadenylate-binding protein OS=Zea mays
GN=L0OC100381794 PE=3 SV=1

AOAO096RMO6_MAIZE

Polyadenylate-binding protein OS=Zea mays
GN=L0OC100381794 PE=3 SV=1

NLTP2_MAIZE

Probable non-specific lipid-transfer protein 2
OS=Zea mays PE=1 SV=1

K7W4Y6_MAIZE

Protein SUR2 OS=Zea mays GN=Zm.4051 PE=4
Sv=1

A3KLI1_MAIZE

RAB17 protein OS=Zea mays GN=rabl7 PE=2
Sv=1

K7TQC8_MAIZE

Seed maturation protein OS=Zea mays
GN=ZEAMMB73 789084 PE=4 SV=1

K7VDS4_MAIZE

Shrunkenl OS=Zea mays GN=SH-1 PE=4 SV=1

B6TJIX4_MAIZE

SnRK1-interacting protein 1 OS=Zea mays
GN=Zm.83376 PE=2 SV=1

K7VKB3_MAIZE

Squalene  monooxygenase OS=Zea mays
GN=pc0148653 PE=4 SV=1

Q5NKP6_MAIZE

Starch  synthase_  chloroplastic/amyloplastic
OS=Zea mays GN=9C20.5 PE=3 SV=1

K7V7C6_MAIZE

Starch  synthase_  chloroplastic/amyloplastic
OS=Zea mays GN=ZEAMMB73_617956 PE=3
Sv=1

K7W719_MAIZE

Starch  synthase  chloroplastic/amyloplastic
0OS=Zea mays GN=ZEAMMB73 617956 PE=3
Sv=1

B6UI15_MAIZE

Subtilisin-chymotrypsin inhibitor CI-1B OS=Zea
mays GN=LOC100286333 PE=2 SV=1

SUS1_MAIZE

Sucrose synthase 1 OS=Zea mays GN=SH-1
PE=2 SV=1

K7V5Z8_MAIZE

Sucrose synthase 0OS=Zea mays GN=SH-1
PE=3 SV=1

K7VDR8_MAIZE

Sucrose synthase 0OS=Zea mays GN=SH-1



86

PE=3 SVv=1

K7VR61_MAIZE

Sucrose synthase 0OS=Zea mays GN=SH-1
PE=3 Sv=1

TPIS_MAIZE

Triosephosphate isomerase_ cytosolic OS=Zea
mays PE=3 SV=3

ITRF_MAIZE

Trypsin/factor XIIA inhibitor OS=Zea mays PE=1
Sv=2

K7TJE4_MAIZE

Uncharacterized protein (Fragment) OS=Zea
mays GN=ZEAMMB73 295043 PE=4 SV=1

AOA096TBG1_MAIZE

Uncharacterized protein OS=Zea mays GN=elf*-
uaz7c01f12 PE=4 SV=1

COPGMS3_MAIZE

Uncharacterized protein OS=Zea mays GN=glbl
PE=2 SV=1

AOA096QZ47_MAIZE

Uncharacterized protein OS=Zea mays GN=glbl
PE=4 SV=1

ey O
COPDX9 MAIZE Unc_haracterized protfin _OS:Zea mays

- GN=LOC100274142 PE=2 SV=1
A s
Uncharacterized protein OS=Zea mays

AOA096RV00_MAIZE

GN=LOC100502218 PE=3 SV=1
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Uncharacterized protein 0OS=Zea  mays
K7W1LO_MAIZE GN=pco148653 PE=4 SV=1

Uncharacterized protein 0OS=Zea  mays
K7U1D3_MAIZE GN=ZEAMMB73_349181 PE=4 SV=1

Uncharacterized protein OS=Zea  mays
K7VSN3_MAIZE GN=ZEAMMB73_617956 PE=3 SV=1

Uncharacterized protein OS=Zea  mays
K7VF76_MAIZE GN=ZEAMMB73_617956 PE=4 SV=1

Uncharacterized protein OS=Zea  mays
K7TYS6_MAIZE GN=ZEAMMB73_637697 PE=4 SV=1

Uncharacterized protein 0OS=Zea  mays
K7V8Z7_MAIZE GN=ZEAMMB73_812864 PE=4 SV=1

Uncharacterized protein 0OS=Zea  mays
K7VGG6_MAIZE GN=ZEAMMB73_908707 PE=4 SV=1

Uncharacterized protein 0OS=Zea  mays
K7VXPO_MAIZE GN=ZEAMMB73_908707 PE=4 SV=1

Uncharacterized protein 0OS=Zea  mays
B6UH30_MAIZE GN=Zm.10151 PE=2 SV=1

Uncharacterized protein 0OS=Zea  mays
AOADSBRISA_MAIZE o\ =7m 123994 PE=4 SV=1

Uncharacterized protein 0OS=Zea  mays
COP8J4_MAIZE GN=Zm.124713 PE=2 SV=1

Uncharacterized protein 0OS=Zea  mays
K7TYS3_MAIZE GN=Zm.136630 PE=4 SV=1

Uncharacterized protein 0OS=Zea  mays
AOADSBTQEE_MAIZE o\ -7 138802 PE=4 SV=1

Uncharacterized protein 0OS=Zea  mays
AOADSBTQE7_MAIZE o\ -7 138802 PE=4 SV=1

Uncharacterized protein OS=Zea  mays
AOADSBTZIS_MAIZE — o\=7m 158494 PE=4 SV=1

Uncharacterized protein OS=Zea  mays
BAFFK9_MAIZE GN=Zm.162886 PE=2 SV=1
AOAO96TTU9_MAIZE gr&lc:h;‘r;a;fégfilzz 4prS°\t/e:';‘ OS=zea  mays
AOA096TTVO_MAIZE gﬁczhz""éa‘é?é'zzfia 4prS°\t/e:'£‘ OS=zea  mays
AOA096SS38_MAIZE grlllc:h;r:]agtlezrllz:eEci:4 Sp\)/r;)ieln OS=Zea  mays
AOA096QW22_MAIZ Uncharacterized protein 0OS=Zea  mays
E GN=Zm.32997 PE=4 SV=1

Uncharacterized protein 0OS=Zea  mays
K7UBO6_MAIZE GN=Zm.38902 PE=4 SV=1

Uncharacterized protein 0OS=Zea  mays
Q7M1z8_MAIZE GN=Zm.3896 PE=4 SV=1
AOA096PY91 MAIZE  Uncharacterized  protein  OS=Zea  mays
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GN=Zm.43695 PE=4 SV=1

AOA096PYI0_MAIZE grlllczhz""rmféggilzﬂlpg‘j;‘ OS=Zea  mays
AOA096UIZ3_MAIZE (Lérlllczh;r:]égﬂfse?:E:4prso\t/:; OS=Zea  mays
e nze S pn oo
s wnze s o oS e
AOA096SS17_MAIZE grlllczhzarﬁgféggeilzﬂpg’\tg;‘ OS=Zea  mays
AOA0965S18_ MAIZE grlllczhzarﬁgféggeilzﬂpg’\tg;‘ OS=Zea  mays
AOA0965S19_MAIZE grlllczhzarﬁgféggeilzﬂpg’\tg;‘ OS=Zea  mays

Uncharacterized protein OS=Zea mays

AOA096SS21_MAIZE

GN=Zm.94009 PE=4 SV=1

COPNL4_MAIZE

Uncharacterized protein OS=Zea mays GN=zp15

PE=2 SV:1_ _
AOA096TQ77_MAIZE g\r}(;qaracterlzed protein OS=Zea mays PE=3
AOAOB4J320_MAIZE g\r}(;qaracterized protein OS=Zea mays PE=3
AOA096PH50_ MAIZE g\r}(;qaracterized protein OS=Zea mays PE=4
AOA096PJI67_MAIZE g\r}(;qaracterized protein OS=Zea mays PE=4
AOA096PJIX3_MAIZE g\r}(;qaracterized protein OS=Zea mays PE=4
AOA096QQ56_MAIZE g\r}(;qaracterized protein OS=Zea mays PE=4
AOA096R830_MAIZE g\r}iqaracterized protein OS=Zea mays PE=4
AOA096SSG5_MAIZE g\r}iqaracterized protein OS=Zea mays PE=4
AOA096SY32_MAIZE g\r}iqaracterized protein OS=Zea mays PE=4
AOA096T6I3_MAIZE g\r}iqaracterized protein OS=Zea mays PE=4
AOA096TQD8_MAIZE g\r}iqaracterized protein OS=Zea mays PE=4

Uncharacterized protein OS=Zea mays PE=4

AOA096TZ44_MAIZE

Sv=1
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AOA096U527 MAIZE Uncharacterized protein OS=Zea mays PE=4

Sv=1
ZEAA_MAIZE Zein-alpha 19D1 OS=Zea mays PE=2 SV=1
Zein-alpha PZ19.1 (Fragment) OS=Zea mays
ZEAB_MAIZE PE=2 SV=1
ZEAZ MAIZE Zein-alpha PZ22.3 OS=Zea mays PE=2 SV=1
ZEAL_MAIZE Zein-alpha Z4 OS=Zea mays PE=3 SV=2

ZEB1_MAIZE Zein-beta OS=Zea mays PE=2 SV=1






