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RESUMO

Neste trabalho, objetivou-se o estudo de diferentes métodos de pré — tratamento para a fibra
de caju, bem como diferentes métodos de hidrdlise enzimdtica utilizando as enzimas
Viscozyme® L e Celluclast®. O pedinculo do caju € utilizado prioritariamente para a
extracdo do suco e preparacdo de polpa. De modo que o bagaco restante, muitas vezes é
descartado de maneira incorreta e acaba por contribuir para a poluicdo do ambiente. Visando
uma forma de utilizar esse bagaco descartado surgiu o interesse na aplicacdo enzimadtica na
fibra do caju. Atualmente existem diversas formas de hidrdlise, sendo a quimica a mais
comumente usada, entretanto esse tipo de hidrdlise gera residuos quimicos que sao agressivos
ao meio ambiente, a hidrolise enzimatica, por sua vez, utiliza enzimas que sdo biologicamente
degradaveis. No que diz respeito as andlises foram realizados testes de diferentes pré —
tratamentos com o intuito de tornar a fibra do caju mais disponivel, sendo o método de
autoclavagem o melhor sucedido. Realizou-se também comparacdes entre os valores de
massas obtidos apds a aplicacdo enzimdtica em diferentes condi¢des sendo o método de
aplicacdo com duas enzimas o que apresentou melhor resultado. Os liquidos obtidos apds os
pré — tratamento sem aplicacdo enzimdtica foram analisados por UPLC-MS, e apresentaram
em sua composi¢ao dcido gélico, dcido mdlico e dcido citrico. O liquido obtido apds a
aplicagdo enzimatica também foi analisado por UPLC-MS e apresentou, basicamente, acido

gdlico em sua composi¢ao.

Palavras-chave: Caju, hidrélise enzimatica, Viscozyme® L, Celluclast®, dcido gélico.



ABSTRACT

In this work, different pre-treatment methods were studied for the cashew fiber pretreatment,
as well as different enzymatic hydrolysis methods using the enzymes mixtures Viscozyme® L
and Celluclast®. The cashew peduncle is primarily used for the juice extraction and pulp
preparation, the remaining bagasse being often incorrectly disposed, contributing to
environmental pollution. So as to seek a way to use this discarded bagasse, it is thought that
one can use the enzymatic application in cashew fiber. Currently, several methods of
hydrolysis are applied, among which the chemical one, which is the most commonly used.
Nonetheless, the aforementioned method generates chemical residues that are aggressive to
the environment. The enzymatic hydrolysis, in contrast, uses biologically degradable
enzymes. Regarding the analyzes, different pretreatment methods were tested in order to
make the cashew fiber more available, being the autoclaving one the most successful.
Comparisons were made between the mass values obtained after the enzymatic application in
different conditions and the method of application with two enzymes, which presented the
best result. The liquids obtained after the pretreatment without enzymatic application were
analyzed by UPLC - MS and these had in their composition gallic acid, malic acid and citric
acid. The liquid obtained after the enzymatic application was also analyzed by UPLC-MS and

presented, basically, gallic acid in its composition.

Keywords: cashew, enzimatic hidrolysis, Viscozyme® L, Celluclast®, gallic acid.
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1. INTRODUCAO

O cajueiro (Anacardium occidentale) ¢ uma planta oriunda do nordeste brasileiro, e
possui em sua estrutura o caju. Este é constituido pela castanha (fruto verdadeiro) e pelo
pedinculo (pseudofruto). O cajueiro possui elevada capacidade adaptativa a solos de pouca
fertilidade, a locais com altas temperaturas e a pouca disponibilidade de d4gua. Por conta disso,
se tornou uma importante fonte de renda para os estados nordestinos (ARAUJO, 2018).

Nos dltimos anos, o estado do Ceard produziu 50% do total de castanha de caju
produzida no Brasil, sendo seguido pelos estados do Rio Grande do Norte (22%) e Piaui
(18%). O principal produto obtido a partir da castanha é a améndoa que se localiza em seu
interior. O pedunculo do caju, por sua vez, € processado por industrias e pequenas fabricas
para a obtencdo do suco ou da polpa congelada (ARAUJO, 2018). Entretanto, apés a obtengio
do suco ou da polpa, o bagaco do caju é descartado, muitas vezes de maneira incorreta,
contribuindo para a poluicdo do ambiente.

O caju contém carotendides e compostos fenolicos, que mesmo apds a extracdo do
suco continuam presentes no bagaco (RODRIGUES et al, 2009). Segundo Correia et al.
(2013), alguns estudos apontam a fibra de caju como um material lignoceluldsico de elevado
potencial, devido a presencga de agucares, fibras, proteinas e lipideos em sua composi¢do. O
aproveitamento dessa fibra permite a obtencdo de alimentos e biocombustiveis, de modo a
aumentar as possibilidades de utilizagdo do rejeito (apud ARAUJO, 2018).

Os materiais lignoceluldsicos sdo compostos por cadeias de celulose, hemicelulose e
lignina, de modo que essa composi¢do pode variar de acordo com a espécie do vegetal e o
tipo de crescimento deste (OGEDA & PETRI, 2010). De acordo com Zheng et al. (2009) a
hidrélise de biomassa lignocelulésica tem despertado bastante interesse devido a
disponibilidade em nivel mundial desse material e pelo elevado potencial para transformacao
em acgucares e, principalmente, em combustiveis alternativos, como o etanol. O uso do etanol
como substituto para a gasolina ou misturado com gasolina como 4dlcool anidro, apresenta
inimeras vantagens dentre elas a reducao de gases do efeito estufa (ROCHA, 2012).

Diversos métodos de hidrélise t€ém sido estudados, sendo a hidrdlise quimica um dos
mais utilizados, entretanto, com a aplicacdo desse método ocorre a geracdo de residuos
quimicos que também contribuem para a degradacdo do meio ambiente. Segundo Clemente
(2000), a hidrdlise enzimdtica apresenta uma série de vantagens quando comparada a hidrolise
quimica. Entre elas se pode citar o controle do grau de hidrélise, as condi¢cdes moderadas de

acdo, a disponibilidade comercial em larga escala e a formagdo minima de subprodutos
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(ROCHA, 2012). Como desvantagens temos os elevados custos do complexo enzimético e a
necessidade de realizacdo de um pré-tratamento eficaz para alcancar conversdes eficientes
(CGEE, 2005).

Nesse contexto, o presente trabalho foi desenvolvido com o interesse de utilizar o
bagaco de caju como biomassa para o processo de hidrélise enzimdtica, promovendo a
hidrélise em diversas condi¢des de modo a estabelecer a mais efetiva. E, além disso, comparar

diversos métodos de pré — tratamentos para a defini¢ado do melhor método.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Promover a hidrélise enzimdtica do bagaco de caju utilizando enzimas sob condi¢des

diferentes, de modo a verificar qual o melhor pré — tratamento para a atuagao das mesmas.

2.2 Objetivo especifico

v Comparar métodos de pré — tratamentos diferentes para a verificacdo de qual se
adequa melhor a fibra do caju.
v Comparar a eficiéncia das enzimas viscozyme L e celluclast na hidrélise.

v" Avaliar por UPLC-MS os compostos liberados apds a hidrélise enzimética.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Caju (Anacardium occidentale L.)

Figura 1.Estrutura do caju.

£ %4 L /AN

Fonte: Brasil escola.

Segundo Melo Filho (2002), o cajueiro (Anacardium occidentale L.) pertencente a
familia Anacardiaceae €, por sua vez, uma planta genuinamente brasileira visto que ja se
encontrava no nordeste brasileiro, quando chegaram os primeiros colonizadores portugueses,
que daqui espalharam suas sementes para Africa e Asia. O nome caju é origindrio da palavra
indigena acaiu que, em tupi, quer dizer "noz que se produz" (apud SA, 2012).

O cajueiro apresenta considerdvel capacidade adaptativa a solos de baixa fertilidade, a
temperaturas elevadas e a periodos de escassez hidrica. Por conta dessas caracteristicas, o
cajueiro se tornou uma importante fonte de renda para os estados do Nordeste, principalmente
para aqueles que possuem regides com clima semidrido, pois € capaz de sobreviver aos
periodos de seca. Além disso, por gerar frutos durante o periodo de escassez hidrica, a
exploracdo do cajueiro se torna uma importante fonte de empregos tanto no campo quanto nas
industrias (SERRANO & PESSOA, 2016).

O caju é composto por duas partes distintas, correspondendo em média a uma
distribuicdo em peso de 10% de castanha (fruto) e 90% de pedunculo (pseudofruto). Destas, €
o pedunculo que possui menor percentagem de aproveitamento (SILVA NETO, 2009).

Segundo o IBGE (2009), o Ceard desponta como o maior produtor de caju do
Nordeste: anualmente, o Estado colhe 104,421 mil toneladas. O pedinculo de caju, além de
ser consumido in natura, € considerado como uma boa fonte de renda, por poder ser utilizado
para a producdo de diversos produtos: sucos, doces, refrigerantes, vinhos, polpas e outros
produtos alimenticios. No entanto apenas o suco de caju integral possui alguma expressao

econOmica (apud SA, 2012).
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O caju apresenta uma composi¢do complexa, rica em vitaminas, taninos, sais minerais,
acidos organicos e carboidratos, o que o tornam um alimento importante. Por outro lado, a
oxidagao dos elevados teores de dcido ascorbico e substancias fendlicas sdo responsdveis por
causar sua alta perecibilidade, levando a formagdo de substincias que ocasionam o
escurecimento do suco e a formagdo de aromas e sabores estranhos (SA, 2012). Para Maia,
Sousa e Lima (2007), a composicdo quimica e fisico-quimica do pedinculo do caju pode
variar de acordo com alguns fatores, dentre eles a variedade, o solo e as condicdes climdticas

(apud SA, 2012).
3.2 Compostos fenoélicos

Segundo Antunes e Canhos (1984), antioxidantes s@o compostos que podem retardar
ou inibir a oxidacdo de lipidios ou outras moléculas, evitando o inicio ou a propagacdo das
reacoes de oxidacdo. A atividade antioxidante de compostos fendlicos € atribuida
principalmente as suas propriedades de 6xido-reducdo, que podem atuar de forma importante
na absor¢do e neutralizacdo de radicais livres (apud DEGASPARI & WASZCZYNSKY]J,
2004).

De acordo com Moreira e Mancini-Filho (2004), os antioxidantes podem ser divididos
em duas classes: os que apresentam atividade enzimética e os que ndo possuem essa atividade.
Na primeira classe encontram-se 0os compostos capazes de bloquear o inicio da oxidacdo, ou
seja, removem as espécies reativas ao oxigénio. Na segunda classe, estdo alocadas as
moléculas que interagem com as espécies radicalares e sdo consumidas durante a reacgdo.
Nesta segunda classe estdo inclusos os antioxidantes naturais e sintéticos como por exemplo
os compostos fendlicos (apud ANGELO & JORGE, 2007).

Os compostos fendlicos sdo estruturas quimicas que contém hidroxilas e anéis
arométicos, que podem estar organizados nas formas simples ou de polimero. A presenca das
hidroxilas ou dos anéis arométicos confere a essas moléculas o poder antioxidante. Quando
estdo presentes em vegetais podem se apresentar na forma livre ou complexada a agucares e
proteinas. Dentre essa classe de compostos, destacam-se os flavondides, os dcidos fendlicos,
os taninos e os tocoferéis como os mais comuns de fonte natural (ANGELO & JORGE,
2007).

Os compostos fendlicos podem ser encontrados de forma natural, principalmente, em
frutas citricas, como por exemplo o limd3o, a laranja e a tangerina. Podem também ser

encontrados em outros tipos de frutas como a uva, a ameixa, a ma¢d e o mamao, sendo
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encontrados majoritariamente na polpa da fruta (ANGELO & JORGE, 2007).

A vitamina C € o principal antioxidante encontrado no caju, entretanto, no peddnculo
existe uma grande quantidade de compostos fendlicos. Além desses, também sdo encontrados
outros compostos com capacidade antioxidante, como, por exemplo, os carotendides, os
flavondides, os 4dcidos fendlicos, os taninos e o acido anacardico (BRIOZINI et al, 2007).

A figura apresenta a estrutura do 4cido galico. Esse dcido € um dos componentes

taninos presente no peddnculo do caju.

Figura 2.Estrutura do 4cido gélico.

Q. -OH

HO OH
OH
Acido galico

Fonte: SBQ.

3.3 Materiais lignocelulésicos

Os materiais lignocelulésicos podem ser considerados uma matéria prima promissora
para a producdo de biocombustiveis. No Brasil existem diversas fontes de materiais
lignoceluldsicos, como por exemplo, o bagaco da cana — de — actcar, o bagaco do caju e a
palha do trigo que apresentam uma abundante fonte de carbono na forma de biomassa. Esses
materiais sdo constituidos por trés componentes basicamente: celulose, hemicelulose e lignina
(REIS, 2016).

Os rejeitos e os residuos agroindustriais, em sua maioria contém materiais
lignoceluldsicos. Esses rejeitos e residuos ganham destaque entre as biomassas disponiveis
pois apresentam uma elevada abundancia e cariter renovavel. Segundo Badhan et al. (2007),
os materiais lignoceluldsicos apresentam uma composi¢do média de 40% a 60% de celulose,
20% a 40% de hemicelulose e 15% a 25% de ligninas (apud REIS, 2016).

Uma grande parcela desses materiais € produzida pelas agroindustrias, industrias
alimenticias, indudstrias de madeiras dentre outras que acabam por contribuir com a poluicao

ambiental gerando residuos que sdo eliminados através da queima da biomassa ou como fonte
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de alimentacdo animal. Entretanto, a biomassa desperdicada pode ser utilizada como fonte
para obten¢do de biocombustiveis, produtos quimicos, fonte de energia para a fermentacio e

nutriente humano (BORTOLAZZO, 2011).

3.4 Pré-tratamento

O processo de hidrélise enzimético tem sido considerado um dos modos mais
interessantes para promover a conversao de celulose em glicose. Contudo, a biomassa que nao
€ submetida a algum tipo de tratamento torna-se resistente a este processo. Por conta disso,
processos de pré — tratamentos t€m sido desenvolvidos de modo a buscar melhorar a
digestibilidade da enzima (ROCHA, 2012).

Segundo Gray et al. (2006), o pré — tratamento tem como objetivo promover o
rompimento da parede celular da planta, de modo que a enzima tenha maior acesso aos
polissacarideos ali presentes (apud ROCHA, 2012). Para ser considerado efetivo, o pré —
tratamento deve apresentar algumas caracteristicas, como por exemplo, apresentar uma
digestibilidade elevada da celulose no processo de hidrdlise enzimdtica subsequente e
requerer um baixo custo operacional (ROCHA, 2012). A figura 3 apresenta a conformacao do

material lignoceluldsico antes e apds o pré — tratamento.

Figura 3.Conformagao do material lignoceluldsicos antes e depois do pré — tratamento.

Lignina
/ / Celulose

C/-. . .
X el

\ Hemicelulose

Fonte: Santos, F. A. et al. 2011.

O pré — tratamento, normalmente, € classificado de acordo com o efeito causado sob a

matéria — prima. No geral, os pré — tratamentos sao classificados como fisicos, quimicos,
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fisico-quimicos e biolégicos. Cada tipo de pré — tratamento apresenta algumas
particularidades, de modo que cada um deles difere entre si. Os pré — tratamentos fisicos
embora sejam simples apresenta um grande gasto de energia. Os pré — tratamentos quimicos e
fisico-quimicos apresentam determinada eficiéncia, contudo a produc¢do de inibidores é
elevada. Os bioldgicos, por sua vez, apresentam um elevado tempo de processo de modo a
tornarem-se invidveis para o uso industrial (ARAUJO, 2018).

No presente estudo, a fibra de caju foi submetida a trés diferentes pré — tratamentos:
agitacdo mecanica por meio de vortex, ultrassom e autoclavagem. De modo que, apds a
aplicacdo de cada um desses métodos de maneira individual, seja possivel analisar qual deles

apresenta o melhor resultado.

3.5 Hidrolise enzimatica

Segundo Sun e Cheng (2002), no processo de hidrélise enzimatica, a celulose é
degrada por enzimas celulases produzindo agucares redutores, como a glicose, que podem ser
fermentados por leveduras ou bactérias (apud ROCHA, 2012). Entretanto, como as celulases
sdo proteinas, elas ndo conseguem penetrar facilmente a barreira de lignina das células
vegetais, tornando o processo de hidrolise enzimatica mais dificil (RUEGGER & TAUK-
TORNISIELO, 2004). Por conta disso, faz-se necessario a aplicacdo de um pré — tratamento
para tornar a fibra do vegetal mais disponivel para a enzima.

As enzimas sdo catalisadores que possuem uma determinada eficiéncia catalitica e
especificidade possibilitando a diferenciacdo entre a reacdo e o substrato. Além disso, as
enzimas oferecem processos mais competitivos quando comparadas com os catalisadores ndao
— bioldgicos. Os processos que utilizam acdo enzimdtica apresentam uma diminuicdo de
tempo de processo, quantidade de residuos e nimero de etapas de reacdo. As enzimas
normalmente so obtidas a partir de vegetais, animais ou microrganismos (ARAUJO, 2018).

Segundo Sun e Cheng (2005), a hidrdlise enzimatica € conduzida em meio aquoso,
heterogéneo, através de enzimas celulases, que sdo altamente especificas. As celulases sdo
capazes de atuar sobre materiais celulésicos, promovendo a hidrélise dos mesmos. Essas
enzimas atuam em sinergia para a liberacdo de agucares, como a glicose (apud Reis, Carla L.

B., 2016).

3.6 Celulose, hemicelulose e lignina

A celulose estd presente em todos os vegetais desde os mais simples até os mais
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complexos e corresponde a, aproximadamente, 40% de toda reserva de carbono presente no
vegetal. E o constituinte mais abundante da parede celular do vegetal (OGATA, 2013).

A celulose é definida como um homopolissacarideo, pois é constituido apenas por
unidades de D — glicose unidas entre si por meio de ligacdes glicosidicas do tipo f1-4, que
fazem com que a celulose seja insoldvel em dgua. Sua estrutura pode ser linear ou fibrosa, nas
quais se formam diversas pontes de hidrogénio entre seus grupos hidroxilas, correspondentes
as ligacdes intermoleculares e intermoleculares entre as diferentes cadeias de glicose (REIS,

2016). A figura 4 apresenta a estrutura da celulose.

Figura 4.Estrutura linear da celulose.
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Fonte: adaptado de Gurgel, 2010.

As interacOes intermoleculares conferem rigidez a celulose. As interacOes
intramoleculares, por sua vez, formam as fibrilas, estruturas ordenadas que se unem formando
as fibras de celulose. Devido a presenca das fibrilas e da rigidez, a celulose torna-se altamente
resistente a hidrélise (REIS, 2016).

A hemicelulose, por sua vez, é constituida por cadeias ramificadas de actcares, cujas
unidades incluem aldopentoses (xilose e arabinose) e aldohexoses (glicose, manose e
galactose). A diversidade de ligacdes e de ramificagdes contribuem para a complexidade da
estrutura e suas variadas conformacgdes (REIS, 2016).

A hemicelulose, diferentemente da celulose, apresenta baixa massa molecular e nao
apresenta regides cristalinas, de modo a tornar-se mais suscetivel a hidrélise quimica em
condicdes amenas. No entanto, a fermentacdo dos aclcares pentosidicos ndao € tao
desenvolvida quanto nos processos envolvendo glicose (REIS, 2016).

A figura 5 apresenta os componentes das fracdes da hemicelulose.



Figura 5. Componentes da fracdo hemiceluldsica.
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A lignina, por sua vez, e um polimero fendlico que esta fortemente unido a celulose na

parede celular do vegetal. Devido a sua estrutura quimica, a lignina €, normalmente, mais

resistente a decomposicao bioldgica do que os outros biopolimeros que compdem os materiais

lignoceluldsicos. A taxa de decomposicio da lignina é mais lenta do que a da celulose e da

hemicelulose. Mesmo em quantidades menores que a celulose e a hemicelulose, a presenca

da lignina consegue retardar ou impedir a acdo microbiana sobre o material (REIS, 2016). A

figura 6 representa a estrutura da lignina.
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Figura 6.Estrutura da lignina.
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Fonte: Ferreira et al. 2009.

3.7 Viscozyme L e Celluclast

Viscozyme é um complexo multienzimatico obtido a partir de uma variedade
selecionada do fungo Aspergillus aculeatus. Esse complexo contém uma gama de
carboidrases incluindo arabanase, celulase, beta-glucanase, hemicelulase e xilanase. Ele
também decompde substancias semelhantes a pectina ramificadas encontradas nas paredes
celulares das plantas. A viscozyme atua, normalmente, reduzindo a viscosidade dos vegetais
de modo a melhorar o processo de extragio (NATIONAL CENTER FOR
BIOTHECNOLOGY EDUCATIONS).

Celluclast € produzido por uma cepa selecionada do fungo Trichoderma reesei. A
celluclast age catalisando a quebra da celulose em glicose, celobiose, e cadeias mais longas
de unidades de glicose. A celluclast também atua promovendo a redugdo da viscosidade dos
vegetais € promove um aumento do rendimento no processo de extracdo (NATIONAL

CENTER FOR BIOTHECNOLOGY EDUCATIONS).

3.8 Técnica de UPLC-MS
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Espectrometria de massas (MS) é uma técnica analitica na qual moléculas em uma
determinada amostra sdo convertidas em fons no estado gasoso, e em seguida sdo separados
no espectrometro de massas de acordo com sua razdo massa (m) sobre a carga (z), m/z
(WILSON & WALKER, 2010).

A espectrometria de massas é uma técnica instrumental muito abrangente que possui
diversas aplicagdes em diferentes dreas da quimica, biologia, ci€éncias médicas e tecnoldgicas
(CABRAL, 2010).

UPLC-MS / MS € uma técnica quimica capaz de combinar o método de separacao
fisica da cromatografia liquida com o método de andlise de massa da cromatogramametria de
massas. Essa técnica € usada para muitas aplicagdes que exigem alta sensibilidade e
seletividade. Sua aplicacdo, geralmente, é utilizada para a deteccdo geral e identificacao
potencial de substancias quimicas presentes em misturas complexas (WAGENINGEN, 2019).

A técnica de UPLC-MS/ MS tem usos qualitativos e quantitativos. Estes usos
incluem a identificacdo de compostos desconhecidos, a determinacdo da composi¢do isotépica
dos elementos de uma molécula e a determinacdo da estrutura de um composto pela
observacdo da sua fragmentacdo. Outros usos incluem quantificar a quantidade de um

composto em uma amostra (WAGENINGEN, 2019).
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4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1 Obtencao da amostra em pé da fibra de caju

Inicialmente partiu-se de 140 gramas da fibra do bagaco do caju que foi lavada através
de um sistema de soxhler por um periodo de uma semana, usando como solvente dlcool
etilico, para promover a retirada da gordura presente na fibra. Apds o periodo de lavagem, a
fibra foi posta para a secagem. Com a fibra seca realizou-se entdo o processo de moagem.

Apoés a moagem, a amostra em po foi pesada e obteve-se 57,89 gramas. O bagaco do

caju em po foi utilizado para todas as anélises.

4.2 Preparacao da solucio aquosa da enzima Viscozyme L

Para a preparacio da solucao enzimatica utilizou-se 860 pL de dgua destilada e 140 uLL

da enzima viscozyme L.

4.3 Preparacao da solucio aquosa da enzima Celluclast

Para a preparacdo da solucdo enzimatica utilizou-se 860 uL de dgua destilada e 140 uL.

da enzima celluclast.

4.4 Preparacao das amostras sem adi¢ao enzimatica

Pesou-se 1 grama do bagacgo de caju em p6 e, em seguida a amostra passou pelas

etapas apresentadas na figura abaixo:
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Figura 7.Fluxograma do processo sofrido pela amostra sem adi¢ao enzimatica.

Bagago do caju em po
(lg

20 mL de HaO destilada
| |

Autoclave Ultrassom Vortex
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Filtracio
Solido Liquido o
Liquido Rotoevaporagio e
Liofilizacio
Adiggio de etanol Centrifugacio
Liofilizacio
(1:3)
Liofilizacio

Solido

Fonte: Autora

Ap6s a adicdo de 20 mL de dgua, a amostra foi submetida aos processos de pré -
tratamento: autoclave, vortex ou ultrassom. As amostras que foram autoclavadas, o foram a
temperatura de 121°C e 1 atm por 20 minutos. As amostras que passaram pelo ultrassom
foram submetidas a essa técnica por 1 minuto a temperatura ambiente. As amostras que foram
submetidas ao vortex, o foram por 1 minuto a temperatura ambiente. Apds o pré — tratamento,
a amostra foi filtrada, o bagaco foi recolhido e liofilizado enquanto que ao filtrado, adicionou-
se etanol na propor¢ao de 1:3 ( 1 mL de dgua : 3 mL de etanol). A solucdo etandlica foi
guardada na geladeira por 24 horas para promover a precipitacdo da pectina. Apds esse
periodo, a solucdo foi centrifugada a 2000 rpm por 15 minutos, em seguida, a pectina foi
recolhida e liofilizada e o liquido foi rotoevaporado em um rotoevaporado Buchini, 4 40°C
aproximadamente. Apds a Rotoevaporacgdo, o liquido foi liofilizado. Esse procedimento foi

realizado em triplicata para todos os trés métodos de pré — tratamento.

4.5 Preparacao das amostras com adicao enzimatica

Pesou-se, aproximadamente, 1 grama do bagaco de caju em pd e, em seguida

adicionou-se 20 mL de 4gua e seguiu-se as etapas apresentadas no fluxograma 2.
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Figura 8.Fluxograma do processo sofrido pela amostra com adi¢do da enzima viscozyme L.
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(1:3)
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Fonte: Autora.
Apés a adigdo da dgua, a amostra foi submetida aos pré — tratamentos de

autoclavagem, ultrassom ou vortex nas mesmas condicdes das amostras descritas no item 4.4
acima. Apds o pré — tratamento, a mistura foi guardada na geladeira por 24 horas e, em
seguida, adicionou-se 100 uL da solu¢do enzimatica de viscozyme L. A mistura adicionada da
enzima foi agitada a 200 rpm em um shaker incubadora por 3 horas a 30°C. Ao final da
agitacdo, a mistura foi submetida aos mesmos processos descritos no item anterior. Esse

experimento foi realizado em triplicata para todos os métodos de pré — tratamento.

4.6 Preparacao das amostras por autoclavagem e adicdo da enzima Viscozyme L com
duracao de 6 horas

Pesou-se, aproximadamente, 1 grama da amostra do bagaco do caju em pod e
adicionou-se 20 mL de agua destilada. Em seguida, a mistura foi submetida ao processo de
autoclavagem por 20 minutos em uma temperatura de 121°C e pressao de 1 atm. Em seguida,
a mistura foi guardada na geladeira por 24 horas. Apds esse periodo de tempo realizou-se a
aplicagdo de 100 pL da solu¢do aquosa de viscozyme L. A mistura com a enzima foi
submetida a agitacdo de 200 rpm em um shaker por 6 horas a 30°C. Ao fim da agitacdo, a

mistura foi filtrada a vidcuo seguindo o mesmo processo descrito no item 4.4. O experimento
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foi realizado em triplicata.

4.7 Preparacao das amostras por autoclavagem e adicio das enzimas viscozyme L e
celluclast

Pesou-se, aproximadamente, 1 grama da amostra do bagago do caju em pd e
adicionou-se 20 mL de dgua destilada. Em seguida, a mistura foi submetida ao processo de
autoclavagem por 20 minutos em uma temperatura de 121°C e pressdao de 1 atm. A mistura
foi, entdo, guardada na geladeira por 24 horas. Apds esse periodo de tempo realizou-se a
aplicacdo de 100 pL da solugdo aquosa de viscozyme L. A mistura com a enzima foi
submetida a agitacdo de 200 rpm em um shaker por 3 horas a 30°C. Em seguida foi submetida
ao mesmo procedimento descrito no item 4.4. O experimento foi realizado 6 (seis) vezes.

ApOs 24 horas, a parte solida foi ressuspendida em 20 mL de dgua destilada. Em
seguida, adicionou-se 100 pL da solucdo enzimadtica de viscozyme L a trés das amostras.
Adicionou-se também 100 pL da solu¢do enzimdtica de celluclast a outras trés amostras. Em
seguida todas as amostras foram deixadas no shaker por 3 horas a 30°C e 200 rpm de
agitacdo. Ao final da agitacdo, as misturas foram submetidas novamente ao processo descrito

no item 4.4.

4.8 Preparacao das amostras para analise no espectrometro de massas

Para a andlise no espectrometro de massas, pesou-se 2 mg do liquido liofilizado das
amostras que passaram por agitacdo mecanica, ultrassom e autoclave, sem enzima e com a
enzima Viscozyme L durante 3 horas. Essa massa foi dissolvida em uma mistura de 1 mL de
agua : 1 mL de acetonitrila. Em seguida, filtrou-se 1 mL da mistura em um microfiltro de 13
mm com microporo de 0,22 um de didmetro, e entdo, as amostras foram analisadas no
espectrometro de massas quadrupolo tandem Xevo TQ-S acoplado ao sistema UPLC
ACQUITY H-Class, no modo negativo. O experimento foi feito em triplicata.

O sistema utilizado neste trabalho é composto por um sistema de bomba quaterndria,
amostrador automético com controle de temperatura, forno para colunas e espectrometro de
massas com analisador quadrupolo e tempo de voo (7of do inglés Time of Flight). Possui
duas fontes para ionizacao das amostras: ESI (Electrospray ionization) e APCI (Atmospheric
pressure chemical ionization). O controle do equipamento, a aquisi¢do € o tratamento dos

dados sdo realizados pelo software Masslynx (UFJF, 2019).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Comparacao dos valores de massas obtidos apos os processos de agitacio, ultrassom
e autoclavagem com e sem aplicacdo da enzima viscozyme L por 3 horas

Ap6s a liofilizagdo, todas as amostras foram pesadas e tiveram a média (u), o desvio
padrdo (o) e coeficiente de variacdo (CV%) associados a cada etapa calculados. Os valores
médios de massa encontrados para cada etapa encontram-se especificados nas tabelas 1 e 2
abaixo. Os valores especificos de cada triplicata, tanto para a tabela 1 quanto para a 2,

encontram-se €em anexo.

Tabela 1. Valores estatisticos de massas obtidos apds os pré - tratamentos sem aplicacdo enzimatica

Sem enzima

Técnica Peso inicial (g) Bagaco liofilizado (g) Pectina liofilizada (g)
yZi c CV (%) U o CV (%) U c CV (%)
Autoclave 1,0006 0,0001 0,0005 0,6396  0,0048 0,7537 0,1004 0,0078 7,7264
Ultrassom 1,0163 0,0074 0,0724 0,7656  0,0195 2,5512 0,0373 0,0009 2,4582
Vortex 1,0023  0,0003 0,0339 0,7699  0,0199 2,5824 0,0413 0,0024 5,7740

Fonte: Autora.

Tabela 2. Valores estatisticos de massa obtidos apds os pré - tratamentos com aplicacdo da enzima viscozyme por
3 horas seguidas

Com enzima

Técnica Peso inicial (g) Bagaco liofilizado (g) Pectina liofilizada (g)
U o CV (%) Y2} o CV (%) u c CV (%)
Autoclave 1,0004 0,0001 0,0094 0,4898 0,0145 2,9662 0,1112 0,0229 20,6103
Ultrassom 1,0004 0,0001 0,0125 0,6382 0,0127 1,9959 0,0100 0,0022 21,9545
Vortex 1,0004 0,0002 0,0170 0,6171  0,0115 1,8697 0,0084 0,0019 22,0849

Fonte: Autora.

Comparando inicialmente os valores apresentados na tabela 1 observou-se que o pré —
tratamento que apresentou melhor resultado foi o de autoclavagem, pois os valores de bagaco
liofilizado apds este tratamento foi o0 menor quando comparando com os outros dois métodos.

Comparando os valores de massa apresentados na tabela 2 observou-se que o pré —

tratamento de autoclavagem unido a aplica¢do da enzima viscozyme L apresentou o melhor
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resultado, pois os valores de massa de bagaco de caju liofilizados foram os menores.

Analisando as duas tabelas em conjunto percebeu-se que os valores de massa de
bagaco liofilizado obtidos apds o tratamento com a enzima viscozyme L foram menores do
que os valores de massa obtidos para o bagaco apds ser submetido apenas aos pré —
tratamentos. Os valores de pectina obtidos apds o tratamento enzimdtico também foram
menores do que os valores obtidos sem o tratamento, com exce¢do do pré — tratamento por
autoclavagem.

Diante dessas observacdes € possivel afirmar que a aplicagao enzimatica promove uma
digestdo na fibra, e modo a diminuir tanto a quantidade de bagaco restante quanto a de

pectina.

5.2 Comparaciao dos valores de massas obtidos apdés os processos de pré — tratamento,

com aplicacao da enzima viscozyme L por 6 horas

Apo6s serem liofilizadas, as amostras submetidas a aplicacdo enzimatica por 6 horas
foram pesadas e tiveram a média (u), o desvio padrdo (o) e coeficiente de variagdo (CV)
associados a cada etapa calculados. Os valores médios de massa encontrados para cada etapa
encontram-se especificados na tabela 3. Os valores de massa descriminados das triplicatas

encontram-se €em anexo.

Tabela 3. Valores estatisticos de massa obtidos apds autoclavagem com aplicagido da enzima viscozyme por 6
horas seguidas

Com enzima — 6 horas seguidas

Técnica Peso inicial (g) Bagaco liofilizado (g) Pectina liofilizada (g)
u o CV (%) u o CV (%) u c CV (%)
Autoclave | 1,0006  0,0001  0,0094 | 0,4875  0,0090 1,8371 0,0400 00134 334546

Fonte: Autora.

Analisando os valores obtidos na tabela 3 e comparando-os com os valores obtidos
para o pré — tratamento de autoclave mostrados na tabela 2 € possivel observar que as massas
de bagaco de caju liofilizado sofreram uma pequena diminui¢do. Entretanto essa diminui¢do
ndo foi significativa.

Os valores de pectina obtidos para o processo por 6 horas seguidas, apresentou valores
consideravelmente menores do que os obtidos para os processos sem enzima e com aplicacao

enzimatica por apenas 3 horas.
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5.3 Comparacao dos valores de massas obtidos apds os processos de pré — tratamento,

com duas aplicacoes enzimaticas e intervalo de 24 horas entre as aplicacoes

Ap6s serem liofilizadas, as amostras submetidas a aplicacdo enzimdtica por 3 horas
com intervalo de 24 horas foram pesadas e tiveram a média (u), o desvio padrdo (o) e
coeficiente de variacdao (CV) associados a cada etapa calculados. Os valores médios de massa
encontrados para cada etapa encontram-se especificados nas tabelas 4. Os valores

descriminados de cada triplicata encontram-se em anexo.

Tabela 4. Valores estatisticos de massa obtidos apds autoclavagem com aplica¢do de viscozyme L e celluclast por
3 horas seguidas com 24 horas de intervalo entre as aplicagdes

Duas aplicacdes enzimaticas com 24 horas de intervalo

Técnica Peso inicial (g) Bagaco liofilizado (g) Pectina liofilizada (g)
U c CV (%) | u c CV (%) U c CV (%)
Autoclave |4 6503 00001 00082 | 03459 00234 67633 0,0576 0,0006  9,6600
viscozyme L
+
viscozyme L 0,0010 0,0001 12,0698

Autoclave
viscozyme L
+

celluclast 0,0013 0,0005 41,1856

1,0004 0,0001  0,0094 0,3422  0,0176  5,1493 0,0434 0,0048 11,1507

Fonte: Autora.

Analisando inicialmente apenas os valores de massa de bagaco liofilizado obtidos e
comparando-os com os valores das tabelas 1, 2 e 3, respectivamente, tem-se que a presente
etapa em andlise apresentou os melhores resultados, dado que foram obtidos os menores
valores de massa.

Analisando a tabela 4 de maneira um pouco mais intensa, percebe-se que as amostras
que foram tratadas com a enzima viscozyme L e em seguida pela celluclast apresentaram uma
média de massa de bagaco um pouco menor do que as amostras que foram tratadas com
viscozyme L e em seguida com viscozyme L novamente. Contudo, essa diferenga ndo foi
significativa.

Partindo agora para a andlise da pectina liofilizada, na tabela 4 tem-se que a primeira
linha das estatisticas corresponde aos valores obtidos apds a primeira aplicacdo enzimatica, e
a segunda linha corresponde aos valores obtidos apds a segunda aplicacdo enzimadtica. As
massas de pectina liofilizada obtidas apds a primeira aplicacdo enzimadtica apresentaram uma
diminuicdo quando comparados com os valores obtidos apds a aplicacdo da enzima

viscozyme L por 3 horas seguidas apresentado no item 5.1. Em contra partida os valores de
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pectina da tabela 4 sdo maiores do que os obtidos apds a aplicacdo de viscozyme L por 6
horas seguidas.

Os valores médios de massa de pectina liofilizada obtidos apds a segunda aplicagdo
enzimatica para ambos os casos estudados nesse item sdo bem préximos, de modo que ndo se
pode observar uma diferenca significativa entre a aplicagdo de viscozyme ou celluclast.
Assim, € necessdrio realizar um novo estudo para verificar se a enzima celluclast apresenta

resultados melhores do que a viscozyme L.

5.4 Anélise comparativa dos diferentes métodos de hidrdlise aplicados

A tabela 5 apresenta de maneira mais visual todos os valores médios de massa inicial
de bagaco de caju que foram pesadas para a realizacdo dos experimentos, de bagaco de caju
liofilizado e de pectina liofilizada obtidas apds o final de cada processo, tendo como pré —
tratamento a autoclavagem. Os valores descriminados para todas as replicatas encontram-se

€m anexo.

Tabela 5. Valores estatisticos de massa obtidos apds o pré - tratamento de autoclave com e sem aplicagdo
enzimdtica

Autoclave

Peso inicial (g) Bagaco liofilizado (g) Pectina liofilizada (g)
u o CV (%) u o CV (%) u c CV (%)

Técnica

Sem enzima | 1,0006 0,0001 0,0005 0,6396  0,0048 0,7537 0,1004 0,0078 7,7264

Enzima

Vis?’ci)lzyme 1,0004 0,0001 0,0094 0,4898 0,0145 2,9662 0,1112  0,0229 20,6103
(3 horas

seguidas)

Enzima

Vi(sécﬁzyme 1,0006 0,0001 0,0094 0,4875  0,0090 1,8371 0,0400 0,0134 33,4546
oras

seguidas)

viscozyme L
. + 1,0003 0,0001 0,0082 0,3459 0,0234 6,7633 0,0576 0,0006 9,6600
viscozyme L
(3 horas
seguidas e 24 0,0010  0,0001 12,0698
horas de
intervalo)

viscozyme L
+
celluclast
(3 horas

seguidas e 24 0,0013  0,0005 41,1856
horas de

intervalo)

1,0004 0,0001 0,0094 0,3422  0,0176 5,1493 0,0434 00,0048 11,1507

Fonte: Autora
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Assim, € possivel realizar uma melhor comparacio entre os valores obtidos apds os
diferentes métodos de aplicacdo enzimdtica. Comparando todos os valores de bagaco
liofilizado tem-se que o método que apresentou o menor valor, ou seja, o método no qual
houve melhor digestdo enzimadtica foi o de aplicacdo enzimatica por 3 horas com intervalo de

24 horas utilizando duas enzimas.

5.5 Analises realizadas por UPLC-MS

Ap06s a anélise no UPLC-MS foram obtidos cromatogramas para a as amostras de pré
— tratamento sem aplicacdo de enzima e com aplica¢do enzimadtica da solucdo de viscozyme L

por 3 horas.
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Figura 9.Cromatograma obtido para as amostras apds pré — tratamento sem aplica¢@o enzimadtica (cima) e com
aplicacdo da enzima viscozyme por 3 horas seguidas (baixo).

A_A A id Ali
UPLC-QToF_10221 €1do malico 1: TOF MS ES-
- 0.98 BPI
e 642
0.85
0.73
0.88
LIRS Acido citrico ~ Acido gilico
i 1.04 / l
1.09
1.75
5 1 1 ] T T T T T 1] L 1 T T T T T T 1 1 1
0.40 0.60 0.80 1.00 1.20 1.40 1.60 1.80 2.00 2.20
UPLC-QToF_10230 1: TOF MS ES-
0.85 BPI
o 1.80e3
=
Acido gilico
0.73
0 T T T T T T
0.40 0.60 0.80

Fonte: Autora.

Na tabela 6 estdo sumarizados os compostos representados na figura 9 identificados na
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amostra submetida ao pré — tratamento de autoclavagem sem adi¢cdo enzimatica

(cromatograma de cima).

tabela 6. Compostos identificados por UPLC-MS na amostra submetida ao pré - tratamento de
autoclavagem sem adi¢do enzimatica.

Pico TR [M-H  [M-HJ mfi‘:;? dos Férmula ppm  Nome oo o .
N° min observado calculado p(MS /MS) Empirica (erro) Provavel
1 098 1330132 133,0137 _ C.Hs0s 38  Acido Spinolaet

malico al, 2015

2109 1910188 1910192 1110114 CeH,0; 2,1  “cido Spinolaet

citrico al, 2015
3175 1690136 1690137 1250254 CsH;0s .06  ‘cido Flamini,
gdlico 2013

Fonte: Autora.

No cromatograma de cima observa-se a presenca de um pico no tempo de retencao de
1,75, com m/z 169,01 que, segundo Flamini (2013) representa o dcido gélico. Além disso,
observa-se a presenga de um pico no tempo de retencdo de 1,09 com m/z de 191,01 e
fragmento em m/z 111, que segundo Spinola et al (2015) representa o 4cido citrico. De acordo
também com Spinola et al (2015), o pico observado no tempo de retencao de 0,98 com m/z
133,01 corresponde ao dcido mélico. Os pré — tratamentos de vortex e ultrassom apresentaram
cromatogramas semelhantes ao do autoclave.

O cromatograma debaixo apresenta um pico no tempo de retencdo de 1,73 que,
segundo Flamini (2013) indica a presenga de 4cido gélico, m/z 169. Observa-se que nao ha
nenhum pico evidente na regido de 1,09, indicando que talvez ndo aja a presenga de uma
quantidade considerdvel de 4cido citrico apds a aplicagdo enzimdtica. O pico em 0,93
representando o 4cido mdlico também ndo aparece de forma evidente, indicando que a
quantidade desse acido apds a aplicacdo enzimatica tenha diminuido. Os cromatrogramas
para os pré — tratamentos de ultrassom e vortex com aplicacdo enzimdtica apresentam perfil
semelhante.

Comparando os dois cromatogramas obtidos percebe-se que aparentemente, o pico
referente ao 4cido gélico sofreu uma diminuicdo apds passar pelo processo de hidrdlise.
Realizou-se entdo uma comparacdo entre os valores de drea de pico de dcido gélico presentes

nas amostras com e sem aplicacdo enzimdtica com o intuito de verificar qual processo
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apresenta maior quantidade de 4cido galico.
O gréfico abaixo apresenta a comparacao da drea dos picos de dcido gélico apds os pré

— tratamentos com e sem aplicacao enzimatica.

Figura 10.Comparacio das areas dos picos de 4cido galico em diferentes processos.

150 1
100 1 Legenda
L1
E . Com Enzima
Sem Enzima
50 1
. -
Autoclave litrassom Yortex
Técnica

Fonte: Autora.

Comparando as areas percebe-se que apds o pré — tratamento de autoclavagem com
aplicacdo enzimatica e sem aplicacdo, o dcido gélico aparece em maior quantidade, ou seja, a
autoclavagem conseguiu retirar a maior quantidade de 4cido gédlico da parede celular do caju.
Percebe-se também que apds processo de hidrdlise enzimdtica, ocorre uma diminuicdo dos
valores de dcido galico para todos os pré — tratamentos.

As mesmas analises comparativas foram feitas para o dcido malico e o &cido citrico,
contudo, ndo foi encontrado valor relevante de drea para essas substancias, indicando que

provavelmente, a enzima as degradou.
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6. CONCLUSAO

Levando em consideragdo a massa de bagaco obtido apds liofilizacdo do material
resultante dos pré-tratamentos (autoclave, ultrassom e vortex), pode-se concluir que o
processo de autoclavagem foi o mais eficiente, sendo, desta forma, utilizado como pré-
tramento padrdo do bagaco de caju em po.

A andlise comparativa dos trés pré-tratamentos com e sem o uso da enzima viscozyme
L comprovou que o processo enzimdtico foi mais eficiente na redu¢do da massa de bagago
residual liofilizado (16,6% a 23,4%). O melhor resultado obtido ocorreu no pré-tratamento
com autoclavagem/viscozyme L, onde houve uma redug¢do de massa de bagaco de
aproximadamente 23,4%.

A modificacdo do tempo de atuacdo da enzima no processo de quebra do bagago de
caju em po, de trés para seis horas, ndo apresentou diferenca estatistica na massa de bagaco
obtida ao final do tratamento. Assim, pode-se concluir que no periodode trés
horas degradacdo enzimdtica méxima do bagaco de caju foi alcancada. Estudos variando a
concentracdo de enzima tornam-se necessarios para otimizagao do processo.

A utilizacdo de dois tipos diferentes de enzimas concomitantemente (viscosyme L e
celluclast) também foi avaliado em relagdo ao uso de apenas um tipo de enzima (viscozyme
L). Com resultados semelhantes estatisticamente, pode-se concluir que o uso de somente uma
enzima torna o processo mais pritico e com a mesma eficiéncia.

Com a aplicacdo da técnica UPLC-MS foi possivel identificar os componentes
principais da fracdo liquida apds os pré-tratamentos sem adicdo de enzima como sendo o
acido gdlico, o 4cido mélico e o dcido citrico. Constatou-se também que apds a aplicacdo
enzimatica, apenas o dcido gdlico continua presente de maneira significativa, mas em

quantidade consideravelmente reduzida quando comparado aos pré-tratamentos normais.
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Tabela I. Valores de massas descriminados de todas as triplicatas realizadas para os métodos
de pré — tratamento sem aplicacdo enzimdtica

Sem Enzima

Técnica Amostra Peso Inicial (g) Bagaco Liofilizado (g) Pectina Liofilizada (g)
A 10172 0,7689 0,0361
B 1,0154 0,7402 0,0383
Ultrassom C 1,0164 0,7877 0,0376
o e Y c CV(%) H o CV(%) H c CV(%)
Estatisticas | | 163 00074 00724 | 07656 00195 25512 | 0,0373 00009 24582
A 1,0007 0,6399 0,1024
B 1,0006 0,6336 0,1088
Autoclave C 1,0007 0,6454 0,0901
o s Y c CV(%) H o CV(%) H c CV(%)
Estatisticas | | 506 00001 0.0005 | 06396 00048 07537 | 0.1004 00078 77264
A 1,0028 0,7465 0,0409
B 1,0022 0,7951 0,0386
Vortex C 1,0020 0,7681 0,0444
e H o CV(%) H c CV(%) y7i o CV(%)
Estatisticas | | 1503 00003 00339 | 07699 00199 25824 | 0.0413 00024 57740

Tabela II. Valores de massas descriminados de todas as triplicatas realizadas para os métodos
de pré — tratamento com aplicacdo enzimatica.

Com Enzima

Técnica Amostra Peso Inicial (g) Bagaco Liofilizado (g) Pectina Liofilizada (g)
A 1,0004 0,6537 0,0086
B 1,0002 0,6225 0,0131
Ultrassom C 1,0005 0,6384 0,0083
. P o CV(%) P o CV(%) P o CV(%)
Estatisticas | | 5001 00001 00125 | 06382 00127 19959 | 00100 00022 219545
A 1,0003 0,5102 0,1410
B 1,0003 0,4814 0,0853
Autoclave C 1,0005 0,4777 0,1072
. P o CV(%) P o CV(%) P o CV(%)
Estatisticas | | 5001 00001 00094 | 04808 00145 29662 | 01112 00229 20,6103
A 1,0006 0,6017 0,0097
B 1,0002 0,6295 0,0098
Vortex C 1,0005 0,6200 0,0058
oy Yy o CV(%) /] G CV(%) u o CV(%)
Estatisticas | | 5001 00002 00170 | 06171 00115  1.8697 | 0.0084 00019 22,0849

Tabela III. Valores de massas das triplicatas realizadas para o experimento com aplicacao
enzimdtica com duracdo de 6 horas seguidas.

Com Enzima — 6 horas seguidas

Técnica Amostra Peso Inicial (g) Bagaco Liofilizado (g) Pectina Liofilizada (g)
A 1,0005 0,4912 0,0271
B 1,0007 0,4962 0,0584
Autoclave

C 1,0005 0,4752 0,0344

M o CV(%) H o CV(%) Y2 o CV(%)

Estatisticas
1,0006 0,0001 0,0094 0,4875 0,0090 1,8371 0,0400 0,0134 33,4546
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Tabela I'V. Valores de massas descriminados para as replicatas obtidos apds o experimento
com aplicacdo de enzimas diferentes.

Com Enzima — 3 horas com intervalo de 24 horas

Técnica Amostra Peso Inicial (g) Bagaco Liofilizado (g) Pectina Liofilizada (g)

A 1,0003 0,3783 0,0528 0,0009

Autoclave B 1,0004 0,3357 0,0546 0,0012

viscozyme L C 1,0002 0,3238 0,0654 0,0010
+ M b CV(%) M c CV(%) H c CV(%)
viscozyme L Estatisticas | 1,0003 0,0001  0,0082 | 0,3459 0,0234 6,7633 0,0576 0,0006 9,6600
0,0010 0,0001 12,0698

A 1,0002 0,3623 0,0498 0,0012

Autoclave B 1,0003 0,3450 0,0423 0,0020

viscozyme L C 1,0006 0,3194 0,0381 0,0007
+ M c CV(%) M c CV(%) " c CV(%)
Celluclast Estatisticas | 1,0004 0,0001  0,0094 | 0,3422 0,0176 5,1493 0,0434 0,0048 11,1507

0,0013 0,0005 41,1856




