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Resumo — O objetivo deste trabalho foi determinar as variaveis que influenciam a producgao simultanea de celulases
e xilanase por Aspergillus aculeatus URM 4953 e A. phoenicis URM 4924, com uso de bagaco de cana-de-agucar
como substrato. As variaveis avaliadas foram pH inicial, tempo de cultivo, concentra¢do do substrato, agitagao,
concentragdo do indculo, temperatura, tipo de bagago de cana-de-actcar e espécie de Aspergillus. Foi utilizado
o planejamento fatorial fracionario 284, com trés repeticdes no ponto central. Todas as varidveis analisadas
influenciaram a produgao de pelo menos uma das enzimas. As maiores atividades enzimaticas observadas foram:
celulases totais, 0,45 Ul mL"'; endoglucanase, 0,60 Ul mL'; exoglucanase, 0,17 U mL"!; celobiase 6,42 Ul mL";
e xilanase, 30,05 U mL"'. As melhores condi¢des para producdo das enzimas foram: pH 6,0; tempo de cultivo
de 168 horas; bagago de cana-de-agtcar residual como substrato; e 4. aculeatus URM 4953, que produziu as
celulases e a xilanase simultaneamente. As variaveis que influenciam a produgdo simultanea das celulases e
xilanase sdo pH, tempo de cultivo, tipo de bagaco de cana-de-agucar e espécie de Aspergillus.

Termos para indexagdo: Aspergillus aculeatus, Aspergillus phoenicis, bagaco de cana-de-agucar, celobiase,
endoglucanase, exoglucanase.

Variables that influence the production of cellulases
and xylanase by Aspergillus species

Abstract — The objective of this work was to determine the variables that influence the simultaneous production
of cellulases and xylanase by Aspergillus aculeatus URM 4953 and A. phoenicis URM 4924, using sugarcane
bagasse as substrate. Initial pH, cultivation time, substrate concentration, agitation, inoculum concentration,
temperature, sugarcane bagasse type and Aspergillus species were the variables evaluated. It was used the 2%+
fractional factorial design, with three replicates in the central point. All analysed variables influenced at least one
of the enzyme production. The highest enzymatic activities were: total cellulases, 0.45 Ul mL-'; endoglucanase,
0.60 UI mL"; exoglucanase, 0.17 U mL"'; cellobiase, 6.42 Ul mL"'; and xylanase, 30.05 U mL"'. The best
conditions for enzyme production were: pH 6.0; cultivation time of 168 hours; residual sugarcane bagasse
as substrate; and A. aculeatus URM 4953, which produced simultaneously all the cellulases and xylanase.
The variables that influence the simultaneous production of cellulases and xylanase are pH, cultivation time,
sugarcane bagasse type, and Aspergillus species.

Index terms: Aspergillus aculeatus, Aspergillus phoenicis, sugarcane bagasse, cellobiase, endoglucanase,
exoglucanase.

Introduciao

O bagago de cana-de-agucar, um dos mais abundantes
subprodutos derivados da industria sucroalcooleira, ¢
um residuo fibroso do colmo, remanescente do processo
de obteng¢ao do caldo de cana para produgado de agticar
e alcool. Ao ser hidrolisado, o produto apresenta uma
fase liquida, constituida principalmente de glicose e
xilose, entre outros actcares (Bocchini et al., 2005).

O bagago de cana-de-agucar tem sido utilizado
como substrato para o cultivo de grande numero de
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microrganismos, inclusive bactérias, leveduras e fungos
filamentosos. Entretanto, esses ultimos tém sido os
mais utilizados, em razdo da quantidade de enzimas e
do enriquecimento proteico produzidos por eles. Tem-
se comprovado que a bioconversao do bagago pode
ser economicamente vantajosa em casos como o da
producdo de enzimas (Pandey et al., 2000). O bagaco
tem sido utilizado como substrato para producao de
celulases e xilanase por varias espécies de Aspergillus,
inclusive A. niger e A. phoenicis (Pandey et al., 2000;
Sanchez, 2009).
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As celulases secretadas por fungos filamentosos
sao formadas por trés componentes principais: as
exoglucanases ou celobiohidrolases, as endoglucanases
ou celodextrinases, ¢ as celobiases ou -glicosidases,
essas ultimas nao sdo consideradas como celulases
legitimas, mas desempenham um importante papel na
hidrolise da celulose (Martins et al., 2008).

Para a hidrolise da celulose, a acdo conjunta
das enzimas endo-exo ocorre da seguinte forma:
exoglucanases funcionam como exoenzimas que agem
no final das cadeias e liberam celobiose como principal
produto; endoglucanases agem de forma aleatdria ao
longo da cadeia e produzem novos sitios para agio
das exoglucanases; e as (-glicosidases completam o
processo por meio da hidrélise da celobiose e outros
oligossacarideos curtos a glicose (Martins et al., 2008).
Também as celulases totais, conhecidas como enzimas
do papel de filtro — FPase (Ghose, 1987) —, consistem
de endoglucanases, exoglucanases e [-glicosidases
(Zhang et al., 2006).

As xilanases possuem um importante papel na
hidrolise do bagaco de cana por hidrolisar xilana,
polissacarideo formado por unidades monoméricas
de xilose, que ¢ um dos principais constituintes da
hemicelulose (Heck et al., 2002; Dumitriu, 2005).

O uso do bagaco de cana-de-agticar pode tornar
viavel e reduzir o custo da producao de celulases e
xilanase. No entanto, as condi¢des operacionais para a
fermentagdo precisam ser otimizadas para a produgio
maxima na tecnologia industrial. O método classico
de otimizacdo consiste em mudar uma determinada
variavel fixa e manter as demais fixas, o que ¢
trabalhoso, consome tempo, especialmente quando se
avalia um grande numero de varidveis, e pode levar
a resultados incertos e conclusdes imprecisas. Essas
limitagcdes podem ser superadas com a utilizacdo do
planejamento fatorial, que possibilita a consideragao
dos efeitos dos fatores simultaneamente, o que otimiza
a atividade da enzima e permite a realizagdo de um
numero minimo de experimentos (Heck et al., 2005;
Alam et al., 2008). Assim, planejamentos fatoriais tém
sido utilizados como técnicas confiaveis para o estudo
da influéncia de multiplos fatores na produgdo de
enzimas (Silva et al., 2009).

O objetivo deste trabalho foi determinar variaveis que
influenciam aproducao simultanea de celulases e xilanase
por A. aculeatus URM 4953 e A. phoenicis URM 4924,
com uso do bagaco de cana-de-ac¢ticar como substrato,
por meio de planejamento fatorial fracionario.

Material e Métodos

As linhagens de Aspergillus foram obtidas da
Colecdo de Culturas Micoteca URM (University
Recife Mycology) da Universidade Federal de
Pernambuco, Recife, PE: A. aculeatus URM 4953 ¢
A. phoenicis URM 4924, As culturas foram mantidas em
tubos que continham agar extrato de malte esterilizado,
incubados a 30°C por 30 dias.

O bagaco de cana-de-agucar residual (BCR),
procedente do processo industrial para obtencdo do
caldo de cana-de-agucar, e o bagago de cana-de-acticar
cru (BCC) foram cedidos pela Usina Ipojuca, Ipojuca,
PE. A principal diferenga entre o BCR ¢ o BCC ¢ que
o primeiro é processado industrialmente, enquanto o
BCC ¢ obtido pelo método da compressdo em uma
moenda elétrica doméstica.

Ambos os tipos de bagacos, lavados com agua
potavel e destilada, foram secos e moidos em
processador de alimentos doméstico Walita Master Plus
(Philips, Varginha, Brasil). O meio de cultivo utilizado
para a produc@o de celulases e xilanase apresentou a
seguinte composi¢do: 0,2 g L' de KH,PO,; 0,13 gL!
de (NH,4),SO,; 0,03 g L' de CO(NH,),; 0,03 g L
de MgSO,7H,0; 0,03 g L' de CaCl,; 0,5 mg L' de
FeSO,7H,0; 0,156 mg L' de MnSO,-H,0; 0,14 mg L"!
de ZnSO,7H,0; 0,14 mg L' de CoCl, (Martins et al.,
2008); e BCR ou BCC como substrato, nos niveis
experimentais (Tabela 1).

O indculo foi obtido de uma cultura em agar e
extrato de malte por sete dias, de ambas as espécies
de Aspergillus. Os esporos foram suspensos em
solugdo de Tween 80 (0,01%) e inoculados em 50 mL
do meio de cultivo contido em tubos de Erlenmeyer
com capacidade para 250 mL. A concentracdo final de

Tabela 1. Matriz estatistica do planejamento fatorial
dos niveis das varidveis experimentais para produgdo de
celulases e xilanase por Aspergillus aculeatus URM 4953 e
A. phoenicis URM 4924.

Variaveis -1 Ponto Central +1

pH 6 7,0 8
Concentragio de substrato (% p/v) 0,5 1,0 1,5
Concentragio do inoculo (esporos mL™") 10? 10° 10*
Linhagem A. phoenicis  Cultura mista A. aculeatus
Substrato BCC™ Mistura 1:1 BCR®
Tempo de cultivo (horas) 72 120 168
Agitagdo (rpm) 0 90 180
Temperatura (°C) 30 35 40

(MBagago de cana-de-agucar cru. ®Bagaco de cana-de-agucar residual.
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esporos foi obtida de acordo com os trés niveis desta
variavel (102, 10° e 10* esporos por mL) (Tabela 1).
Os cultivos foram mantidos em agitador orbital, em
diferentes rotag¢des, temperatura ¢ tempo de cultivo
(Tabela 1) e, apos esse periodo, foram centrifugados
(5.000 g), e o sobrenadante obtido foi utilizado como
extrato enzimatico.

O extrato enzimatico foi usado para determinar
as atividades das celulases totais, endoglucanase,
exoglucanase, celobiase e xilanase, bem como para
dosar a quantidade de proteinas totais, com uso do
kit para dosagem de proteinas micro BCA (Thermo
Scientific, Rockford, EUA).

A atividade de celulases totais (FPase) foi determinada
com uso do papel de filtro Whatmann n°1 (Sigma-
Aldrich, Maidstone, Inglaterra) como substrato;
a de endoglucanase foi determinada com uso de
carboximetilcelulose - CMC  (Sigma-Aldrich,
St. Louis, EUA); e a atividade de celobiase foi avaliada
com uso de kit comercial de glicose oxidase (Labtest,
Lagoa Santa, Brasil), conforme Ghose (1987), com uso
da celobiose (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha)
como substrato. A atividade de exoglucanase foi
determinada pelo método de Mawadza et al., (2000)
modificado, tendo-se incubado 250 pL do extrato
enzimatico com 500 pL de solugdo 1% (p/v) de celulose
microcristalina Sigmacell type 50 (Sigma-Aldrich,
St. Louis, EUA), em solugdo tampao citrato
(50 mmol L', pH 5,0) a 50°C durante 2 horas.
A atividade xilanolitica foi determinada de acordo com
Bailey et al. (1992), com uso de xilana de endoderma
de aveia (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha)
como substrato. Em razdo de o meio de cultivo conter
agucares redutores que poderiam interferir no resultado
das atividades enzimaticas, o controle foi realizado
com adic¢do do reativo DNS para inativacao da enzima
(Miller, 1959), antes da incubagdo desta com seu
respectivo substrato.

Para todas as atividades enzimaticas, a unidade
determinada foi a quantidade de enzima necessaria para
liberar 1 umol de glicose ou xilose por minuto de reagao,
conforme a enzima avaliada. As atividades enzimaticas
foram expressas em atividade volumétrica (U mL™")
e atividade relativa (percentagem da atividade
volumétrica do ensaio em que a enzima apresentou
maior atividade), para comparagao dos resultados entre
as enzimas estudadas.
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A fim de obter maiores niveis de producdo de
celulases e xilanase por 4. aculeatus URM 4953 ¢
A. phoenicis URM 4924, foi necessario estudar e variar
consideravelmente as condigdes de cultivo. A selecao
das variaveis foi realizada com base em dados ja
descritos na literatura (Bocchini etal., 2002; Alametal.,
2008; Martins et al., 2008). Foram estudados niveis de
oito variaveis na producao de celulases: pH, tempo de
cultivo, concentra¢do do substrato (% p/v), agitagdo
(rpm), concentragdo do indculo, temperatura, tipo do
bagaco de cana-de-acucar e linhagens de Aspergillus
isoladas e em cultura mista (Tabela 1).

No modulo de andlise e planejamento de
experimentos do programa Statistica 8.0 (Statsoft INC,
2008), foi obtido um planejamento fatorial fracionario
284, que resultou em 16 ensaios diferentes entre si e
trés repetigdes no ponto central (ensaios 17 a 19), o que
totalizou 19 ensaios por meio da distribui¢ao dos niveis
das variaveis experimentais (Tabela 2). A atividade
relativa das enzimas celulases totais, exoglucanase,
endoglucanase, celobiase e xilanase foi obtida como
varidveis resposta e analisadas no programa Statistica
8.0 (Statsoft INC, 2008), no moédulo de analise dos
componentes principais. A determinagdo dos efeitos
das variaveis e a significancia dos coeficientes de
regressao foram determinadas pelo teste t de Student.

Resultados e Discussao

A atividade de celulases totais (L) ndo foi detectada
no ensaio 10 (Tabela 2). As mais altas atividades de
celulases totais (0,45 ¢ 0,27 Ul mL") foram obtidas
no menor pH (6,0) e no maior tempo de cultivo
(168 horas) com o BCR, como substrato para a
produgdo da enzima, e A. aculeatus URM 4953. Todas
as variaveis foram significativas (p<0,05), exceto a
concentracdo de substrato, porém as variaveis pH (X,),
linhagem (X,), tipo de bagago (Xs) e tempo de cultivo
(X) apresentaram os maiores efeitos (Tabela 3).

Silva et al. (2009) observaram efeito significativo
da concentragdo de substrato sobre a producdo de
celulases totais por Aspergillus phoenicis, com uso
de residuo de uva como substrato. Esses autores
avaliaram as concentracdes de substrato 0,5, 1,0 e
1,5% p/v, e observaram atividade maxima de 0,11 Ul
mL', na concentracdo 1% de residuo. No entanto, no
presente trabalho, a concentracdo de substrato foi a
Unica variavel que ndo apresentou efeito significativo
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sobre a producdo de celulases totais por A. phoenicis
URM 4924 ¢ A. aculeatus URM 4952, com bagaco de
cana-de-agticar como substrato. No presente trabalho, a
linhagem A. phoenicis URM 4924 teve cerca de quatro
vezes mais atividade que a de A. phoenicis descrita
por Silva et al. (2009), no maior nivel de producio da
enzima.

Alametal. (2008) realizaram otimizacao do processo
de produgdo de celulase por Trichoderma harzianum,
por meio da bioconversao do estado liquido de lodo de
esgoto doméstico, e encontraram atividade maxima de
6,9 UI mL"! a 32,5°C, concentracéo de substrato a 0,75%,
pH inicial 5,0, in6culo 2,0% e 175 rpm. A temperatura,
o pH inicial e o inoculo tiveram efeitos significativos,
enquanto a concentragdo de substrato ndo, o que esta
de acordo com os resultados encontrados no presente
trabalho.

Quanto a endoglucanase (N), a atividade variou de
0,04 a 0,60 UI mL". Os resultados mais expressivos
de atividade desta enzima foram nos maiores niveis
de agitacao (180 rpm) e tempo de cultivo (168 horas)
e no menor nivel de temperatura (30°C) (Tabela 2).
Pode-se sugerir que, além dos niveis das variaveis citados
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anteriormente, deve ser utilizado o BCR como substrato
para a producdo de endoglucanase por A. aculeatus
URM 4953 em pH 6,0, concentragdo do substrato de
1,5% p/v e concentragdo do indculo de 10%

Silva et al. (2009) observaram efeito positivo
significativo da concentracdo de residuo de uva
(p<0,05) a 1,5% (p/v). Resultado similar foi
encontrado no presente trabalho, uma vez que os
niveis de concentracdo de substrato estudados (0,5, 1,0
e 1,5%) produziram efeito positivo sobre a producgdo
de endoglucanase.

Quanto a producao de exoglucanase (E), a linhagem
A. aculeatus URM 4953 foi a mais promissora para
produgdo dessa enzima, com uso do BCR, ¢ as variaveis
significativas foram: pH, concentragdo de substrato e
temperatura de cultivo (Tabela 3). Essas duas ultimas
tiveram efeitos positivos, ou seja, quanto maior a
concentracao de substrato e a temperatura de cultivo,
maior foi a atividade enzimatica. O pH, no entanto, teve
efeito negativo. A mais alta atividade de exoglucanase
foide 0,17 U mL" no pH 6,0, concentragao de substrato
1,5% e temperatura de cultivo a 40°C.

Tabela 2. Distribuicdo dos niveis das varidveis experimentais, para producdo de enzimas do complexo celulolitico e
da xilanase, com as respostas da atividade relativa (%) das enzimas apds cultivo de Aspergillus aculeatus URM 4953 e
A. phoenicis URM 4924, com uso de bagaco de cana-de-agticar cru (BCC) e residual (BCR) como substratos.

Ensaio Fatores experimentais” Atividade relativa das enzimas (%)® Proteinas totais (ug mL™")
X X, X; Xy Xs X X5 X L E N B X
1 6 0,5 10> A. phoenicis BCC 72 0 30 9 13 13 100 8 16,91
2 8 0,5 10> A. aculeatus BCR 72 180 40 10 14 13 3 9 20,27
3 6 1,5 10> A. aculeatus BCR 168 0 40 62 100 20 20 66 10,51
4 8 1,5 10> A. phoenicis BCC 168 180 30 16 19 97 2 82 13,28
5 6 0,5 10 A. aculeatus BCR 168 180 30 100 18 100 6 52 17,70
6 8 0,5 10 A. phoenicis BCC 168 0 40 5 9 7 1 6 14,48
7 6 1,5 10 A. phoenicis BCC 72 180 40 9 16 41 76 94 15,58
8 8 1,5 10*  A. aculeatus BCR 72 0 30 9 16 14 1 13 11,46
9 6 0,5 10> A. aculeatus BCC 168 180 40 10 16 14 22 48 13,52
10 8 0,5 10> A. phoenicis BCR 168 0 30 0 0 13 3 0 18,20
11 6 1,5 10> A. phoenicis BCR 72 180 30 26 26 32 3 31 10,67
12 8 1,5 10> A. aculeatus BCC 72 0 40 8 7 9 1 6 19,14
13 6 0,5 10 A. phoenicis BCR 72 0 40 6 15 15 10 12 10,69
14 8 0,5 10 A. aculeatus BCC 72 180 30 25 37 43 100 20,15
15 6 1,5 10 A. aculeatus BCC 168 0 30 10 0 57 3 8 13,97
16 8 1,5 10 A. phoenicis BCR 168 180 40 13 19 13 1 7 17,55
17 7 1,0 10>  Cultura mista Mistura 1:1 120 90 35 7 7 14 4 10 15,84
18 7 1,0 10*  Cultura mista Mistura 1:1 120 90 35 5 13 10 10 11 13,91
19 7 1,0 10°  Cultura mista Mistura 1:1 120 90 35 8 14 13 8 10 13,94

WX, pH; X,, concentra¢do do substrato (% p/v); Xs, concentragdo final de esporos (esporos mL™"); X,, linhagem; X, tipo de substrato (BCC, bagago de
cana-de-agucar cru; BCR, bagaco de cana-de-agucar residual); X,, tempo de cultivo (horas); X;, agitagdo (rpm); Xy, temperatura (°C). @L, celulase total;

E, exoglucanase; N, endoglucanase; B, celobiase; X, xilanase.
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A atividade de celobiase (B) variou entre 0,05 e 6,42
Ul mL". Os resultados mais elevados de atividade de
celobiase foram obtidos no menor nivel de pH (6,0) e
tempo de cultivo (72 horas), com BCC como substrato
para a produgdo da enzima por A. phoenicis URM 4924
(Tabela 2). As variaveis pH, linhagem, tipo de bagago ¢
tempo de cultivo foram significativas quanto a atividade
de celobiase (Tabela 3).

A maior atividade de xilanase (X) foi de
30,05 U mL", e os maiores valores de atividade dessa
enzima ocorreram no maior nivel da variavel agitagdo
(180 rpm), com BCC como substrato (Tabela 2).
O tipo de substrato foi a unica variavel que teve efeito
significativo (Tabela 3).

Bocchinietal. (2002)relataram que o tempo de cultivo
¢ a interagdo entre o tempo de cultivo e a concentragido
de xilana como substrato tiveram efeito significativo
na producdo de xilanase por Bacillus circulans DI,
os autores obtiveram atividade que variou de 3,99 a
19,39 U mL". Heck et al. (2006) concluiram que a
mudanga do pH e da temperatura podem melhorar a
produgdo de xilanase consideravelmente. No presente
trabalho, ndo se observou efeito das variaveis
concentracao de substrato, pH, temperatura e tempo de
cultivo sobre a atividade de xilanase (Tabela 2).

Diversas linhagens e espécies de microrganismos
tém sido estudadas para a produgdo de celulases em
diferentes fontes de carbono. Trichoderma reesei, uma
das espécies mais estudadas para produgao de enzimas
celuloliticas, foi importante para maior produgdo de
celobiase (B-glicosidase). No entanto, essa espécie ndo
¢ superior a A. phoenicis na produgdo de B-glicosidase,
0 que justifica o uso de culturas mistas para a producéo
mais eficiente de celulases (Silva et al., 2009).

No presente trabalho, também foi investigada a
produgdo de celulases e xilanase por cultura mista de

M.R. Sales et al.

A. phoenicis URM 4924 e A. aculeatus URM 4953;
no entanto, os ensaios com cultura mista (ensaios
17 a 19, pontos centrais) tiveram cerca de dez vezes
menos atividade que os melhores ensaios estudados
para as culturas isoladas. Logo, o cultivo misto de
A. phoenicis URM 4924 e A. aculeatus URM 4953 nao
¢ recomendado para a produgdo de todas as celulases e
xilanase em indices elevados.

Para a hidrolise da celulose a mondmeros de
carboidrato, € necessaria uma agdo conjunta entre todas
as enzimas do complexo celulolitico (Mawadza et al.,
2000), o que leva a investigar, entre 0os ensaios com
uma Unica linhagem, aquele em que foram produzidas
maiores quantidades de celulases simultaneamente.

A componente principal 1 (PC1) foi responsavel
pela explicagdo de 46,80% da variag@o dos resultados,
e a PC2 representou 22,38%, o que correspondeu no
plano cartesiano a 69,18% da variacdo dos resultados
totais. Na PC1, a combinagao de celulases e xilanase
teve peso negativo. Na PC2, os resultados foram
contrastantes: celulases totais (L) e endoglucanase
(N) com peso positivo, e xilanase (X), exoglucanase
(E) e celobiase (B) com peso negativo. Isto significa
que as celulases e a xilanase tendem a resultados de
peso negativo, especialmente porque a PC1 apresenta
as enzimas com resultados negativos e explica 46,80%
dos resultados (Figura 1).

Na proje¢do plana multivariada dos ensaios (escore
dos ensaios) (Figura 2), é possivel observar que o ensaio
3 esta posicionado no quadrante inferior esquerdo (peso
negativo para PC1 e PC2) e o 5 no quadrante superior
direito (peso negativo para PCI1 e positivo para PC2),
e sao os mais distantes do eixo de intersec¢do do PC1
com a PC2, o que indica que se destacaram na produgao
enzimatica, pois estdo localizados na mesma posicéo
das varidveis na projecdo plana multivariada das

Tabela 3. Efeitos das variaveis na produgao de celulases e xilanase, celulase total (L), exoglucanase (E), endoglucanase (N),

celobiase (B) e xilanase (X).

Variaveis L (Ul mL") E (UmL") N (Ul mL") B (Ul mL") X (UmL™")
pH -18,25% -10,38%* -10,38%* -28,00%* -12,00
Concentragao de substrato (% p/v) -1,50 10,13* 8,13* -5,25 9,00
Concentrag@o do inoculo 4,50* -8,13 9,88* -6,50 5,25
Linhagem 18,75* 11,38* 4,88% -17,00* 7,75
Tipo do bagago 16,75* 11,38%* -7,62%* -20,25%* -20,25
Tempo de cultivo 14,25* 4,63 17,62* -17,50* -0,50
Agitagdo (rpm) 12,50%* 0,63 25,63* -2,75 38,00%
Temperatura do cultivo (°C) -9,00* 8,38* -29,63* 1,50 -5,75
Média 17,79* 18,89* 28,32%* 14,63* 30,16*

*Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste T de Student.

Pesq. agropec. bras., Brasilia, v.45, n.11, p.1290-1296, nov. 2010



Variaveis que influenciam a produgéo de celulases

variaveis (carregamento das variaveis) (Figura 1). Ao
se correlacionar os dados dos escores e carregamento,
observa-se também que o ensaio 5 teve maiores
resultados para celulases totais (L) e endoglucanase
(N) do que o ensaio 3 que, por sua, vez teve maiores
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Figura 1. Projecdo plana multivariada das variaveis,
quanto a atividade relativa (%) de celulases totais (L),
exoglucanase (E), endoglucanase (N), celobiase (B) e
xilanase (X). Carregamento das variaveis dos primeiro e
segundo componentes principais. O plano formado por estes
componentes reproduz 69,18% da informagéo original.
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Figura 2. Projecdo plana multivariada dos ensaios, para
a atividade relativa de celulases totais, exoglucanase,
endoglucanase, celobiase e xilanase. O plano formado por
estes componentes reproduz 69,18% da informacao original.
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resultados para xilanase (X) e exoglucanase (E) do que
0 ensaio 5, o que pode ser comprovado pela andlise da
atividade relativa das enzimas (Tabela 2).

Assim, os resultados obtidos no planejamento
estatistico fracionario mostraram que, entre oS
ensaios realizados, os que apresentaram atividades
mais elevadas das celulases e da xilanase,
simultaneamente, foram os ensaios 3 ¢ 5, que tiveram
como similaridade: pH 6,0, tempo de cultivo de
168 horas, BCR como substrato para produgao das
enzimas, e a linhagem 4. aculeatus URM 4953.

E provavel que o BCR tenha sido melhor indutor
na producdo de enzimas em razdo de ter sido
submetido a processos de aquecimento, moagem e
recompressao industriais, enquanto que na primeira
etapa de obtengao do BCC, o colmo passa por
uma moeda elétrica, onde é apenas comprimido.
Oprocesso paraobtencdo decaldode cana-de-agucar,
industrialmente, consiste na extracdo do caldo
primario e secundario, em que o bagagco ¢ moido
e recomprimido para extracdo de quase todo o
agucar soluvel, para um melhor aproveitamento
do processo. Assim, com uso do BCC, os fungos
filamentosos tiveram disponivel uma quantidade
inicial de agucar no meio de cultivo, o que pode
ter causado efeito repressivo na sintese enzimatica
(Botella et al., 2007).

Conclusoes

1. As variaveis pH, tempo de cultivo, tipo de bagago
de cana-de-agucar e espécie de Aspergillus influenciam
a produgdo simultanea de celulases e xilanase.

2. Aespécie A. aculeatus URM 4953 produz celulases
e xilanase simultaneamente, o que favorece a hidrélise
da celulose, com uso de bagago de cana-de-agucar
residual como substrato.
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