V24 N02

REVISTAMATERIA

ISSN 1517-7076 artigos e-12376, 2019

Avanco das pesquisas envolvendo Aspergillus niger
e bagaco da cana-de-acucar como fonte de carbono
visando a producéo de celulases: Uma analise
bibliométrica

Advancement of research involving Aspergillus niger
and sugarcane bagasse as a source of carbon for
the production of cellulases: A bibliometric analysis

Thais Caliman Catelan®, Laura Marina Pinottit

Programa de Pés-graduagdo em Energia, Universidade Federal do Espirito Santo, Campus Sdo Mateus, Rodovia BR 101
Norte, km 60, Bairro Litoraneo, CEP: 29932-540, Sdo Mateus, Espirito Santo, Brasil.
e-mail: thais_cali@hotmail.com, laura.pinotti@ufes.br

RESUMO

Uma variedade de estudos tem sido realizados com o intuito de produzir celulases de baixo custo para serem
utilizadas na producgdo de &lcool de segunda geracdo (2G) a partir de residuos lignocelulésicos. Dentre eles
destaca-se 0 uso de bagaco de cana-de-acticar como fonte de carbono para o crescimento dos microrganismos.
Baseado nisso, este artigo teve como objetivo realizar uma revisdo bibliométrica sobre o uso do Aspergillus
niger empregando como fonte de carbono o bagaco de cana-de-agUcar, pretendendo a producdo de celulase,
através do estudo dos avancgos cientificos e tecnoldgicos sobre os temas. Para efetuar a revisao, recorreu-se ao
banco de dados Web of Science, inserindo-se quatro palavras-chave: “Aspergillus niger”, “cellulase”, “cane”
e “submerged” entre 0s anos de 1945 e 2018. A partir desta pesquisa, foi possivel apontar os autores, periodi-
Cos e grupos de pesquisas mais importantes neste assunto. Identificou-se um aumento do nimero de publica-
¢des ao longo dos anos por diversos paises, revelando o interesse pela producdo de celulases de menor custo
para geracdo de &lcool 2G. O Brasil foi o pais com o maior nimero de publicagdes sobre o tema, devido a
grande capacidade de plantio de cana-de-agUcar e producdo de alcool. Pela anélise das redes de co-citacdo
dos autores verificou-se a existéncia de uma relacdo dos grupos de pesquisa no Brasil, entre as cidades de
Campinas, S&o Paulo e Curitiba e outra associa¢do na Dinamarca, entre as cidades de Lyngby e Copenhagen.
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ABSTRACT

A variety of studies have been realized with the objective of producing celulases with low cost to be used in
the production of second generation alcohol (2G) from lignocellulosic residues. Among them, the use of sug-
arcane bagasse as carbon source for the growth of microorganisms is highlighted. Based on this, this article
aimed to carry out a bibliometric review on the use of Aspergillus niger using sugarcane bagasse as a carbon
source, aiming the production of cellulase, through the study of scientific and technological advances on the
themes. To perform the review, we used the Web of Science database, inserting four keywords: "Aspergillus
niger", "cellulase", "cane" and "submerged" between the years of 1945 and 2018. From this search, was pos-
sible to identify the most important authors, periodicals and research groups in this subject. It was identified
an increase in the number of publications over the years by several countries, showing interest in the produc-
tion of lower cost cellulases for 2G alcohol generation. Brazil was the country with the largest number of
publications on the subject, due to the great capacity of planting sugarcane and production of alcohol. By
analyzing the correlation networks of the authors it was verified the existence of a relation of the research
groups in Brazil, between the cities of Campinas, Sdo Paulo and Curitiba and another association in Denmark,
between the cities of Lyngby and Copenhagen.
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1. INTRODUCAO

Grande parte do etanol provém de compostos amilaceos ou sacarose (melaco ou caldo de cana), dessa forma
estudos de novas tecnologias estdo sendo desenvolvidas para fabricacédo de alcool empregando biomassa néo
alimenticia, para que a producdo industrial seja viavel. Esse produto obtido a partir de biomassa lignocelul 6-
sica € conhecido como etanol de segunda geracdo (2G) e vem sendo analisado como uma alternativa renova-
vel em substituicdo aos combustiveis fosseis [1].

As fontes lignocelulésicas utilizadas sdo principalmente residuos agroindustriais, como bagaco de
cana-de-acucar, farelo de soja, farelo de trigo, madeira, bagaco de frutas, sabugo de milho, entre outros [2,3].
Um dos desafios existentes para o uso dessas biomassas é especialmente o emprego de enzimas comerciais,
ou celulases, de altos custos para converter celulose em aclcares fermentaveis, em um processo conhecido
como hidrdlise enzimatica [4].

No Brasil, entre os materiais lignocelulésicos que podem ser utilizados para producao de etanol e co-
mo fonte de carbono para producdo de enzimas, destaca-se 0 bagaco de cana-de-agUcar, ja que este esta dis-
ponivel em grandes quantidades nas usinas sucroalcooleiras [5]. Para degradar a celulose, microrganismos
produzem celulases, as quais atuam em sinergismo durante o processo. O mecanismo completo de degrada-
¢do envolve as acOes de trés principais classes de celulases: endoglucanases, exoglucanases, e B-glucosidases
[6].

As celulases sdo produzidas por muitos microrganismos, como fungos, bactérias e actinomicetos, en-
tretanto, os fungos apresentam maiores rendimentos para a producdo dessas enzimas. Entre os fungos, os
géneros Trichoderma e Aspergillus sdo 0s mais empregados para esses processos por possuirem elevada ati-
vidade celular [7].

Entre os métodos de cultivo aplicados para produzir enzimas, os sistemas de fermentagdo em estado
solido (SSF) e fermentacdo submersa (SmF) tém sido amplamente descritos para obtengdo de celulases. En-
tretanto, a SmF é a mais usada industrialmente, pois possui maior facilidade de monitoramento e controle dos
parametros do processo [8, 6].

Residuos agroindustriais podem ser utilizados como fonte de nutrientes, principalmente de carbono,
nos processos fermentativos de diferentes tipos. O uso dessas biomassas juntamente com substancias com-
postas por nitrogénio, minerais e vitaminas é eficaz para producéo de elevada atividade enzimética, quando
em condigdes satisfatorias de crescimento celular [9].

Entretanto, o uso desses residuos lignocelulésicos como fonte de carbono pode ocasionar alguns em-
pecilhos na medida do crescimento do microrganismo durante a fermentacao, pois a quantificagdo das celulas
em meios com a presenca de sélidos é complexa devido a dificuldade em separar microrganismos do substra-
to. Sendo assim, deve-se utilizar uma metodologia de quantifica¢do indireta da biomassa celular [6].

Dessa forma, baseado nos trabalhos estudados nos Gltimos anos, pretende-se realizar uma reviséo bi-
bliométrica sobre a producdo de celulases utilizando como fonte de carbono o bagago de cana-de-aglcar, a
partir do fungo Aspergillus niger. A pesquisa tem como objetivo conhecer de forma geral os avancos cientifi-
cos e tecnoldgicos realizados e identificar os principais assuntos, autores e artigos com essa tematica.

2. MATERIAIS E METODOS

Com intuito de analisar e avaliar as producdes cientificas relacionadas & producdo de celulases a partir do
fungo Aspergillus niger foi efetuada a bibliometria.

A anélise bibliométrica pretende descrever, avaliar e monitorar as pesquisas publicadas, de maneira
objetiva e quantitativa, sendo Gtil para organizar informagdes em um campo tematico. Este método é também
uma forma de andlise de publica¢Bes cientificas que avalia a evolugdo do conhecimento de um assunto, a
gualidade cientifica e influéncia de obras e fontes, por meio de indicadores fornecidos por bases de dados que
permitem a visualizagdo do impacto de um determinado peridédico em uma area de conhecimento [10, 11].

Os artigos que compdem a base de dados desta pesquisa foram obtidos da plataforma Web of Scien-
ce®. Esta base de dados apresenta aproximadamente 12.000 periédicos de diferentes areas com disponibili-
dade de acesso desde 1945 até o presente, além de disponibilizar ferramentas para andlise de citacoes, refe-
réncias, indice h, entre outras [12].

Definida a plataforma que seria utilizada na pesquisa, foi necessario determinar algumas palavras-
chave que tivessem relagdo com a tematica desse estudo. Com isso, deu-se inicio a analise pela busca por
trabalhos que continham a palavra “Aspergillus niger” entre os anos 1945 e 2018. Com intuito de refinar ain-
da mais a pesquisa e obter artigos mais alinhados ao tema, alterou-se o espaco temporal para 0s anos entre
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2000 e 2018 e acrescentaram-se mais trés termos de pesquisa: “Cellulase”, “Cane” e “Submerged”.

Através da plataforma Web of Science®, gerou-se um relatdrio de citacdes a partir das informacdes
fornecidas como o valor do h-index, nimero total de citacdes, o nimero de citacdes de artigos por ano e con-
tribuicdo das diferentes areas de pesquisa. Com base nesses dados, foi possivel elaborar graficos que apresen-
tavam a relacdo do nimero de publica¢des em fungédo dos anos e dos paises relacionados a pesquisa.

Na analise bibliométrica fez-se 0 uso do software CiteSpace® versdo 5.0. O CiteSpace® é capaz de
gerar mapas baseados em artigos cientificos, permitindo mapear e visualizar novas tendéncias na literatura
relacionados ao tema de estudo [13]. Neste software, utilizou-se a ferramenta “geographical”, através da qual
foram elaborados mapas no Google Earth® com a localizagéo geografica dos autores.

Os artigos foram organizados em ordem decrescente do nimero de citacdo. A partir dessa analise, fo-
ram selecionados os dez primeiros para realizar a leitura levando em consideracdo os mais relevantes ao tema.
Com isso, foi possivel obter uma investigacdo sobre as principais producgdes cientificas que abordam a pro-
ducéo de celulases utilizando como fonte de carbono o bagaco de cana-de-agUcar a partir do Aspergillus ni-
ger.

Foi realizado um esquema para resumir a metodologia de estudo, apresentado na Figura 1, levando em
consideracao as palavras-chave, a sele¢do dos artigos e 0 mapeamento da rede de autores.
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Figura 1: Fluxograma com o esquema utilizado na metodologia para analise bibliométrica.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A primeira analise foi realizada inserindo-se a palavra-chave “Aspergillus niger” no banco de dados do Web
of Science ®, em que foram encontradas 19.990 publicagdes cientificas. A partir desses dados, elaborou-se
um gréfico do nimero de publica¢des que ocorreram ao longo dos anos (Figura 2).
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Figura 2: Nimero de publicacdes no decorrer dos anos com o tema Aspergillus niger entre 1945 e 2018.
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Baseado no grafico observa-se que as trés primeiras publicacGes relacionadas ao microrganismo As-
pergillus niger ocorreram no ano 1945 pelos autores GEIGERHUBER e GALLI [14] no Journal Helvetica-
Chimica Acta, STEINBERG [15] no Journal Plant Physiology e APPLING e MCCOY [16] no Technical
Association Papers. O numero de publicagcfes manteve-se aproximadamente constante entre 1945 e 1989.
Apesar do estudo sobre o Aspergillus ter iniciado em 1945, as pesquisas s se intensificaram no ano de 1990,
guando ocorreu uma expansao significativa do nimero de publicagdes sobre o assunto.

Um dos fatores que influenciou o aumento das pesquisas neste periodo esta relacionado com a busca
de bioadsorventes originados de materiais de baixo custo para o tratamento de efluentes de industrias, princi-
palmente aqueles contendo residuos de corantes, devido ao aumento das restricbes ambientais ao despejo dos
mesmos. Um desses tratamentos é a utilizacdo do Aspergillus no processo de adsorcao por biodegradacdo [17,
18, 19]. O grafico apresenta uma reducdo do nimero de publicacdes no ano de 2018, isto se deve ao fato de
0 ano ainda ndo ter chegado ao fim e poder apresentar novos artigos.

Existe um vasto nimero de paises que vém pesquisando sobre este microrganismo em diversas areas
de conhecimento, os 25 paises de destaque pelo maior nimero de publicagdes estdo apresentados na Figura 3.
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Figura 3: Numero de publicagdes por pais com o tema Aspergillus niger.

O pais com maior nimero de publicagdes ¢ a india, com valor de 3.246. Em segundo lugar, os Estados
Unidos da América (EUA) com 1912 pesquisas e na quinta posicao est4 o Brasil com 982 publicaces.

A india tem apresentado um aumento no consumo de energia e na quantidade de poluentes, assim co-
mo a maior parte dos paises em desenvolvimento. Este pais se caracteriza por ter uma economia emergente e
com rapido desenvolvimento econémico, sendo considerado o terceiro maior emissor de carbono [20]. Como
consequéncia destes fatores, os indianos vém investindo em pesquisas relacionadas principalmente a susten-
tabilidade e questdes ambientais, com o objetivo de amenizar os efeitos do desenvolvimento. Tais estudos
empregam o Aspergillus visando a biodegradacao de poluentes.

O crescente nimero de pesquisas nessa area esta relacionado a acordos internacionais estabelecidos,
com o proposito de aumentar a preservagdo ambiental e atender as regulamentagdes constituidas por paises
desenvolvidos e em desenvolvimento [21]. Aliado a isso, pode-se justificar a posi¢cdo dos EUA, China, Japdo
e Brasil no gréfico, visto que estes estdo expandindo os estudos relacionados a area ambiental.

Com a finalidade de aperfeicoar ainda mais os dados, utilizou-se a mesma palavra-chave (Aspergillus-
niger) e diminuiu-se o intervalo de tempo para 2000 a 2018, buscando artigos mais recentes. Foram selecio-
nados os dez artigos mais citados para realizar uma discussdo, apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1: Publica¢fes mais citadas com a palavra-chave Aspergillus niger na base de dados Web of Science.

TITULO AUTORES
Non-conventional low-cost adsorbents for dye removal: A review Crini [17]

Review of second-order models for adsorption systems Ho [18]

Hepcidin, a urinary antimicrobial peptide synthesized in the liver Park et al. [22]
Carbohydrate-binding modules: fine-tuning polysaccharide recognition Boraston et al. [23]
Biosorbents for heavy metals removal and their future Wang e Chen [24]
Application of chitin- and chitosan-based materials for enzyme immobilizations: a

" Krajewska [25]
review

Equilibrium and kinetic studies in adsorption of heavy metals using biosorbent: A

summary of recent studies Febrianto et al. [26]

Genome sequencing and analysis of the versatile cell factory Aspergillus niger CBS

513.88 Pelet al. [27]
Microbial and plant derived biomass for removal of heavy metals from wastewater Ahluwalia e Goyal[28]
Pectin: cell biology and prospects for functional analysis Willats et al. [29]

Verificou-se que o Aspergillus foi utilizado em areas de estudos variadas, dentre elas destacam-se as
técnicas para tratamento de efluentes utilizando este microrganismo como bioadsorvente. Porém, entre 0s
artigos mais citados ndo foi observada a abordagem desse microrganismo visando & producdo de celulases,
isto se deve ao fato dessas pesquisas estarem evoluindo recentemente. Dessa forma, cada um desses artigos
foi discutido objetivando compreender o que esta sendo pesquisado desde o ano 2000.

Crini [17] realizou uma revisao abordando o uso de materiais alternativos de baixo custo como adsor-
ventes, visando a reducéo de poluentes de efluentes industriais a partir da técnica de adsorcao. Para isto, 210
artigos foram utilizados para realizar a pesquisa bibliografica, apresentando uma discusséo sobre os materiais
e métodos empregados. Dentre eles, destaca-se o uso do Aspergillus niger em processos de biossor¢do para
remocéo de corantes.

Ho [18] estudou os efeitos dos sistemas de adsorc¢do através de modelos cinéticos de segunda ordem ja
existentes. Estes modelos sdo mais usados para adsor¢do de gases em um sélido, porém, nos ultimos anos a
equacdo de pseudo-segunda ordem tem sido aplicada para descrever a adsor¢do da remocéao de poluentes do
meio aquoso através dos adsorventes. Esta equacdo caracteriza também a biossorcéo por meio do Aspergillus
niger.

Park et al. [22] fizeram uma relacdo das substancias produzidas por insetos com fungéo de defesa do
hospedeiro, com a hepcidina, a qual foi um novo peptideo encontrado rico em cisteina. Este composto tem
origem no figado, pode ser encontrado na urina humana e apresenta propriedades antimicrobianas. O autor
apresentou a descoberta do mesmo e testou suas propriedades antissépticas. Hepcidinas apresentaram ativi-
dade antifungica contra Candida albicans, Aspergillus fumigatus e Aspergillus niger e atividade antibacteria-
na contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e Streptococcus do grupo B.

Boraston et al.[23] efetuaram uma revisdo visando compreender a influéncia que a biologia estrutural
teve para a evolugdo dos mecanismos utilizados pelos médulos de ligacdo a carboidratos (CBM), quando se
conectam a seus ligantes alvo. Os CBMs sdo compostos proteicos eficazes em orientar as polissacaridases
para o substrato.

Wang e Chen [24] investigaram 0s biossorventes usados para remocao de metais pesados através de
revisOes bibliograficas. Esta pesquisa concentrou-se em estudar a estrutura celular, desempenho de biossor-
cao, pré-tratamento, modificacdo, regeneracdo/reutilizacdo, modelagem de biossor¢do (modelos isotérmico e
cinético), desenvolvimento de novos biossorventes e aplicagao potencial dos biossorventes, dentre eles 0 Ar-
pergillus niger. Destacou-se ainda uma nova tendéncia de usar tecnologia hibrida para remocéo de poluentes,
através de células vivas.

Krajewska [25] discutiu 0 emprego de materiais constituidos de quitina e quitosana para imobilizacéo
de enzimas, isto foi realizado a partir de uma revisdo de literatura. Foram estudados 158 artigos, 0s quais
abordaram 63 enzimas diferentes imobilizadas para inimeros destinos, como produgdo de vinho, aglcar e
indUstria de peixe.

Febrianto et al. [26], assim como Ho [18], destacaram as principais questdes da biossor¢do de metais
pesados em relacdo aos equilibrios de adsorcdo e modelos cinéticos.

Pel et al. [27] desenvolveram a sequéncia do DNA gendmico de Aspergillus niger da cepa CBS
513.88. Este gene foi comparado com outros fungos do género Aspergillus, como A. oryzae, A. nidulans e A.
fumigatus. O estudo destes genomas é fundamental para facilitar o desenvolvimento de novos produtos, me-
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Ihorar as cepas e obter processos mais eficientes, ja que o Aspergillus é caracterizado pela alta producgéo en-
zimatica e grande utilizacao industrial (producéo de alimentos, produtos farmacéuticos, fermentagdes).

Ahluwalia e Goyal [28] revisaram os trabalhos que empregaram o uso de biomassa microbiana e de
origem vegetal, além de investigar a possibilidade de utiliza-la para remediacdo de metais pesados. Neste
artigo, ressaltou-se a biossorcdo destes materiais por biomassa metabolicamente inativa, principalmente as
que sdo subprodutos provenientes de processos fermentativos. Biomassa de Aspergillus niger, Penicillium
chrysogenum, Rhizopus nigricans, Ascophyllum nodosum, Sargassum natans, Chlorella fusca, Oscillatoria
anguistissima, Bacillus firmus e Streptomyces sp. possuem capacidades de adsorcdo de metais (especialmente
Pb, Zn, Cd, Cr, Cu e Ni) entre 5 e 641 mg.g-1.

Willats et al. [29] realizaram uma revisdo com o objetivo de verificar estudos existentes a respeito da
estrutura e fungdo da pectina, a qual € um componente importante das paredes celulares primarias das plantas
e apresenta polissacarideos ricos em acido galacturdnico. O impacto da genética molecular no crescimento e
desenvolvimento das plantas foi investigado em relagdo aos polissacarideos pécticos.

Para obter-se um refinamento mais consistente com o tema analisado foi necessério diminuir o nimero
de trabalhos encontrados, j& que este foi muito extenso. Acrescentou-se o termo “cellulase” na pesquisa entre
0s anos 2000 e 2018. Dessa forma, encontrou-se 973 arquivos mais alinhados com o tema. A india, China e
Brasil lideraram a quantidade de trabalhos publicados com 170, 154, 112 artigos, respectivamente.

Porém, a pesquisa ainda apresentou uma grande quantidade de artigos, sendo necessaria a insercéo de
mais uma palavra-chave para que fosse possivel alcancar um nimero de publicacdes reduzido e que viabili-
zasse as anélises. O termo de pesquisa adicionado foi “cane” (entre 2000 e 2018) e obteve-se como resultado
42 artigos publicados. A Figura 4 apresenta 0 nimero de publica¢fes ao longo dos anos com as trés palavras-
chave.
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Figura 4: Numero de publicacbes no decorrer dos anos com as palavras-chave Aspergillus niger, cellulase e cane entre
2000 e 2018.

Observa-se que o gréfico da Figura 4 ndo apresenta um comportamento padrdo do avango das pesqui-
sas. Nos anos de 2001 a 2007 ocorreu um desempenho constante, com exce¢do de 2004 que ndo teve nenhu-
ma publicacdo. Em 2008, as pesquisas se intensificam e manteve uma média de quatro publicacGes até o ano
de 2016. Porém, em 2017 os dados fornecem uma queda no nimero de artigos.

No ano de 2008 ocorreu um aumento significativo dos estudos, visto que, neste periodo, o preco do
barril do petréleo atingiu um recorde de US$ 140/barril (junho de 2008). Como consequéncia disto, sucedeu-
se a busca mundial por combustiveis alternativos em substitui¢do ao petrdleo. No Brasil, além da minimiza-
¢ao de custos, priorizaram-se também os fatores ambientais e a producédo de etanol em grande escala visando
a exportacéo [30].

Muitos paises tém pesquisado sobre 0 uso de bagaco de cana-de-aglcar como fonte de carbono para
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producdo de celulases, sendo que os que mais publicaram sdo apresentados no grafico da Figura 5.
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Figura 5: Numero de publicacdes por pais com as palavras-chave Aspergillus niger, cellulase e cane entre 2000 e 2018.

Analisou-se pelo grafico da Figura 5 que o Brasil é o pais que se destaca nas pesquisas sobre uso do
Aspergillus niger para producédo de celulases tendo como fonte de carborJo 0 bagaco da cana-de-agUcar, com
16 publica¢des entre 2000 e 2018, seguido pelo México (cinco artigos) e India (quatro artigos).

Devido as crises relacionadas com a escassez de combustiveis fésseis e problemas ambientais causa-
dos nestes Gltimos anos, muitas alternativas tém sido desenvolvidas para resolver essas questdes, dentre elas
0s biocombustiveis tém recebido grande atencdo no cenario global. Diversos residuos agroindustriais como
bagacos, gréos, cascas, palhas e outros sdo utilizados para a produgéo de etanol. Entre eles, o bagaco de cana-
de-agucar apresentou maiores vantagens devido a grande disponibilidade em paises como Brasil, México,
india e China [31].

O Brasil se evidencia nas pesquisas por gerar um grande nimero de residuos florestais e agroindustri-
ais. Dessa forma, a crescente busca por pesquisas para dar um destino vidvel e lucrativo para os residuos sé-
lidos tem aumentado significativamente. Uma alternativa é a bioconversdo do bagaco de cana para producéo
de alcool 2G, o qual é o etanol gerado a partir de matéria lignocelulésica [32].

Das 42 publicages, selecionaram-se os 10 artigos mais citados no periodo entre 2000 e 2018. Estes

sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2: Publicagbes mais citadas com as palavras-chave Aspergillus niger, cellulase e cane na base de dados Web of
Science (2000-2018).

TITULO AUTORES

Cellulase production using biomass feed stock and its application in lignocellulose sac-

charification for bio-ethanol production Sukumaran et al. [1]

Enhanced enzyme production from mixed cultures of Trichoderma reesei RUT-C30

and Aspergillus niger LMA grown as fed batch in a stirred tank bioreactor Ahamed e Vermette [33]

Value-addition of agricultural wastes for augmented cellulase and xylanase production

through solid-state tray fermentation employing mixed-culture of fungi Dhillonet al. [7]

Effect of substrate particle size and additional nitrogen source on production of lignocellu-

lolytic enzymes by Pleurotus ostreatus strains Membrilloet al [34]

Effect of initial moisture content on two Amazon rainforest Aspergillus strains cultivated

on agro-industrial residues: Biomass-degrading enzymes production and characterization Delabonaet al. [2]

Modeling the effects of solid state fermentation operating conditions on endoglucanase Farinas et al. [35]



http://apps-webofknowledge.ez43.periodicos.capes.gov.br/full_record.do?product=WOS&search_mode=GeneralSearch&qid=3&SID=5B4DTWCpKSZA9A9yA6S&page=1&doc=2&cacheurlFromRightClick=no
http://apps-webofknowledge.ez43.periodicos.capes.gov.br/full_record.do?product=WOS&search_mode=GeneralSearch&qid=3&SID=5B4DTWCpKSZA9A9yA6S&page=1&doc=2&cacheurlFromRightClick=no
http://apps-webofknowledge.ez43.periodicos.capes.gov.br/full_record.do?product=WOS&search_mode=GeneralSearch&qid=3&SID=5B4DTWCpKSZA9A9yA6S&page=1&doc=3
http://apps-webofknowledge.ez43.periodicos.capes.gov.br/full_record.do?product=WOS&search_mode=GeneralSearch&qid=3&SID=5B4DTWCpKSZA9A9yA6S&page=1&doc=3
http://apps-webofknowledge.ez43.periodicos.capes.gov.br/full_record.do?product=WOS&search_mode=GeneralSearch&qid=3&SID=5B4DTWCpKSZA9A9yA6S&page=1&doc=4
http://apps-webofknowledge.ez43.periodicos.capes.gov.br/full_record.do?product=WOS&search_mode=GeneralSearch&qid=3&SID=5B4DTWCpKSZA9A9yA6S&page=1&doc=4
http://apps-webofknowledge.ez43.periodicos.capes.gov.br/full_record.do?product=WOS&search_mode=GeneralSearch&qid=3&SID=5B4DTWCpKSZA9A9yA6S&page=1&doc=5
http://apps-webofknowledge.ez43.periodicos.capes.gov.br/full_record.do?product=WOS&search_mode=GeneralSearch&qid=3&SID=5B4DTWCpKSZA9A9yA6S&page=1&doc=5
http://apps-webofknowledge.ez43.periodicos.capes.gov.br/full_record.do?product=WOS&search_mode=GeneralSearch&qid=3&SID=5B4DTWCpKSZA9A9yA6S&page=1&doc=6
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production using an instrumented bioreactor

Purification and Properties of Endoglucanase from a Sugar Cane Bagasse Hydrolyzing
Strain,Aspergillus glaucusXC9

Tao et al. [36]

Optimization of compatible mixed cultures for liquid state bioconversion of municipal
wastewater sludge

Alam et al. [37]

Production of cellulolytic enzymes from ascomycetes: Comparison of solid state and sub-
merged fermentation

Hansen et al.[4]

Co-cultivation of TrichodermareeseiRutC30 with three black Aspergillus strains facilitates
efficient hydrolysis of pretreated wheat straw and shows promises for on-site enzyme pro-
duction

Kolasa et al. [38]

Na Tabela 2 considerou-se que os artigos foram nivelados e se encontram mais alinhados ao tema.
Sukumaran et al. [1] produziram celulases para sacarificacdo (empregando como biomassas o bagaco de cana,
a palha de arroz e a aguapé) através do processo de fermentacdo em estado sélido (FES) em farelo de trigo.
Para producéo de celulases foram utilizados dois fungos: Trichoderma reesei e Aspergillus niger. Concluiu-
se que as preparacOes enzimaticas produzidas FES por fungos podem ser empregadas para a hidrélise de bi-
omassa.

Ahamed e Vermette [33] investigaram o aumento do rendimento da producdo de celulases a partir de
culturas mistas de Trichoderma reesei e Aspergillus niger em biorreator, para converter substrato de celulose
em acgUcares soldveis. Os resultados dos experimentos de cultura mista exibiram um aumento significativo na
producdo enziméatica em comparagdo com monoculturas de Aspergillus niger.

Dhillon et al. [7] avaliaram a capacidade dos residuos agricolas (palha de arroz, couve-flor, polpa de
tangerina “Kinnow”, ervilhas e farelo de trigo) para produzir celulase e hemicelulase mediante culturas indi-
viduais e mistas de Aspergillus niger e Trichoderma reseei. Os autores concluiram que uma maior atividade
de celulase pode ser alcangada através de fermentacdo em estado solido de cultura mista em bandejas, porém
devem ser avaliadas as condigdes 6timas do processo. E aconselhavel que a utilizagdo de residuos atenda
alguns critérios para o processo ser viavel, como: utilizar residuos que causariam problemas ambientais, pro-
duzir celulases a baixo custo e possuir uma técnica simples que ndo requer instrumentos sofisticados com
aplicagdes praticas.

Membrillo et al.[34] estudaram a producdo enzimatica a partir de duas linhagens de Pleurotus ostrea-
tus (IE-8 e CP-50) cultivadas em diferentes tamanhos de particula de extrato de palha de trigo. As células
produzidas na cultura foram inoculadas na fermentagédo em estado sélido usando bagaco de cana. Nesse con-
texto, verificou-se que a cepa IE-8 produziu os niveis mais elevados de enzimas em relagdo a CP-50.

Delabona et al. [2] examinaram o efeito do teor de umidade inicial do farelo de trigo na fermentacéo
em estado solido (FES) com a cultura de Aspergillus niger P47C3 e Aspergillus fumigatus P40M2. A produ-
¢do enzimatica foi avaliada empregando como fonte de carbono o farelo de trigo, bagaco de cana, farelo de
soja e bagaco de laranja. As fontes de carbono mais eficazes para a produgdo do complexo enzimatico foram
as de farelo de trigo e de soja.

Farinas et al.[35] basearam-se no fato de que a fermentacdo em estado sélido (FES) possui dificil
controle das variaveis do processo, as quais influenciam o crescimento microbiano e a produgdo de metabdli-
tos. Dessa forma, as condicBes operacionais foram avaliadas para produzir endoglucanases por meio de As-
pergillus niger. Aplicou-se a FES com farelo de trigo em um biorreator equipado com um sistema de monito-
ramento e controle automatizado online. O sistema de controle empregado foi eficiente para estimar as varia-
veis que atuavam na produgdo de enzimas em FES.

Tao et al. [36] pesquisaram as propriedades das endoglucanases originadas do cultivo de Aspergillus
glaucus XC9 por meio do bagaco de cana como fonte de carbono. A maior producdo da enzima foi no quarto
dia a 30 °C. As endoglucanases foram testadas na hidrolise da carboximetilcelulose sédica (CMC-Na) em
diferentes condi¢des de pH e temperatura, sendo que os melhores resultados foram em pH 4,0 e 50 °C. O
efeito dos ions metalicos também foi avaliado na hidrdlise e concluiu-se que a atividade enzimatica foi esti-
mulada por Fe** e Mn?*, mas inibida por Cd**, Pb*" e Cu?*,

Alam et al. [37] investigaram a formacéo de culturas mistas para tratamento de lodo de &guas residué-
rias em um processo de bioconversdo. As linhagens de fungos estudadas foram: Penicillium corylophilum (P),
Aspergillus niger (A), Trichoderma harzianum (T) e Phanerochaete chrysosporium (PC). Realizaram-se as
seguintes combinag@es (P/A), (P/PC), (P/T), (A/T), (A /PC) e (T/PC). A partir das analises concluiu-se que as
combinacOes de P/A, P/PC e A /PC mostraram crescimento compativel e as combinagbes P/T, A/T e T/PC
eram culturas incompativeis.
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http://apps-webofknowledge.ez43.periodicos.capes.gov.br/full_record.do?product=WOS&search_mode=GeneralSearch&qid=3&SID=5B4DTWCpKSZA9A9yA6S&page=1&doc=7
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Hansen et al. [4] revisaram os trabalhos que abordavam os perfis enziméticos para varios ascomicetos,
abrangendo géneros e espécies filogeneticamente distintos. Além disso, avaliou-se a escolha de meios, méto-
dos de cultivo e ensaios que afetavam a atividade enzimatica. Existem dois principais processos para produ-
cdo de enzimas degradadoras de celulose, a fermentagcdo submersa (FS) e fermentacdo em estado solido
(FES). A FS é o método mais comum para a produgdo de enzimas comerciais, porém a FES é uma forma
promissora de produzir titulos de enzimas mais altos em comparagdo com FS. Assim sendo, os autores forne-
ceram comparagdes entre a producéo de celulases em FES com FS para contribuir para pesquisas futuras.

Kolasaet al. [38] realizaram o co-cultivo de Trichoderma reesei RUTC30 com Aspergillus saccha-
rolyticus AP, Aspergillus carbonarius ITEM 5010 e Aspergillus niger CBS 554.65 em fermentacdo em esta-
do solido para identificar a atividade enzimatica e a hidrélise de palha de trigo. Os autores concluiram que o
co-cultivo de Trichoderma reesei com Aspergillus saccharolyticus ou Aspergillus carbonarius pode ser uma
alternativa competitiva com monoculturas de enzimas ou com enzimas comerciais.

Ao realizar a analise da Tabela 2, percebeu-se que as publicagbes encontradas ainda ndo estavam refi-
nadas o suficiente, pois havia muitas pesquisas com métodos que ndo eram de interesse. Com a finalidade de
obter resultados relevantes para o presente artigo, adicionou-se mais uma palavra-chave (Submerged) com a
intencdo de encontrar trabalhos que discutiam e analisavam a producéao de celulases em fermentacéo submer-
sa. Com as quatro palavras-chave (Aspergillus niger, cellulase, cane e submerged) encontrou-se 11 trabalhos,
apresentados na Tabela 3.

Tabela 3: Publicag¢des mais citadas com as palavras-chave Aspergillus niger, cellulase, cane e submerged na base de
dados Web of Science (2000-2018).

TITULO

AUTORES

Production of cellulolytic enzymes from ascomycetes: Comparison of solid state and sub-
merged fermentation

Hansen et al. [4]

Production efficiency versus thermostability of (hemi)cellulolytic enzymatic cocktails from
different cultivation systems

Vasconcellos et al. [5]

Effect of media composition and growth conditions on production of beta-glucosidase
by Aspergillus niger C-6

Garcia-Kirchner et al. [39]

Soybean protein as a cost-effective lignin-blocking additive for the saccharification of sugar-
cane bagasse

Florencio et al. [8]

Indirect method for quantification of cellular biomass in a solidscontaining medium used as
pre-culture for cellulase production

Cunha et al. [6]

On-Site Production of Enzymatic Cocktails Using a Non-conventional Fermentation Method
with Agro-Industrial Residues as Renewable Feedstocks

Cunha et al. [40]

Agro-residues as Alternative for Xylanase Production by Filamentous Fungi

Knob et al. [41]

Xylanase production by endophytic Aspergillus niger using pentose-rich hydrothermal liquor
from sugarcane bagasse

Robl et al. [42]

Isolation and Characterization of a Xylan-Degrading Enzyme from Aspergillus niger van
Tieghem LPM 93 with Potential for Industrial Applications

Milanezi et al. [43]

Cost-effective production of biotechnologically important hydrolytic enzymes by Spo-
rotrichum thermophile

Bala e Singh [44]

Mycelial growth interactions and mannan-degrading enzyme activities from fungal mixed
cultures grown on palm kernel cake

Huyemi e Hanafi [45]

O trabalho de Hansen et al. [4] ja foi discutido na Tabela 2. Dando continuidade as andlises, Vascon-
cellos et al. [5] procuraram investigar os diferentes sistemas de cultivo tendo como medida de resposta a efi-
cacia da producdo e termoestabilidade das enzimas celuloliticas. O Aspergillus niger foi cultivado usando
como fonte de carbono o bagaco de cana nas técnicas de fermentagdo submersa (FS), fermentagcdo em estado
solido (FES) e fermentacdo sequencial (juncdo da FS e FES). Por fim, os resultados mostraram que o poten-
cial da FES para a producéo de enzimas celuloliticas com maior estabilidade é mais viavel.

Garcia-Kirchner et al. [39] pesquisaram o cultivo de Aspergillus niger para producéo de B-glucosidase,
com diferentes condigdes reacionais da fermentacdo submersa, tais como: temperatura de crescimento, com-
posicdo do meio, pH, agitacdo e aeracdo, empregando meio de cultura com calda de xarope de milho e baga-
¢o de cana-de-agUcar como fonte de carbono. A maxima producdo de enzima foi de 7,2 Ul/mL obtido em 3
dias de fermentacdo. O microrganismo utilizado foi considerado com potencial para atingir uma alta produ-
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¢do enzimatica.

Florencio et al.[8] exploraram a proteina de soja como um aditivo alternativo na hidrolise enzimatica
do bagaco da cana-de-acUcar. Neste processo, utilizou-se coquetéis enzimaticos de Aspergillus niger e Tri-
choderma reesei cultivados em fermentacéo sélida, submersa e sequencial. A proteina de soja conseguiu au-
mentar a hidrélise do bagaco em 2 vezes para 0s coquetéis enzimaticos em FES, sendo considerada um aditi-
vo eficaz e barato para converter a biomassa.

Cunha et al. [6] testaram uma metodologia capaz de quantificar indiretamente a biomassa durante o
processo de fermentacdo, ja que a biomassa sélida é dificil de ser medida. O cultivo de Aspergillus niger com
bagaco de cana foi realizado por meio de uma fermentacdo combinada, com tempo de 24 h seguida pela adi-
¢ao de um meio liquido e cultura em FS por 48 h. Este método permitiu uma atividade de endoglucanase su-
perior ao da FS convencional. Logo, o procedimento é uma opgao promissora para ser empregado em escala
industrial.

Cunha et al. [40] avaliaram a producdo de enzimas com subprodutos agroindustriais (farelo de trigo,
farelo de soja e bagaco de cana-de-aguicar) em um método ndo convencional de fermentacdo em estado sélido
e submerso. Os autores estimaram as atividades enzimaticas e o desempenho na sacarificacdo do bagaco de
cana através de coquetéis enzimaticos produzidos com diferentes residuos agroindustriais.

Knob et al.[41] revisaram alternativas para a producdo de xilanase a partir de residuos agricolas como
substratos. Os residuos agroindustriais, como farelo de trigo, palha de trigo e bagaco de cana, tém sido inves-
tigados por apresentarem grandes rendimentos de xilanase e baixos custos de producéo. Entretanto, muitos
residuos (como palha de sorgo e subprodutos do café) ainda ndo foram testados, sendo considerados com
grande potencial para producdo de xilanase, merecendo destaque para pesquisas futuras.

Robl et al. [42] discutiram a producgdo de xilanase e outras enzimas acessérias por meio do cultivo de
Aspergillus niger DR02 utilizando o bagaco de cana-de-agicar como fonte de carbono. O diferencial deste
artigo é o desenvolvimento de cultivos submersos em batelada e batelada alimentada, com a finalidade de
minimizar a toxicidade do meio e aumentar a produgdo de enzimas. Concluiu-se que o cultivo em batelada
alimentada com limite de carbono reduz a repressdo catabdlica de fungos e minimiza os efeitos negativos de
compostos toxicos presentes.

Milanezi et al. [43] relataram a producdo, purificacdo e caracterizago de uma enzima de degradacédo
de xilana da linhagem de Aspergillus niger van Tieghem LPM 93 cultivada em meio liquido submerso con-
tendo bagaco de cana-de-agucar como fonte de carbono. O fungo apresentou altos niveis de atividade xilano-
litica apds o segundo dia de cultivo, e esta permaneceu constante até o 50° dia.

Bala e Singh [44] estudaram a producdo de xilanase e trés celulases, endo-p-1,4-glucanase (CMCase),
exo-B-1,4-glucanase (FPase) e B-glicosidase (BGL) em fermentagdo submersa usando como meio o melago
de cana. Este processo obteve como resultado 72,410, 36,420, 32,420 e 5180 U/L de xilanase, CMCase,
FPase e B-glicosidase, respectivamente. Portanto, a producéo simultdnea de enzimas celuloliticas e xilanoliti-
cas foi eficiente para a sacarificacdo de produtos lignoceluldsicos na geracdo de aglcares monoméricos e
oligoméricos.

lluyemi e Hanafi [45] examinaram a producdo de enzimas capazes de degradar manana contida em
torta de dendé. Realizaram-se interag@es fungicas com Sclerotium rolfsii e Aspergillus nigerco-cultivadas a
partir de trés linhagens de Trichoderma (Trichoderma harzianum, Trichoderma longiobrachiatum e Tricho-
derma koningii). As monoculturas e co-culturas desses fungos foram cultivados em meio submerso por 13
dias com torta de dendé como fonte de carbono. A co-cultura de Aspergillus niger com as estirpes de Tricho-
derma mostrou um aumento das atividades enzimaticas de degradagdo de manana em relagdo as outras cultu-
ras.

Com o objetivo de conhecer a relacdo entre os autores dos artigos da Tabela 3, utilizou-se a ferramenta
Geographical do software Citespace®, gerando mapas com a localizacdo geogréafica dos autores através do
Google Earth®. Essas ilustragdes estdo apresentadas na Figura 6.
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Figura 6: Mapa de localizacdo dos autores de artigos com as palavras-chave Aspergillus niger, Cellulase, Cane e Sub-
merged os anos 2000 e 2018.

A Figura 6(a) mostra 0s grupos de pesquisas existentes no Brasil, dentre eles destaca-se a rela¢do
entre os centros de pesquisa localizados em Campinas, Sdo Paulo e Curitiba. Porém as equipes de Brasilia e
S&o Carlos ndo apresentam relacdo entre si e nem com outros grupos nacionais ou internacionais.

A parte (b) e (d) da Figura apresentam comunidades isoladas de estudo, ndo tendo relagdo com outros
centros de exploracdo cientifica. A Figura 6(c) exibe a interconexdo existente entre os grupos das cidades de
Lyngby e Copenhagen na Dinamarca.

4. CONCLUSOES

Baseado na andlise bibliométrica realizada, foi possivel investigar os principais assuntos, autores e artigos
gue tiveram alguma relagdo com o estudo do Aspergillus niger e que utilizaram o bagago da cana de aglcar
como fonte de carbono. Portanto, observou-se a relevancia do assunto de estudo em diversos paises e areas
de pesquisa.

Nos primeiros estudos analisados, verificou-se que o Aspergillus niger foi empregado principalmente
em tratamentos de bioadsorcdo, visando remover metais e corantes de efluentes industriais. Com o passar dos
anos, as pesquisas avangaram e a busca por combustiveis ndo fosseis aumentaram, assim, este microrganismo
se tornou objeto de estudo para producgdo de celulases pretendendo baratear a geracdo do alcool 2G, revelan-
do-se com grande potencial para este processo.

Foi possivel examinar o progresso das técnicas utilizadas para producdo de celulases por meio de dife-
rentes metodologias testadas, relacionadas a microrganismos, métodos de fermentacdo (submersa ou em es-
tado sélido), meios de fermentacdo e ensaios experimentais (quantidade de oxigénio dissolvido, pH, tempera-
tura, concentracdo, entre outros).

Dessa forma, a pesquisa bibliométrica é essencial para conhecer os avangos das condi¢des que favore-
cem o crescimento dos microrganismos, e, consequentemente, a producéo de celulases. Aliado a isso, a maio-
ria dos autores propuseram a utilizacdo do bagaco de cana e outros residuos agroindustriais como forma de
amenizar a poluigdo e gerar um produto viavel de menor custo.
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