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RESUMO
A crescente crise energética global, a pressdo pela redugdo das emissfes de gases de efeito
estufa e a necessidade de manejo adequado dos residuos solidos, tornaram urgente a busca por
solucdes sustentaveis que aliem geracdo de energia limpa e reaproveitamento de residuos.
Nesse cenario, 0 uso de residuos agricolas para producdo de biocombustiveis surge como
alternativa promissora, tanto do ponto de vista ambiental quanto econdémico. O bagaco de
Agave sisalana, residuo abundante na regido Nordeste do Brasil, apresenta grande potencial
para ser transformado em bioenergia, desde que previamente tratado para melhorar sua
bioconversdo. Este trabalho investigou o uso do fungo Trametes spp. para melhoria da
digestibilidade do bagago de A. sisalana, com o objetivo de viabilizar sua aplicagdo na
producdo de biohidrogénio. Inicialmente foram conduzidos ensaios para o pré-tratamento do
bagaco em reatores bioldgicos operados em batelada fungo Trametes spp., com duracéo de até
30 dias, investigando-se os tempos de 3 h, 6 h, 9 h, 12 h, 24 h (1° dia), 2° dia, 3° dia, 4° dia, 5°
dia, 10° dia, 15° dia, 20° dia, 25° dia e 30° dia, avaliando-se a producdo de aglcares redutores
e enzimas. Os resultados indicaram producdo média de 327,31 + 20,32 mg/L de acucares
redutores, com pico no 3° dia (364,05 + 23,69 mg/L de AR), demonstrando boa capacidade do
fungo Trametes spp. na conversdo da biomassa lignocelulésica em acglcares fermentaveis. A
atividade enzimatica também foi monitorada, observando-se que a lignina peroxidase (LiP)
foi a enzima que mais se destacou, apresentando atividade média de 85,81 + 11,21 U/L,
confirmando seu papel na quebra da lignina. O hidrolisado obtido nesta etapa inicial de pré-
tratamento foi posteriormente empregado em reatores anaerdbios para a investigacdo da
producdo de biohidrogénio. Foram realizados experimentos por até 7 dias utilizando dois
hidrolisados distintos: um produzido ap6s 1 dia de pré-tratamento com Trametes spp.,
contendo 364,05 £ 23,69 mg/L de agucares redutores (Reator A), e outro obtido apds 3 dias de
tratamento com o0 mesmo fungo, contendo 338,12 + 20,38 mg/L de AR (Reator B). Observou-
se gque a maior producdo de H, em ambos os reatores ocorreu no 2° dia, 0 que nos leva a
acreditar que esse momento possivelmente corresponde a fase log do crescimento microbiano.
Nos experimentos do Reator tipo A foram obtidos 380,68 pL de H2 no 2° dia de operagao,
enquanto os experimentos do Reator tipo B apresentaram producao de 423,77 uL de Hz no
mesmo periodo. De forma geral, os reatores apresentaram bom desempenho e os objetivos da

pesquisa foram atendidos.

Palavras-chave: Bagaco de Agave sisalana. Hidrdlise fungica. Acucares redutores.

Fermentacdo. Biohidrogénio.



ABSTRACT

The growing global energy crisis, the pressure to reduce greenhouse gas emissions, and the
need for proper management of solid waste have made the search for sustainable solutions
that combine clean energy generation with waste reuse increasingly urgent. In this context, the
use of agricultural residues for biofuel production emerges as a promising alternative from
both environmental and economic perspectives. The bagasse of Agave sisalana, an abundant
residue in Brazil’s Northeast region, shows great potential to be converted into an bioenergy,
provided it is previously treated to improve its bioconversion.This study investigated the use
of the fungus Trametes spp. to enhance the digestibility of A. sisalana bagasse, aiming to
enable its application in biohydrogen production. Initially, assays were conducted for the
biological pretreatment of the bagasse in batch-operated bioreactors inoculated with Trametes
spp., with durations of up to 30 days. The following time points were evaluated: 3 h, 6 h, 9 h,
12 h, 24 h (1st day), 2nd day, 3rd day, 4th day, 5th day, 10th day, 15th day, 20th day, 25th
day, and 30th day, assessing the production of reducing sugars and enzymes. The results
indicated an average production of 327.31 + 20.32 mg/L of reducing sugars, with a peak on
the 3rd day (364.05 + 23.69 mg/L of AR), demonstrating the good capacity of Trametes spp.
to convert lignocellulosic biomass into fermentable sugars. Enzymatic activity was also
monitored, and lignin peroxidase (LiP) stood out as the most prominent enzyme, presenting
an average activity of 85.81 + 11.21 U/L, confirming its role in lignin degradation. The
hydrolysate obtained in this initial pretreatment step was subsequently used in anaerobic
reactors to investigate biohydrogen production. Experiments were conducted for up to 7 days
using two distinct hydrolysates: one produced after 1 day of pretreatment with Trametes spp.,
containing 364.05 £ 23.69 mg/L of reducing sugars (Reactor A), and another obtained after 3
days of treatment with the same fungus, containing 338.12 + 20.38 mg/L of AR (Reactor B).

It was observed that the highest H. production in both reactors occurred on the 2nd day,
suggesting that this period possibly corresponds to the logarithmic phase of microbial growth.
In Reactor A experiments, 380.68 uL of H. were obtained on the 2nd day of operation, while
Reactor B experiments showed a production of 423.77 pL of H: in the same period. Overall,
the reactors exhibited good performance, and the objectives of the research were achieved.

Keywords: Agave sisalana bagasse. Fungal hydrolysis. Reducing sugars. Fermentation.
Biohydrogen.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, o Brasil e 0 mundo estdo enfrentando problemas relacionados a alta
demanda por energia. A progressiva escassez de recursos naturais ndo renovaveis, como 0
petroleo e 0 gés natural, tem contribuido para uma grave crise energética, impulsionada pela
diminuicédo continua da disponibilidade desses insumos.

Para o enfrentamento racional dessa crise energética, alternativas devem ser pensadas
e desenvolvidas, de modo a reduzir a atual dependéncia pelos recursos naturais néo
renovaveis enquanto fontes de energia. Nesse contexto, tem sido essencial a ado¢do de
estratégias que priorizem a sustentabilidade e a inovacdo, como aquelas baseadas nas fontes
de energias renovaveis. S8o exemplos dessas fontes as energias solar, eolica, hidrelétrica,
geotérmica, oceénica, de biomassa e o hidrogénio verde.

Atualmente, na literatura é possivel encontrar pesquisas nas quais residuos de culturas
tém apresentado resultados promissores quanto a producdo de biohidrogénio. Isso é possivel
porque, quando submetidos a um processo de fermentacdo anaerdbia, estes materiais ricos em
biomassa lignoceluldsica podem ser convertidos em produtos de valor agregado, como acidos
organicos, metano e biohidrogénio. Sdo exemplos de residuos lignoceluldsicos ja explorados
quanto ao seu potencial para producgédo de biohidrogénio por fermentacdo anaerdbia o bagaco
de cana-de-acucar (Froner Junior, 2024), a palha de trigo (Jiang et al., 2023), a palha de arroz
(Rani et al.,2024) e o caule de mandioca (Bolonhesi et al., 2023).

No Estado Ceard, um importante residuo agricola ainda pouco aproveitado é o bagaco
de Agave sisalana, um residuo lignocelul6sico que sobra do processo de producéo da fibra de
sisal (Delfin-Ruiz et al., 2021). A producdo da fibra de sisal a partir de A. sisalana nos
municipios de Caririagu e Granjeiro é bastante expressiva e atingiu a marca de
aproximadamente 55 toneladas no ano de 2023 (IBGE, 2024).

Para Muthangya et. al (2009), a agave representa um recurso bioldgico subutilizado,
uma vez que os residuos gerados ap0s seu aproveitamento muitas vezes sao descartados ao
invés de serem explorados de forma eficiente e sustentavel sob condi¢bes anaerdbias,
podendo ser aplicada, por exemplo, para a producdo de biohidrogénio.

Na literatura é possivel encontrar pesquisas utilizando biomassas lignocelulosicas
(BLC) para a producdo de biohidrogénio, contudo, estas mesmas pesquisas S&0 unanimes ao
apontar que a recalcitrancia dos compostos lignocelulésicos é um fator limitante para o uso

desse substrato. Para driblar esta recalcitrancia, é necessario realizar um pré-tratamento capaz
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de diminuir a cristalinidade da lignina, celulose e hemicelulose presentes na BLC, tornando
estes compostos mais facilmente acessiveis e assimilaveis.

O preé-tratamento da BLC pode ser realizado utilizando abordagens fisicas, quimicas,
bioldgicas ou uma combinacdo destas e cada tipo de pré-tratamento tem suas vantagens e
limitagdes. Embora alguns pesquisadores ja tenham iniciado os estudos para a producgédo de
biohidrogénio a partir do bagaco de agave, este projeto de pesquisa inova ao propor a
realizacdo de um pré-tratamento biologico do bagaco desta planta utilizando fungos.

Assim, neste trabalho, utilizou-se processos bioldgicos com fungos para realizar o pré-
tratamento do bagago de Agave sisalana. Essa escolha deveu-se ao fato de os pre-tratamentos
biologicos com fungos serem sustentiveis e de baixo custo. Para tanto, Trametes spp. foi
aplicado em reatores biolégicos em condi¢bGes controladas com o objetivo de degradar a
biomassa lignocelulésica produzindo-se, a partir dela, um hidrolisado rico em agucares
redutores.

Numa etapa seguinte, empregou-se esse hidrolisado rico em agucares redutores em
reatores anaerobios visando a producdo de hidrogénio por meio de processo de fermentacao
anaerobia.

Desta forma, esta pesquisa objetivou demonstrar a aplicabilidade do pré-tratamento do
bagaco de A. sisalana em reatores bioldgicos com fungos para degradar a lignina, a celulose e
a hemicelulose presentes nele, para conversdo em acuUcares redutores, com potencial para

producdo de biohidrogénio por fermentacdo anaerobia.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Este trabalho tem como objetivo geral avaliar a capacidade do fungo Trametes spp. de
realizar o pré-tratamento biolégico do bagaco de Agave sisalana, de modo a viabilizar a
geragdo de acucares redutores a serem empregados posteriormente na producdo de

biohidrogénio por meio de fermentacao anaerdbia.

2.2 Objetivos especificos

e Caracterizar o bagago de A. sisalana, especialmente acerca de suas fragdes de lignina,
celulose e hemicelulose;

e Produzir hidrolisados utilizando o fungo de podriddo branca Trametes spp. em
reatores bioldgicos;

e Quantificar a atividade enzimatica e a producdo de agucares redutores nos hidrolisados
produzidos em reatores bioldgicos com Trametes spp. e bagaco de A. sisalana;

e Quantificar a producdo de biohidrogénio em reatores anaerdbios alimentados com

hidrolisados ricos em agucares redutores produzidos nos experimentos deste trabalho.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Crise energética mundial: desafios e oportunidades

Nas Ultimas décadas, 0 uso excessivo de combustiveis fosseis tem contribuido para o
seu rapido esgotamento. Acerca deste assunto, pesquisas indicam que as reservas de gas
natural podem esgotar em até 50 anos, enquanto as de carvado fdssil podem ser exauridas em
cerca de 114 anos (Siddique et al., 2023). Tais dados reforcam a urgéncia em se pensar,
desenvolver e implementar o uso de fontes alternativas de energia.

E importante pontuar ainda que, além do decréscimo nas reservas de combustiveis
fosseis, outro ponto deve ser observado quanto ao uso dessas fontes de energia: a consequente
poluicdo ambiental (Siddique et al., 2023). A queima de combustiveis fosseis contribui
consideravelmente para o agravamento de problemas ambientais, como as mudancas
climéticas, uma vez que durante a queima sdo liberados gases, como o didxido de carbono e
0s Oxidos de nitrogénio, que intensificam o efeito estufa.

De acordo com Pendse et al. (2023), como medida para o enfrentamento desses
problemas, muitos paises tém investido na pesquisa e no uso de fontes de energia alternativas
e sustentaveis. Nesse sentido, Sayed et al. (2023) consideram ter ocorrido um rapido
crescimento na producdo e no uso de energias renovaveis na ultima década. Os autores
apontam como principais fontes de energia renovaveis aplicadas em larga escala as fontes
solar, edlica, de biomassa, oceénica e o biohidrogénio.

Pesquisas desenvolvidas por Rahman et al. (2024), utilizando modelos estatisticos de
efeitos fixos, constataram que 0 uso de energias renovaveis contribuiu para a ocorréncia de
um declinio estatisticamente significativo nas emissdes de carbono, levando os autores a
concluirem que a qualidade ambiental de um pais esta diretamente relacionada ao consumo de
energias renovaveis nele.

Rahman et al. (2024) afirmam que a transi¢cdo energética constitui um importante meio
para alcancar qualidade de vida e a chamada sustentabilidade ambiental. Os autores
defendem em sua pesquisa que a transi¢do energética do dominio dos combustiveis fosseis
para 0 universo das energias renovaveis € um caminho necessario para o cumprimento dos
Obijetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) e dos objetivos das Conferéncias das Partes
(COP).

Conforme Madurai Elavarasan et al. (2023), dentre os Objetivos de Desenvolvimento

Sustentavel, o ODS 7 é de extrema importancia para o alcance das metas climaticas, uma vez
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que neste ODS busca-se universalizar o acesso de todos a uma energia acessivel, confiavel,
sustentavel e moderna.

Para Martins et al. (2024), o biohidrogénio estd no rol das fontes renovaveis e, por
isso, sua aplicacdo e desenvolvimento possui relacdo direta com o ODS 7. No entanto, 0s
autores consideram que o tema "energia” é um tema transversal e presente em todas as
atividades humanas, razéo pela qual Martins et al. (2024) acreditam que qualquer avango no
sistema energetico estabelecido tera impacto em outros ODS.

No contexto do uso de energias renovaveis, Siddique et al. (2023) elegem o uso de
residuos agricolas como alternativa promissora para atender a crescente demanda por energia.
Os autores consideram ainda que estes residuos sdo fundamentais para a geracdo sustentavel
de biocombustiveis e bioprodutos, contribuindo para a transicdo energética e para o

desenvolvimento de inovacg6es industriais.

3.2 Producéo de Agave sisalana no Brasil e no Ceara

A agricultura desempenha um papel essencial na sociedade. Esta atividade € a base da
seguranca alimentar global (Bonfim, 2024), garantindo o abastecimento de gréos, frutas,
vegetais e proteinas essenciais para a alimentacdo humana e animal.

Para Marques (2024), o setor agricola pode ser considerado um dos principais motores
da economia, gerando empregos e movimentando industrias associadas, como a de insumos,
transporte e a agroinddstria. O autor afirma ainda que nos ultimos 30 anos a agricultura se
tornou o principal setor da economia brasileira, apontando que seu sucesso se deveu,
principalmente, a construcdo de uma base de pesquisa cientifica agricola no Brasil.

A agricultura possui ainda uma importancia ambiental, uma vez que, quando praticada
de forma sustentavel, pode contribuir para a mitigacdo das mudancas climéticas, bem como
para a conservacao da biodiversidade e para a conservagdo dos solos e das aguas (Do Carmo e
Shima, 2024).

Desta forma, a agricultura é uma atividade essencial para a seguranca alimentar, o
desenvolvimento econdmico e a sustentabilidade ambiental, desempenhando também um
papel fundamental na geracdo de empregos e na reducdo da pobreza (FAO, 2022). Contudo,
apesar de todos os seus beneficios, sabe-se que a agricultura tem como principal impacto
ambiental a geragdo de uma grande quantidade de residuos organicos e inorganicos, que

podem impactar negativamente o meio ambiente se ndo forem manejados corretamente.
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Apesar deste impacto ambiental importante, a producéo agricola mundial tem crescido
anualmente, de forma a atender as demandas por insumos como gréos, frutas e vegetais. De
acordo com as projecdes feitas pelo Conselho Internacional de Graos (IGC, 2025), estima-se
que a producdo global de grdos na safra 2025/26 sera de 2,368 bilhGes de toneladas. Esta
organizacdo intergovernamental, que supervisiona a Convencdo do Comércio de Grdos,
estimou ainda que producdo global de milho na safra 2025/26 serd de 1,269 bilhdo de
toneladas, enquanto a producdo global de trigo nesta mesma safra sera de 807 milhdes de
toneladas.

O Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica estima que, na safra 2025, a producgéo
agricola no Brasil deve atingir a marca de 322,6 milhdes de toneladas, considerando a
producdo de cereais, leguminosas e oleaginosas (IBGE, 2025). Ainda conforme IBGE (2025)
as regides com maior participacdo na producdo agricola do pais sdo, na ordem: Centro-Oeste
(49,4%), Sul (26,8%) Sudeste (8,8%), Nordeste (8,8%) e Norte (6,2%).

Quando realizada uma analise por unidade da federacdo, observa-se que os estados de
Mato Grosso, Parana e Rio Grande do Sul despontam como os maiores produtores agricolas
do Brasil. Nesta estatistica, 0 estado do Ceara figura como 18° no ranking dos estados com
maior producdo agricola, sendo responsavel por apenas 0,2% de toda producdo nacional de
gréos (IBGE, 2025).

Apesar deste indicador aparentemente baixo, a agricultura é um dos pilares da
economia do Ceara, caracterizando-se pela diversidade de culturas temporarias e
permanentes, que desempenham um papel crucial no desenvolvimento econdmico e social do
estado.

O Ceara se destaca pelo cultivo de Agave sisalana e conta com 29 hectares de area
destinada a colheita desta planta, nos quais se produziu 55 toneladas de fibra de sisal no ano
de 2023 (IBGE, 2024).

No Brasil, a A. sisalana é produzida ndo apenas estado do Ceara, mas tambeém é
amplamente cultivada na Paraiba, no Rio Grande do Norte e na Bahia, sendo este ultimo o
maior produtor nacional da planta, contribuindo com a producéo de 13.998 toneladas de fibra
de sisal em 2023 (IBGE, 2024). Na Figura 1 é apresentada uma imagem aérea de uma
plantacdo de Agave sisalana localizada no municipio de Caririagu, no interior do estado do

Ceara.
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Figura 1 — Plantacdo de Agave sisalana no Municipio de Caririagu — CE

Conforme Alvarenga Jr. (2022), a estimativa € de que, no Brasil, o plantio de A.
sisalana gere emprego e renda a aproximadamente 600 milhdes de pessoas. O mesmo autor
enaltece o potencial do Brasil ao apresenta-lo como o atual maior produtor e exportador de
fibras e manufaturados de sisal do mundo, sendo responséavel por 58% de sua produgéo e 70%
de sua exportacao.

Esta planta é originaria do México, sendo muito conhecida por possuir uma fibra dura
e grossa (Alvarenga Jr., 2022). No Mexico prevalece o cultivo de Agave tequilana, conhecida
por ser matéria prima na indudstria da producéo de tequila.

De acordo com Cabezas (2024), em 2022, a industria mexicana de tequila atingiu
registrou uma producdo de 651 milhdes de litros da bebida. No entanto, estima-se que para
cada litro de tequila produzido sejam gerados cerca de 1,4 kg de bagaco de Agave tequilana
(ALENCAR, 2023), dado que evidencia a importancia e a urgéncia do adequado
gerenciamento dos residuos gerados pela cadeia produtiva da agave.

Tanto a A. tequilana quanto a A. sisalana possuem boa adaptabilidade nas regides
semiaridas, pois possuem grande resisténcia as condi¢des de sol intenso.

Silva (2011) apresenta A. sisalana como uma planta xeréfila, adaptada a condicdes de
seca prolongada e altas temperaturas. O autor aponta que o desenvolvimento ideal da planta
ocorre em altitudes de até 600 metros que possuam precipitagdo anual entre 650 mm e 1.250
mm e umidade relativa do ar variando de 66% a 79%.

As folhas de agave sdo rigidas, possuem formato linear lanceolado (formato de lanca)
e coloragdo cor verde escura, como apresentado na Figura 2, além de possuirem comprimento

que varia entre 120 e 160 cm e largura entre 10 a 15 cm (Alvarenga Jr., 2022).
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Figura 2 — Plantagéo de A. sisalana

Fonte: Acervo pessoal da autora (2025)

Considerada a maior fonte de fibras duras do mundo (Alvarenga Jr., 2022), a fibra da
folha de A. sisalana (Figura 3) pode ser, ap6s o beneficiamento, empregada na industria de
cordoarias artesanais para a producdo de cordas, cordéis e estofamentos, entre outros. No
artesanato, a A. sisalana tem grande importancia, pois permite a confec¢do de bolsas,
chapéus, tapetes, cestos e outros itens decorativos e utilitarios (Figura 4), valorizando o
trabalho manual e a cultura local.

Além de ser biodegradavel e sustentavel, sua producdo gera renda para diversas
comunidades rurais, especialmente no Nordeste brasileiro (Alvarenga Jr., 2022). Assim, 0
aproveitamento da fibra de sisal no artesanato promove a economia criativa e incentiva
praticas ecoldgicas, reduzindo o uso de materiais sintéticos.
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Figura 3 — Fibra de A. sisalana Figura 4 — Artesanato com fibra de A. sisalana

Fonte: Acervo pessoal da autora (2025) Acervo pessoal da autora (2025)

Além das aplicagdes apresentadas, a fibra de A. sisalana também tem sido utilizada na
construcdo civil para a producdo de composito cimenticio argamassado (Espadrizano e Costa,
2025), bem como para a producao de telhas e de compdsitos de gesso (Pinto et al., 2022).

O processo de producdo da fibra de sisal comeca com o corte da folha da A. sisalana.
Silva et al. (2008) afirmam que o primeiro corte das folhas pode acontecer, aproximadamente,
36 meses ap6s a data de plantio, periodo em que a planta ja possui porte adequado para a
colheita, sendo possivel cortar entre 50 e 60 folhas por planta. Conforme Silva et al. (2008), o
corte é realizado utilizando foice ou faca bem afiada, com a qual se retira as folhas de ponto
bem proximo ao tronco. Depois de cortadas, as folhas sdo transportadas para o local de
desfibramento, etapa na qual ocorre a eliminacdo da polpa aderida as fibras. O
desfibrilamento é realizado em equipamentos mecanicos chamados rotores raspadores, que
promovem a separacdo do material fibroso.

O equipamento mais usado para o desfibrilamento é conhecido como motor de agave
ou maquina paraibana, responsavel por separar a fibra dos residuos do processo produtivo. De
acordo com Silva (2023), apenas 4% da massa total da A. sisalana é de fato aproveitada para a
producéo de fibra de sisal. O percentual restante é considerado residuo agricola e, na maioria
das vezes, & descartado ao longo da cadeia produtiva. Dentre os residuos do processo
produtivo do sisal, é possivel observar a existéncia de uma fracéo liquida e uma fracdo sélida.

A fragdo solida, também chamada de biomassa residual verde de sisal, mucilagem de
sisal ou bagaco de A. sisalana (Figura 5), € um material lignocelulésico com grande potencial
para a conversdo em produtos de valor agregado, como &cidos organicos, metano e

biohidrogénio, dada a sua composicdo rica em celulose e hemicelulose (Silva, 2023). No
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entanto, na préatica este material € subaproveitado, prevalecendo os usos mais simples, como

adubo orgénico e/ou como alimento para animais (Santos et al., 2013).

Figura 5 — Bagaco de A. sisalana

Pesquisadores como Mestre et al. (2019), Santos et al. (2022) e Silva (2023)
dedicaram-se ao estudo do bagaco de A. sisalana, buscando dar a este material aplicacdes
mais nobres que aquelas destacadas no paragrafo anterior. Nesse sentido, Mestre et al. (2019)
demonstraram em seu trabalho que foi possivel aplicar o bagaco de A. sisalana para a
producdo de carvdo nanoporoso, identificando boa capacidade deste material quanto a
remocao de farmacos em meio aquoso.

Além disso, Santos et al. (2022) patentearam método de obtencdo de composto de gel
anti-inflamatorio a partir de extrato proveniente do bagago de A. sisalana, enquanto Silva
(2023) dedicou seus estudos a producdo de bioetanol e biocarvéo a partir do aproveitamento
do bagaco de agave.

Identificadas algumas poucas nobres aplicacfes para residuo agricola, percebe-se e
compreende-se a necessidade de uma maior investigacdo deste material visando seu melhor

aproveitamento, especialmente avaliando seu potencial para a producdo de bioenergia.
3.3 Uso de residuos lignocelulésicos para producédo de bioenergia
Pendse et al. (2023) consideram que existem oportunidades inéditas no campo da

bioconversdo de materiais lignoceluldsicos em biocombustiveis, havendo a possibilidade de,

com isto, substituir em longo prazo o uso de produtos derivados de combustiveis fésseis. Os
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autores afirmam que a reducdo do emprego de combustiveis fosseis pode contribuir para
minimizar significativamente as emissdes de carbono, contribuindo diretamente para a
mitigacdo dos efeitos das mudancas climaticas.

Ao realizar busca nas principais coleces de periddicos, bibliotecas e repositorios
digitais e bases de dados nacionais e internacionais foi possivel localizar estudos e pesquisas
que apresentam importantes avancgos quanto ao uso de residuos agricolas para a producéo de
biohidrogénio. Esta producdo somente € possivel porque esses materiais Sd0 ricos em
biomassa lignoceluldsica, que pode ser convertida em compostos de valor agregado quando
submetida a fermentagdo anaerdbia.

Entre os residuos que vém sendo investigados com esse objetivo, destacam-se o
bagaco de cana-de-acucar (Froner Junior, 2024), a palha de trigo (Jiang et al., 2023), a palha
de arroz (Rani et al.,, 2024) e o caule de mandioca (Bolonhesi et al., 2023). Ambos 0s
materiais ttm em comum o fato de serem essencialmente constituidos de lignina,
hemicelulose e, principalmente, celulose.

Para produzir bioenergia a partir de residuos agricolas, como por exemplo do bagaco
de agave, primeiramente é necessario realizar a conversdo da celulose em acucares
fermentéveis, para que posteriormente esses agucares sejam fermentados e transformados em
bioenergia.

Contudo, apesar das oportunidades, é importante ressaltar que a biomassa
lignocelulésica em seu estado natural possui elevado grau de dificuldade de hidrdlise, devido
a alta cristalinidade e a organizacdo densa de celulose, hemicelulose e lignina (Sindhu et al.,
2016).

Dos componentes da biomassa, a lignina € o mais dificil de quebrar. Diferente da
celulose e da hemicelulose, ela é um polimero com estrutura tridimensional que da rigidez e
resisténcia as paredes das plantas, funcionando como uma espécie de escudo natural contra a
acao de produtos quimicos e enzimas (Galdino, 2024). Posicionada na camada mais externa, a
lignina envolve e emaranha as estruturas de celulose, dificultando o acesso a essas moléculas
de interesse (Shimizu, 2018). Na Figura 6 esta apresentada uma representagdo esquematica da

lignocelulose e seus componentes principais.
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Figura 6 — Representacdo esquematica da lignocelulose e seus

componentes principais.

rtemic ersove Coiose

Fonte: Galdino (2024)

Portanto, é essencial aplicar um procedimento preliminar, de modo a viabilizar a

remocdo da lignina, otimizando assim a eficicia na conversdo da celulose.

3.4 Pré-tratamentos para biomassa lignoceluldsica

De acordo com Baksi et al. (2023) o pré-tratamento da biomassa lignocelulésica é uma
etapa indispensavel quando se deseja aproveitar este material para a producgdo de bioenergia.
Para 0s autores, esta etapa torna possivel e ainda mais eficaz o processo de hidrélise
subsequente, contribuindo para uma melhor producéo de agUcares redutores totais.

E possivel realizar o pré-tratamento da BLC utilizando métodos fisicos, quimicos,
fisico-quimicos, biolégicos ou pela combinacdo destes, no entanto, é importante pontuar que
cada tipo de pré-tratamento tem suas vantagens e desafios associados (Zhao et al., 2022).

Entre os principais pré-tratamentos fisicos e quimicos aplicados a biomassa
lignocelulbsica, cita-se a extrusdo, a explosdo a vapor, a irradiacdo, a criomoagem e a
aplicacdo de acidos, alcalis, solventes orgéanicos e agentes oxidantes (Mujtaba et al., 2023).
De forma geral, esses métodos ajudam a romper a estrutura rigida da lignina e facilitam o
acesso as fragdes de celulose, aumentando a eficiéncia nos processos posteriores de hidrélise
e fermentacdo (Zhao et al., 2022). Por outro lado, as desvantagens desses métodos incluem o
alto custo energético, o uso de substancias toxicas ou corrosivas e a geracdo de subprodutos
(por exemplo, o furfural) que podem inibir o metabolismo de microrganismos em etapas
seguintes (Mujtaba et al., 2023).

Conforme Zheng et al. (2014), o pré-tratamento bioldgico da biomassa lignocelulésica

é bastante eficiente, uma vez que produz efeitos consideraveis na composicdo e estrutura
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desse tipo de biomassa, tais como aumento da &rea superficial acessivel, solubilizacdo da
lignina e da hemicelulose e alteracdo da estrutura da lignina.

Kumari e Singh (2018) apontam que este pré-tratamento possui como desvantagem a
exigéncia de longos periodos de processo, assim como a necessidade de monitoramento

continuo do crescimento dos microrganismos.

3.5 Pré-tratamento para biomassa lignocelulosica utilizando fungos

Dentre os diversos métodos para realizar o pré-tratamento biol6gico da BLC, a
aplicacdo de fungos merece especial énfase para este fim. Os fungos sdo seres vivos
eucariontes e heterotréficos, com reserva de glicogénio, que formam um dos grupos mais
numerosos da natureza (Ribeiro, 2024), uma vez que se estima que existam entre 2,2 e 3,8
milhdes de espécies pertencentes a esse reino.

Estes microrganismos se destacam, principalmente, pela sua versatilidade e capacidade
de crescer e se adaptar até mesmo em ambientes extremos (Cavalcante et al., 2021),
possuindo um papel essencial no equilibrio ecoldgico ao atuar principalmente como
decompositores, 0 que os torna fundamentais na ciclagem da matéria organica (Ribeiro,
2024). Sua importancia se estende também para areas como a medicina, a inddstria de
alimentos e a agricultura.

Kumari e Singh (2018) e Atelge et al. (2020) apontam que os fungos podem ser
utilizados para o pré-tratamento bioldgico da BLC e indicam como principais vantagens desta
aplicacdo o baixo consumo de energia e a auséncia de necessidade de produtos quimicos.
Zabed et al. (2019) elegem os baixos custos de pré-tratamento, a auséncia ou reducdo na
geracgdo de residuos e a reducdo na formacdo de inibidores como principais vantagens deste
tipo de pré-tratamento.

Zabed et al. (2019) e Abraham et al. (2020) indicam como desvantagem a ocorréncia
de perdas de carboidratos, visto que os fungos utilizam alguma fracdo deste recurso como
matéria-prima para seu metabolismo e crescimento (Shah et al., 2015). Essa desvantagem
pode ser driblada se, ao invés de realizarmos uma hidrélise fungica, optarmos por realizar
uma hidrolise enzimética. Na primeira sdo aplicados fungos para biodegradacdo da BLC,
enquanto na segunda sdo aplicadas apenas enzimas produzidas pelos fungos (adquiridas
comercialmente ou produzidas em laboratério).

De acordo com Andlar et al. (2018), os fungos apresentam um sistema enzimatico

extremamente eficiente, 0 que os torna capazes de decompor materiais ricos em lignocelulose.
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Para os autores, essa eficiéncia deve-se principalmente & capacidade que os fungos tém de
produzir enzimas hidroliticas, que atuam na quebra dos polissacarideos, mas também se deve
a presenca de um sistema oxidativo distinto, de natureza ndao enzimatica. Assim, durante o
pré-tratamento bioldgico de BLC com fungos, estes dois mecanismos atuam em conjunto
promovendo alteracOes estruturais e a degradacdo da lignina presente nesses substratos.

Algumas espécies de fungos sdo mais indicadas para serem utilizadas no pré-
tratamento bioldgico da BLC do que outras. Sankaran et al. (2020) conferiram em seu
trabalho especial destaque aos fungos de podriddo branca pela sua maior eficacia neste tipo de
pré-tratamento.

Kumari e Singh (2018) destacam que os fungos de podriddo branca possuem a
capacidade de degradar completamente a lignina ao oxidar suas moléculas, enguanto os
fungos de podriddo mole realizam uma decomposicdo lenta e incompleta da lignina,
degradando mais rapidamente as fracbes de polissacarideos da biomassa. Aspergillus niger,
Penicillium chrysogenum e Trichoderma reesei sdo exemplos de fungos de podriddo mole
utilizados nos altimos anos em pré-tratamento biologico de BLC (Kumari e Singh, 2018).

Na natureza, os fungos do tipo podriddo branca, pertencentes ao grupo dos
basidiomicetos, sdo o0s principais responsaveis por degradar a lignina, pois realizam este
trabalho de forma mais eficiente e completa do que outros microrganismos (Andlar et al.,
2018).

Os fungos que degradam materiais lignocelul6sicos produzem dois tipos principais de
enzimas: as hidroliticas e as lignoliticas. As enzimas hidroliticas sdo agquelas que atuam na
hidrélise de moléculas como a celulose (ex: celulases, hemicelulases, pectinases, quitanases,
amilases, proteases e esterases). Ja as enzimas lignoliticas, como as peroxidases e oxidases,
atuam principalmente na degradacgdo da lignina. A Figura 7 mostra algumas dessas enzimas
importantes para o pré-tratamento da BLC (Fernandes, 2021).

Espécies como Pleurotus spp., Phanerochaete chrysosporium, Trametes versicolor e
Phlebia spp., figuram como importantes exemplos de fungos com alta atividade lignolitica.
Estas espécies sdo apontadas como grandes produtoras de enzimas capazes de oxidar
compostos aromaticos, produzindo assim radicais que alteram estruturalmente os substratos
lignocelulosicos (Andlar et al., 2018). Entre as principais enzimas lignoliticas cita-se a lacase

(LAC), a manganés peroxidase (MnP) e a lignina peroxidase (LiP).
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Figura 7 — Enzimas lignoliticas
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Fonte: Fernandes (2021)

A lacase (LAC) é uma enzima com forte capacidade oxidativa, capaz de atuar sobre
compostos aromaticos, ndo aromaticos, organicos e inorganicos (Scarlassara, 2022). Ela
também aparece conceituada como uma glicoproteina cuja arquitetura molecular é semelhante
a da familia de enzimas multicobre oxidases, pois possui um sitio catalitico formado por
quatro atomos de cobre (Silva, 2024).

A lacase produzida pelos fungos é fundamental na degradacdo da lignina, pois
promove a oxidacao de grupos fenolicos e gera radicais livres necessarios para esse processo
(Scarlassara, 2022). Embora seja produzida no citoplasma, sua atividade ocorre apenas ap0s
ser secretada para o meio extracelular.

Silva (2024) afirma que as lacases utilizam o oxigénio molecular como aceptor final
de elétrons e, por isso, sdo consideradas enzimas oxidorredutases capazes de hidrolisar varios
substratos. Seu mecanismo de acdo envolve trés etapas: a primeira € a retirada de elétrons do
substrato no sitio de cobre, que d& a enzima uma coloracdo azul; as demais etapas envolvem a
ativacdo do oxigénio molecular e a liberacdo de agua como subproduto (Scarlassara, 2022).

A enzima manganés peroxidase (MnP) é uma proteina extracelular que oxida Mn*2
em Mn*3, quando ativada por peréxido de hidrogénio (Ferrari, 2024). Muito encontradas em
fungos de podriddo branca, essas enzimas pertencem ao grupo das oxidorredutases, assim
como a lacase e a lignina peroxidase (Chang et al., 2021).

Durante a atividade enzimética, o ion Mn?* contido na enzima MnP é oxidado a Mn3*,
que por sua vez oxida fendis, gerando radicais fenolicos (Gruenberg et al., 2025). No entanto,
de acordo com Zhang et al. (2022), como o potencial redox da MnP é baixo, ela s6 € capaz de

degradar oxidativamente lignina fendlica.
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Por possuir ampla especificidade de substrato, a MnP tem potencial para catalisar
muitos poluentes com estruturas diversas, como pesticidas, corantes e hidrocarbonetos
(Ferrari, 2024). E devido a este potencial para catalisar muitos poluentes que a atividade
enzimatica de manganés peroxidase é amplamente investigada em pesquisas para diversos
fins, incluindo a degradacéo de lignina em BLC.

A lignina peroxidase (LiP) trata-se de uma enzima com potencial para oxidacgao tanto
de compostos fenolicos, quanto de compostos ndo fendlicos (Singh et al., 2021b). Por esta
razdo, desde a década de 80, vérias espécies de fungos tém sido estudadas de modo investigar
a producdo de LiP e seu mecanismo de acédo na lignina em diversas condi¢cdes ambientais.

A atividade de LiP é dependente de H-O: e esta enzima age liberando cétion-radicais
gue ajudam a "quebrar” partes da estrutura das moléculas, como cadeias laterais, podendo
remover grupos metila, fazer ligacGes dentro da mesma molécula e promover rearranjos na
molécula (Singh et al., 2021a).

Singh et al. (2024) consideram que o alto potencial redox e, principalmente, a
capacidade que a LiP possui de oxidar materiais recalcitrantes sdo os principais fatores
motivadores para o desenvolvimento de estudos que explorem o uso e a aplicacdo desta
enzima. E possivel encontrar diversos estudos que avaliam a atividade enzimatica de LiP para
a remocdo de contaminantes como produtos farmacéuticos, fendlicos, fendis clorados e
hidrocarbonetos aromaéticos policiclicos (PAHS) (Singh et al., 2024).

Até o momento, ndo foram identificadas pesquisas que explorassem o uso de qualquer
espécie de fungo no pré-tratamento biologico do bagaco de A. sisalana com o objetivo
especifico de viabilizar a producéo de biohidrogénio. Essa auséncia de estudos no campo da
hidrolise fangica aponta para uma lacuna na literatura e abre espaco para investigacdes

inovadoras nessa area.

3.6 Producéo de biohidrogénio em reatores anaerobios apés pré-tratamento de biomassa

lignoceluldsica

Apds matérias-primas com alto teor de celulose e hemicelulose passarem por um pré-
tratamento fisico, quimico ou bioldgico, no qual ocorre hidrolise, forma-se um composto
chamado hidrolisado, que contém altas concentracfes de agucares redutores com cadeias de
cinco ou seis carbonos (Felipe, 2025).

De acordo com Sousa (2022), quando este hidrolisado é submetido a um processo de

digestdo anaerdbia (demonstrado na Figura 8 e caracterizado pelas etapas de hidrolise,
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acidogénese, acetogénese e metanogénese), é possivel produzir a partir dele um biogés, que
consiste numa mistura de diéxido de carbono (CO,), metano (CHj,), sulfeto de hidrogénio

(H2S), hidrogénio (H;) e outros gases.

Figura 8 — Diagrama do processo completo de digestdo anaerdbia
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(Fonte: Chernicharo, 2007).

No entanto, na propria etapa de pré-tratamento podem ser produzidos compostos
residuais toxicos que podem atuar como inibidores na etapa seguinte de digestdo anaerobia
(Pironti, 2024). Lyu et al. (2025) citam o furfural, o hidroximetilfurfural (HMF) e alguns
acidos fracos como exemplo de inibidores, indicando que a presenca destes compostos pode
causar danos ao metabolismo dos microrganismos, prejudicando seu crescimento e afetando a
etapa de fermentacdo. Desta forma, a presenca de inibidores pode influenciar negativamente a
producéo de gas em um sistema biolégico.

Diversos pesquisadores tém se dedicado a estudos com o objetivo de desenvolver e
aprimorar sistemas bioldgicos para a producéo de biogas. Nesse contexto, observa-se hoje um
crescente interesse pela producdo de H, por meio de processos bioldgicos em reatores

anaerobios.
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De acordo com De S4 et al. (2014), a producdo de hidrogénio por processos biologicos
€ um campo de pesquisa em expansdo, uma vez que possui duas principais vantagens: trata-se
de uma fonte de energia renovavel e seu desenvolvimento muitas vezes ocorre com o0
reaproveitamento de residuos. Além disso, a producdo de hidrogénio por meio de processos
biologicos apresenta custos energéticos mais baixos em comparacdo com as rotas
termoquimicas, pois 0s processos biologicos ocorrem em condi¢cbes mais brandas de
temperatura e pressdo (Bachofen, 2024).

Em sua pesquisa, Martins (2023) constatou um crescimento no nimero de publicacdes
sobre producéo de H, em biorreatores, identificando que, entre 2012 e 2022, foram publicados
476 artigos com esta tematica. O autor identificou ainda que, entre 0s anos de 2014 e 2023,
foram depositadas 251 patentes internacionais, registradas para proteger invencdes e
processos relacionados a producédo de hidrogénio em biorreatores.

Conforme Martins (2023), o aumento da demanda por fontes de energia sustentaveis
tem favorecido o desenvolvimento de novas pesquisas para a producdo de hidrogénio em
biorreatores e, para o autor, esta producdo bioldgica é principalmente influenciada pela
selecdo adequada dos microorganismos, pelo projeto do biorreator e pelo controle das
condigdes operacionais.

Acerca deste ultimo item, Martins (2023) afirma ainda que a ado¢do de condigdes
ideais de temperatura, pH e concentracdo de nutrientes pode favorecer uma maior producéo
de H, em reatores bioldgicos.

De Sa et al. (2014) afirmam que a producdo de biohidrogénio pode ocorrer por meio
de diferentes tipos de processos, a saber, biofotolise direta da agua empregando algas verdes,
biofotdlise indireta da agua por cianoficeas, fotofermentacdo de compostos organicos
utilizando bactérias fotossintéticas, fermentagcdo anaerobia de compostos organicos com 0 uso
de bactérias fermentativas e métodos mistos empregando bactérias fotossintéticas e
fermentativas.

Sobre a fermentacdo anaerdbia de compostos organicos com o uso de bactérias
fermentativas, sabe-se que este é um processo bioquimico amplamente utilizado para
conversdo de matéria organica em produtos de valor energético, como biogas. Nesse processo,
bactérias hidroliticas secretam enzimas extracelulares que atuam como biocatalisadores,
promovendo a decomposicdo de materiais complexos em moléculas dissolvidas mais simples
(Balbino, 2020).
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Conforme Devens (2024), através da fermentacdo € possivel produzir H, e outros
subprodutos de valor agregado, como &cido acético, acido propionico, acido butirico, acido
isobutirico, acido isovalérico e etanol.

E possivel encontrar na literatura sistemas para fermentacdo anaerébia montados com
0s mais variados arranjos e niveis de complexidade. Os trabalhos de Tomasini (2020),
Balbino (2020) e Adarme (2016) foram desenvolvidos utilizando sistemas mais simples, nos
quais o hidrolisado, um in6culo e um meio de cultura foram incubados em frasco de vidro
lacrado (sistema estanque) em condicdes variadas de temperatura, tempo e agitacéo.

Utilizando estes sistemas, os autores obtiveram éxito na producdo de H, apds o0s
acucares contidos no hidrolisado serem fermentados pelo conjunto de microorganismos
presentes no in6culo em um meio liquido, que pode ser simplesmente 4gua ou um meio de
cultura para enriguecimento nutricional do sistema, sempre em condi¢des anaerobias.

Santana (2019) considera o frasco penicilina como um excelente exemplo de
recipiente a ser utilizado como biorreator batelada, dada a sua simplicidade, seu custo
acessivel e sua boa aplicabilidade para fins de producdo bioldgica de hidrogénio demonstrada
em trabalhos recentes.

Utilizando esse tipo de frasco, Tomasini (2020) operou sistemas anaerébios montados
utilizando um indculo, um meio de cultura para enriquecimento nutricional e um hidrolisado
produzido a partir do pré-tratamento do bagaco de cana-de-agucar com H,SO, 1,6%. Neste
experimento a autora obteve uma producdo de 3,09 £ 0,02 mmol ap6s conduzir 48 h de
fermentacdo, em condicdes mesofilicas e ph 5,5.

Outro caso de éxito na producdo de H, é o de Balbino (2020), que conduziu
experimentos utilizando hidrolisado da palha da soja, &gua e um inoculo (lodo anaerdbio) em
frascos de penicilina hermeticamente fechados. A partir deste sistema, operado por 7 dias com
temperatura mesofilica (35+1°C), pH 7,70 e agitacdo a 120 rpm, a pesquisadora conseguiu
produzir 159 mL de H,.

Sobre os indculos empregados em biorreatores, De Paula et al. (2025) afirmam que
estes possuem um papel importante na producdo de H,, pois é nesse material que estardo
presentes 0s microorganismos responsaveis pela fermentagdo dos aguUcares contidos no
hidrolisado. Para os autores, o indculo utilizado pode ser de cultura mista ou de cultura pura,
cada um possuindo suas vantagens e desvantagens.

Os indculos de cultura pura apresentam como principal vantagem a seletividade do

substrato, 0 que pode conduzir a maximizagdo da producdo de H,, no entanto, seu manuseio
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exige condigOes estéreis, 0 que pode aumentar o seu custo (De Paula et al., 2025). Ja os
inéculos de culturas mistas podem ser facilmente obtidos, o que Ihe confere baixo custo.

De Paula et al. (2025) consideram que o lodo anaerobio tem grande potencial para ser
usado como in6culo em sistemas de digestdo anaerdbia voltados a producao de hidrogénio.
No entanto, os autores ressaltam que, muitas vezes, é necesséaria a aplicacdo de um pré-
tratamento ao indculo para favorecer a geracao de Hz, uma vez que tal procedimento contribui
para a inibicdo da atividade metanogénica e para a esporulacdo dos microrganismos
produtores de hidrogénio (Adarme, 2016).

Para Dornelles (2024), Methanospirillum e Methanobacterium sdo importantes
exemplos de arqueias metanogénicas com metabolismo hidrogenotréfico, uma vez que
consomem H: como doador de elétrons para reduzir diéxido de carbono (CO:) e produzir

metano CHa, conforme a Equacado 1.

CO, + 4H. — CH, + 2H:0 1)

A realizacdo de um pré-tratamento no inéculo pode contribuir para a reducdo da
populagdo de microrganismos consumidores de H; e, consequentemente, diminuir sua
proporcéo em relagcdo aos microrganismos produtores de hidrogénio (Santana, 2019).

Pesquisas recentes dedicadas a producdo de H, tém buscado maximizar a producao
deste gas em relacdo aos outros produtos componentes do biogas. Nesse sentido pode-se
encontrar na literatura algumas estratégias Uteis para favorecer a producdo de biohidrogénio
em sistemas anaerdbios.

Santana (2019), Lima (2020) e Adarme (2016) optaram por realizar em suas pesquisas
pré-tratamento fisico de natureza térmica no indculo (lodo anaerdbio), aquecendo-o em chapa
térmica a fim de inativar as arqueias metanogénicas hidrogenotréficas e evitar o consumo de
H: por esses microorganismos.

Na contramé&o dos pré-tratamentos térmicos do inoculo, Adames et al. (2021) e Rossi
et al. (2021) realizaram pré-tratamento &cido no indculo com o mesmo objetivo: eliminar as
arqueias metanogénicas hidrogenotroficas.

Ambos os pré-tratamentos, fisico (térmico) e quimico, sdo eficazes para este fim,
sendo que a escolha pelo primeiro demanda o emprego de energia térmica e a escolha pelo

segundo demanda aquisigéo de reagentes.
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Santana (2019) considera que realizar o pré-tratamento do inoculo favorece os
microorganismos produtores de hidrogénio e destaca os do género Clostridium como
potenciais produtores desse gas.

Silva (2015) cita Clostridium sp., Clostridium butyricum e Clostridium beijerinckii
como importantes bactérias fermentativas e produtoras de Hz, e aponta ainda as bactérias
Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae, Enterobacter aerogenes, Escherichia coli,
Klebsiella pneumonia como principais microrganismos para produc¢édo de H, por fermentacéo
anaerobia.

Assim, pode ser Util empregar nos biorreatores uma selecdo de microrganismos de
interesse por meio do pré-tratamento do in6culo, evitando o indesejavel consumo de H; pela
familia das arqueias metanogeénicas.

O uso de biorreatores apresenta grande potencial para a producdo de H: e, até o
momento, ndo foram identificados estudos que investiguem a geracao de H: por fermentacao
anaerdbia empregando hidrolisado obtido por meio do pré-tratamento bioldgico do bagaco de
Agave sisalana com cepas de Trametes spp., configurando a principal inovacdo desta

pesquisa.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Coleta e caracterizacdo do bagaco de Agave sisalana

O bagaco de A. sisalana utilizado nesta pesquisa foi adquirido de um produtor rural
(que atende pelo apelido de Tizil) por meio de doacdo e foi coletado no Municipio de
Caririacu-CE, em localidade denominada Sitio S&o Paulo. O local onde foram coletadas as

amostras de bagaco de agave utilizadas nesta pesquisa segue demonstrado na Figura 9.

Figura 9 — Localidade Sitio Sdo Paulo no Municipio de Caririagu-CE.
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Fonte: Elaborado pela autora (2025)
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Apbs a coleta, a amostra foi acondicionada em embalagens de polipropileno e
armazenadas, em temperatura ambiente, em caixas de papeldo para transporte. No Laboratério
de Tecnologia da Biomassa da Embrapa, 0 bagaco de agave foi levado a estufa a 105 + 2 °C
por trés horas e moido em Moinho com rotor PULVERISETTE 16 Fritsch utilizando peneira
de 20 mesh. Apos a moagem o material foi novamente acondicionado em sacos de
polipropileno e armazenado a temperatura ambiente (sem refrigeracdo). Na Figura 10 esta

apresentado o bagaco de Agave sisalana moido.

Figura 10 - Bagaco de Agave sisalana moido

Fonte: Acervo pessoal da autora (2025)

A caracterizacdo do bagaco de Agave sisalana foi realizada no Laboratorio de
Tecnologia da Biomassa e no Laboratério de Analises de Alimentos, ambos ligados a
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria — EMBRAPA Agroindudstria Tropical. A
amostra foi submetida a ensaios para determinagdo pH e dos teores de umidade, cinzas,

proteinas, extrativos, lignina, holocelulose e alfacelulose.
4.1.1 Determinacao do pH
A determinacdo de pH foi realizada em quintupla (cinco repeticdes) a partir de leitura

em pHmetro digital (Mettler Toledo, modelo F20, Ohio, EUA) calibrado com solucGes
tampé&o de pH 4,0 e 7,0 (AOAC, 2016).
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4.1.2 Determinagéo do teor de umidade

Na sequéncia, foram realizados os procedimentos para a determinacdo da umidade,
que corresponde ao teor de agua presente em uma amostra. De acordo com Morais et al.
(2010), esse parametro pode ser determinado pela diferenca de massa da amostra antes e apds
0 processo de secagem em estufa a 105 °C. Assim, a perda de massa durante a secagem
reflete o contetdo de agua presente, sendo possivel calcular o teor percentual de umidade na
amostra.

O teor de umidade foi avaliado em quintupla, utilizando a metodologia da Association
of Official Analytical Chemists (AOAC), descrita em Morais et al. (2010).

4.1.3 Determinacao do teor de cinzas

Conforme Morais et al. (2010), a determinacdo do teor de cinzas em amostras vegetais
corresponde, essencialmente, ao teor de minerais presentes. Para avaliacdo do teor de cinzas o
material organico deve ser ignizado, o que resulta na liberacao de gases e, consequentemente,
na eliminacdo de elementos como carbono, oxigénio, hidrogénio, nitrogénio e enxofre. Apos
esse procedimento, permanecem apenas 0S minerais, como sédio, potassio, célcio e ferro,
entre outros (Morais et al., 2010).

Nesta pesquisa, 0 teor de cinzas foi determinado por calcinacdo em Forno Mufla
Digital 7Lab Modelo Bio FM 16L, seguindo a metodologia descrita em Morais et al. (2010),

realizando todo o procedimento em quintupla.

4.1.4 Determinacdo do teor de proteinas

Conforme Esteves (2006), o reconhecimento do teor de proteinas em uma amostra é
uma atividade importante, pois, ao quantificd-lo, é possivel identificar propriedades
tecnolodgicas e nutricionais dos materiais. No geral, a determinagdo do teor de proteinas é feita
através da analise de nitrogénio presente na amostra, uma vez que este é o elemento que se
encontra mais presente nas proteinas.

A determinacéo do teor de proteina foi realizada por combustao, segundo 0 método de
DUMAS em equipamento Analisador de Nitrogénio/Proteina NDA 701 Dumas, utilizando
EDTA como padrdo, com base no método da AOAC 992.23 (AOAC, 2016). Para assegurar a

precisdo e a exatidao da analise, o procedimento foi realizado em quintupla.
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4.1.5 Determinacéao do teor de extrativos

Conforme Morais et al. (2010), os extrativos podem ser conceituados como
componentes que podem ser extraidos de biomassas lignoceluldsicas seja por solventes
polares, seja por solventes apolares, podendo englobar uma variedade de moléculas como
sais, agucares, acidos, ésteres graxos, ceras e resinas, entre outros. Entre suas funcdes, cita-se
a protecdo da matéria contra os ataques de fungos e bactérias (Morais et al., 2010).

A determinacdo de extrativos ocorreu conforme a metodologia descrita em Morais et
al. (2010). A Figura 11 apresenta parte do experimento conduzido para determinacdo desta

variavel.

Figura 11 — Experimento para determinacéo de

extrativos

Fonte: Acervo pessoal da autora (2025)

Para garantir a confiabilidade da analise, o ensaio foi realizado em triplicata.
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4.1.6 Determinag&o do teor de lignina insoluvel

Devido as limitacdes técnicas, esta pesquisa deteve-se apenas a determinacéo do teor
de lignina insolavel ou lignina de Klason, ndo sendo realizada a determinacdo do teor de
lignina soluvel, razéo pela qual ndo foi possivel avaliar o teor de lignina total,

A determinagdo do teor de lignina insoluvel foi realizada em triplicata, seguindo a
metodologia descrita em Morais et al. (2010), que consiste em adaptacdo da norma TAPPI T
222. A Figura 12 ilustra uma etapa do experimento realizado para a determinacédo do teor de

lignina insoluvel.

Figura 12 — Montagem de experimento para extracao de

lignina insoldvel

Fonte: Acervo pessoal da autora (2025)

4.1.7 Determinacéo do teor de holocelulose

Neste trabalho optou-se por determinar o teor de holocelulose, pois esta é uma variavel
gue em si engloba os teores de celulose e dos demais carboidratos, sendo frequentemente
utilizado para quantificar os carboidratos totais presentes em uma célula vegetal (MORAIS et
al., 2010). Além disso, esta variavel também foi investigada para, posteriormente, determinar
o teor de hemicelulose.

A determinacgéo do teor de holocelulose ocorreu conforme procedimento descrito em
Morais et al. (2010). A Figura 13 retrata parte do procedimento experimental adotado para a
quantificacdo do teor de holocelulose.
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Figura 13 — Experimento para determinagéo do teor de holocelulose

Fonte: Acervo pessoal da autora (2025)

Com o objetivo de garantir maior precisdo e confiabilidade dos resultados, o

procedimento experimental foi conduzido em triplicata.

4.1.8 Determinacéo do teor de alfacelulose

Nesta pesquisa optou-se por determinar a variavel alfacelulose, porque a partir deste
parametro é possivel determinar o teor de hemicelulose. Isso porque, conforme Morais et al.
(2010), conhecendo-se os valores de holocelulose e de alfacelulose de um material, pode-se,
por meio do célculo da diferenca, determinar o teor de hemicelulose.

A determinacgéo do teor de alfacelulose foi realizada em triplicata, adotando-se todos

os procedimentos metodoldgicos disponiveis em Morais et al. (2010).

4.2 Producdo de hidrolisados utilizando fungos

Ap0s a caracterizacdo do bagaco de A. sisalana, iniciaram-se 0s procedimentos para a
producéo do hidrolisado utilizando fungos. Para esta producéo foram utilizadas cepas isoladas
de Trametes spp. obtidas na micoteca do Laboratorio de Tecnologia Ambiental (LATAM), do
Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do Cearé (IFCE), campus Fortaleza.

A cepa isolada foi cultivada individualmente por 7 dias em placa de Petri contendo
meio s6lido agar batata dextrose (PDA) a 30 °C. O micélio fungico produzido nesta etapa foi

utilizado na forma de discos miceliais (plag). Para produzir os discos miceliais, utilizou-se um
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tubo de ensaio com abertura de 6 mm, que foi previamente flambado em chama para
esterilizacdo. Apds rapido resfriamento, o tubo foi utilizado para demarcar os discos miceliais
de Trametes spp. presentes na placa de Petri.

A montagem de reatores para a producao de hidrolisado por fermentacao submersa foi
conduzida por procedimento adaptado de Aradjo et al. (2021) e Menezes et al. (2009), no
qual o fungo foi cultivado em meio de cultura contendo pequena quantidade de bagacgo. As
reacOes foram conduzidas em modo descontinuo, de forma que os reatores foram operados em
regime de batelada durante todo o experimento.

Os reatores foram conduzidos em regime de fermentacdo submersa, utilizando apenas
0 substrato principal, sem suplementacdo com co-substratos. Para isto, frascos Erlenmeyers de
250 mL foram utilizados como reatores, sendo preenchidos com 60 mL de meio basal (em pH
5,5) e 3 g de bagaco de A. sisalana. Os frascos Erlenmeyers foram fechados com papel
aluminio e elastico de borracha e esterilizados em autoclave a 121 °C por 20 min. A

composi¢do do meio basal (em pH 5,5) esta apresentada na Tabela 1.

Tabela 1 — Composicéo do meio basal (em pH 5,5) descrito em Menezes et al. (2009).

Reagente Concentragao
(NH,4)2S0, 1,4 g/L
KH,PO, 2,0g/L
Ureia 0,1g/L
MgSO,.7H,0 0,3 g/L
CaCl, 0,3 g/L
FeSO,.7H,0 5,0 mg/L
MnSO,4.H,O 1,56 mg/L
CoCl, 2,0 mg/L
ZnS0O4.7H,0 1,4 mg/L

Fonte: Elaborado pela autora (2025)

Apos atingir temperatura ambiente, cada reator (Figura 14) foi inoculado com trés
discos miceliais (plags) de 6 mm de diametro (Figura 15) e incubado a 28 + 1 °C, na auséncia
de luz. Uma adaptacdo a metodologia proposta por Araujo et al. (2021) foi adotada ao se
empregar uma agitacdo de 150 rpm, utilizando incubadora de bancada Cientec Modelo CT-
712 (Figura 16).
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Figura 14 — Corte dos discos miceliais Figura 15 — Montagem de reatores

Acervo pessoal da autora (2025)

Figura 16 — Fermentacdo submersa realizada em incubadora

de bancada

Fonte: Aervo pessoal da autora (2025)

Para este trabalho, foi produzida quantidade de reatores tal, de forma que fosse
possivel realizar o desmonte de uma triplicata de reatores a cada tempo pré-definido para
avaliacdo de agucares redutores, bem para o0 monitoramento da atividade enzimatica de lacase,
manganés peroxidase e lignina peroxidase. Estas variaveis foram monitoradas ao longo de
trinta dias nos tempos: 3h, 6h, 9h, 12h, 24h (1° dia), 2° dia, 3° dia, 4° dia, 5° dia, 10° dia, 15°
dia, 20° dia, 25° dia e 30° dia, totalizando 14 tempos distintos. Por esta razdo, foram entéo
montados 42 reatores, de modo que a tempo especificado, até o trigésimo dia, uma triplicata
de reatores fosse submetida a avaliacdo das variaveis acima informadas nos intervalos de

tempo pré-estabelecidos.
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A Figura 17 apresenta um esquema geral dos procedimentos metodoldgicos adotados
para a montagem de reatores para a producdo de hidrolisado por fermentacdo submersa.

Figura 17 — Esquema geral dos procedimentos adotados para a montagem de reatores

/__\\ | : 1 ‘I
00 mL de meso ) /4 —> oy - < 2N s
de cultura basal — _/ : - -
Ig de bagaco \ .", 28°C (%150 rpm

Fonte: Elaborado pela autora (2025)

Ao término do periodo reacional, o substrato foi coletado e separado por filtracdo
utilizando papel para filtracdo rapida e, na sequéncia, uma filtracdo a vacuo utilizando filtro
de fibra de vidro. O residuo retido no filtro foi descartado de forma ambientalmente adequada
e o filtrado, considerado hidrolisado, foi reservado, parte para a determinagdo dos parametros
desejados e parte para a proxima etapa da pesquisa (producdo de H, por fermentacdo
anaerdbia). A fracdo a ser usada para a producdo de H, por fermentacdo anaerdbia foi
acondicionado em tubo plastico do tipo Falcon de 50 mL e armazenada em freezer a 4°C para

preservacao de suas caracteristicas originais.

4.3 Avaliacdo da producédo de acgucares redutores (AR) em reatores bioldgicos

A avaliacdo da producdo de agucares redutores foi realizada através do método do
acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), que consiste em um método colorimétrico amplamente
utilizado para quantificar agucares redutores (como glicose, maltose e lactose) em solugdes.

Nesse método, o acido 3,5-dinitrosalicilico (agente oxidante presente no reativo DNS)
reage com o carbono carbonilico de agUcares redutores (Teixeira, 2022). Durante a reacao, 0
acido DNS, que apresenta uma coloracdo amarela, é reduzido a acido 3-amino-5-
nitrosalicilico, que apresenta uma coloragdo avermelhada, cuja intensidade da cor é
proporcional a quantidade de agUcares redutores presente na amostra. A intensidade da cor €
mensurada em um espectrofotdbmetro, em 540 nm, permitindo a quantificagdo do acucar
redutor na amostra por meio de uma curva padrdo (Teixeira, 2022).

A metodologia detalhada da analise esta disponivel em Vasconcelos et al. (2013).
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4.4 Avaliacdo da atividade enziméatica

4.4.1 Avaliacdo da atividade enzimatica de lacase (LAC)

A determinacdo da atividade de lacase foi realizada utilizando metodologia proposta
por Buswell et al. (1995), que se inicia com a adigdo em um tubo de ensaio de 10 cm x 100
mm de 3 mL de tampéo acetato de sédio 0,1 M (pH 5,0), 6 mL do hidrolisado e 1 mL de
ABTS (acido 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) 0,03% (p/v). O contetdo do
tubo de ensaio foi agitado e uma primeira leitura foi realizada em espectrofotdmetro UV-Vis
GENESYS 150 Thermo Scientific ajustado para o comprimento de onda de 420 nm.

Em seguida, o tubo de ensaio foi incubado a 37°C por 10 minutos em equipamento
Banho Maria Digital GlobalTrade 16L. Cessado o periodo de incubacdo, as amostras foram
mais uma vez lidas em espectrofotdometro a 420 nm.

As anélises foram realizadas em duplicata e a variagdo da absorbancia (AAbsorbancia)
foi registrada para aplicacdo na Equacdo 2, que considera este dado e o coeficiente de
extingdo molar (g) do produto formado (36000 M™cm™), dentre outros dados (Buswell et al.,
1995).

A Equacdo 2, obtida em Cavalcante (2024), permite a determinagdo da atividade
enziméatica em U/L, na qual 1 U corresponde a quantidade de enzima capaz de catalisar a

conversdo de 1 pumol do substrato por minuto, sob as condi¢fes do ensaio.

A Absorbancia x 10°
EXRXt

Atividade enzimatica (U/L) =

(2)
Sendo,

A Absorbancia = Absorbancia final — Absorbéancia inicial

¢ = coeficiente de absor¢do molar = 36000 M™* cm™

R = volume de hidrolisado utilizado (L) = 0,006 L
t = tempo de reagdo (min) = 10min

4.4.2 Avaliacao da atividade enziméatica de manganés peroxidase (MnP)

Para avaliacdo da atividade enzimatica de manganés peroxidase (MnP) utilizou-se o

método descrito em Ameen et al. (2016) e Cavalcante (2024).
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Para isso, em um tubo de ensaio de 10 cm x 100 mm foi adicionado 400 uL. de MnSO4
(1 mM), 300 pL de solugdo de tartarato de sodio (100 mM, pH 4,5), 600 uL de fenol 0,01% e
600 uL de H,O, 0,1 mM e 3 mL de aliquotas filtradas dos reatores (hidrolisado).

O contetido do tubo de ensaio foi agitado e uma primeira leitura foi realizada em
espectrofotometro UV-Vis GENESYS 150 Thermo Scientific ajustado para o comprimento de
onda de 460 nm. Uma segunda leitura foi realizada no mesmo equipamento apos incubacao
em temperatura ambiente (25 °C) por 10 minutos.

As analises foram realizadas em duplicata e a variagao da absorbancia (AAbsorbancia)
foi registrada para aplicacdo na Equacdo 2, anteriormente apresentada. Para a determinagéo
desta atividade enzimética adotou-se € (coeficiente de absor¢ao molar) = 6500 M-1 cm-1, R =

volume de hidrolisado utilizado (L) = 0,003 L e t = tempo de reacdo (min) = 10min.

4.4.3 Avaliacao da atividade enzimatica de lignina peroxidase (LiP)

Para a determinacdo da enzima lignina peroxidase (LiP), seguiu-se protocolo descrito
no trabalho de Sanchez (2021). Neste método, a atividade enzimatica da LiP é determinada a
partir da medicdo do aumento da absorbancia a 310 nm na presenca de alcool veratrilico (3,4-
dimethyoxybenzyl alcohol).

Para tanto, em um tubo de ensaio de 10 cm x 100 mm foi adicionado 2000 uL de
solug¢@o tampdo tartarato de sodio (125 mM, pH 4,5), 1000 puL de hidrolisado, 1000 pL de
alcool veratrilico (10 mM) e 1000 pL de perdxido de hidrogénio (2 mM). Uma primeira
leitura foi realizada a 310 nm em espectrofotometro UV-Vis GENESYS 150 Thermo
Scientific e uma segunda leitura foi realizada no mesmo equipamento apos incubacdo em
temperatura ambiente (25 °C) por 10 minutos.

As andlises foram realizadas em duplicata e a variacao da absorbancia (AAbsorbancia)
foi registrada para aplicacdo na Equacdo 2, anteriormente apresentada. Para a determinagéo
desta atividade enzimética adotou-se € (coeficiente de absor¢ao molar) = 9300 M-1 cm-1, R =

volume de hidrolisado utilizado (L) = 0,001 L e t = tempo de reagdo (min) = 10min.
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4.5 Reatores anaerobios para a producéo de H,

Os reatores anaerobios para a producdo de H, foram montados e operados no
Laboratorio de Tecnologia Ambiental (LATAM) utilizando metodologia adaptada de Balbino
(2020).

Nesta pesquisa optou-se por operar dois tipos reatores:

e um contendo agua, indculo e um hidrolisado obtido ap6s um dia de pré-tratamento do
bagaco de A. sisalana por hidrolise fungica com Trametes spp., chamado de Reator

tipo A; e

e outro contendo agua, indculo e um hidrolisado obtido apds trés dias de pré-tratamento
do bagaco de A. sisalana por hidrélise fungica com Trametes spp., chamado de Reator

tipo B.

Foram utilizados como reatores frascos de penicilina de 120 mL fabricados em
borossilicato de material transparente (Figura 18) e estes frascos foram preenchidos com agua
destilada, hidrolisado e indculo pré-tratado, nesta ordem, adotando-se ainda medidas para

tornar o sistema mais anaerdbio o possivel.

Figura 18 — Frascos de penicilina de 120 mL utilizados como reatores
anaerobios para a producédo de H,

Fonte: Acervo pessoal da autora (2025)

Um processo de desoxigenagdo térmica foi adotado para reduzir a concentragdo de
oxigénio no sistema. Para tanto, a 4gua destilada usada nos sistemas foi aquecida em béquer a
100°C em chapa aquecedora Quimis Q313F21. Apds a fervura, a agua foi resfriada
naturalmente até atingir a temperatura ambiente e, ap0s isso, 0 volume desejado foi medido e
transferido para o reator, cuidadosamente, a fim de evitar a incorporacdo de oxigénio

atmosférico.
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O hidrolisado, que estava acondicionado em tubo pléastico do tipo Falcon de 50 mL e
armazenado em freezer a 4°C para preservacdo de suas caracteristicas originais, foi
descongelado em temperatura ambiente até que alcancasse a temperatura de 25°C.

Como o hidrolisado ja estava caracterizado anteriormente em termos de concentracao

de acgUcares redutores, nesta etapa foi necessario caracterizar apenas o inoculo utilizado.

4.5.1 Coleta, caracterizacéo e pré-tratamento do inéculo

O indculo utilizado nesta pesquisa trata-se de lodo anaerébio proveniente de Estacdo
de Tratamento de Efluentes (ETE) operada pela Companhia de Agua e Esgoto do Ceara
(CAGECE) no municipio de Horizonte/CE. A referida ETE utiliza a tecnologia UASB
(Upflow Anaerobic Sludge Blanket), seguida por um sistema de filtro submerso aerado (FSA).

Na etapa de coleta, o lodo anaerdébio foi armazenado em frasco plastico de 5 L e
conduzido ao LATAM para caracterizacdo quanto a concentracdo de Soélidos Suspensos
Volateis (SSV).

Para a determinacdo de Solidos Suspensos Volateis (SSV) foi empregado o método
gravimétrico “Determinagdo de sdlidos suspensos fixos e volateis por ignicao a 550°C”
descrito em APHA (2017).

Por se tratar de lodo anaerdbio, foi necessario realizar sua diluicdo a 1% para viabilizar

a realizacdo da analise.

4.5.1.1 Preparo do in6culo para selecdo de microorganismos acidogénicos

Imediatamente antes da montagem dos reatores foi realizado o pré-tratamento térmico
do in6culo, procedimento adotado para reduzir a populagdo de microrganismos consumidores
de H, e, consequentemente, diminuir sua proporcdo em relacdo aos microrganismos
produtores de hidrogénio (Santana, 2019).

Para isso, o material foi acondicionado em em béquer e colocado em chapa
aquecedora Quimis Q313F21 até atingir a temperatura de 90°C, mantendo-o em temperatura
constante por 10 min (Figura 19). Em seguida, o inoculo foi resfriado até alcancar a
temperatura de 25°C, conforme metodologia indicada em Balbino (2020 apud
MAINTINGUER et al., 2011).


https://www.bing.com/ck/a?!&&p=3cf413b5c88f36b3951c4dcd4b6f7e3acaece61a36d427901b90714ba7fc8e9eJmltdHM9MTc2MzU5NjgwMA&ptn=3&ver=2&hsh=4&fclid=38ac4e01-296a-62a6-116d-5d9a283b631f&psq=CAGECE&u=a1aHR0cHM6Ly93d3cuY2FnZWNlLmNvbS5ici8&ntb=1
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Figura 19 — Pré-tratamento térmico do in6culo (lodo anaerdbio)

; 53
Fonte: Acervo pessoal da autora (2025)

4.5.2 Montagem dos reatores anaerobios para a producédo de H,

As reacOes para a producdo de H, foram conduzidas em modo descontinuo, de forma
que os reatores foram operados em regime de batelada durante todo o experimento.

Os reatores anaerobios foram operados utilizando &gua destilada (12,5 mL),
hidrolisado (25 mL) e in6culo pré-tratado (12,5 mL), sem realizar o ajuste do pH inicial dos
reatores. Conforme ja relatado, foram montados reatores utilizando dois diferentes
hidrolisados:

e Um primeiro conjunto de reatores, que chamaremos de reatores A, foram
montados utilizando agua, indculo e um hidrolisado produzido apds um dia de
pré-tratamento biologico com Trametes spp de bagaco de A. sisalana.

e Um segundo conjunto de reatores, que chamaremos de reatores B, foram
montados utilizando agua, inéculo e um hidrolisado produzido apés trés dias
de pré-tratamento biol6gico com Trametes spp de bagaco de A. sisalana.

Ap0Os a montagem, os reatores foram hermeticamente fechados com rolha de borracha
de butila e lacre de metal utilizando alicate crimpador. Os reatores foram dispostos em uma
incubadora com agitacdo orbital (shaker) a 35x1°C e 120 rpm, conforme demonstrado na

Figura 20.
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Figura 20 — Incubacéo dos reatores anaerdbios
em shaker
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Fonte: Acervo pessoal da autora (2025)

Foi produzida quantidade de reatores, de forma que fosse possivel realizar o desmonte
de 01 (um) reator A e 01 (um) B apo6s 1, 2, 4 e 7 dias de operagdo para avaliagdo do volume
de H, produzido. Por esta razao, para cada tipo de reator foram entdo montados 4 reatores.

Além dos reatores A e B, foram incluidos reatores “branco”, montados sem adi¢cdo de
hidrolisado, contendo apenas agua destilada e inéculo pré-tratado. Esse branco teve como
objetivo servir de controle, permitindo avaliar a producdo de H: associada apenas ao consumo
de ARs do hidrolisado.

Apo6s o encerramento de cada tempo reacional, os reatores eram retirados da

incubadora e o biogas produzido era analisado 0 mais brevemente possivel.

4.5.3 Avaliacéo da producéo de H; reatores anaerobios

Findado o tempo reacional, os reatores foram conduzidos ao Laboratério de
Tecnologia em Processos Ambientais (LTPA), do Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e
Tecnologia do Ceara (IFCE), campus Maracanad, para a avaliacdo da producéo de H, por
cromatografia gasosa.
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No LTPA, os reatores foram cuidadosamente manuseados de forma retirar de cada um
deles uma aliquota de 200 pL para determinagdo do volume de H, produzido. A amostragem
foi realizada do headspace do reator utilizando seringa para cromatografia gasosa (CG)
Hamilton GASTIGHT 1 mL Modelo 1001 TLL, conforme demonstrado na Figura 21.

Figura 21 — Amostragem do biogas produzido nos reatores para injecdo em

cromatografo gasoso

Fonte: Acervo pessol da autora (2025)

A aliquota retirada de biogas foi introduzida em coluna cromatogréafica de
Cromatdgrafo Gasoso (CG) Trace 1310 (Thermo Scientific) equipado com coluna Carboxen
1010 PLOT e detector de condutividade térmica (TCD). O tempo de corrida foi mantido em
10 min com fluxo constante de gés de arraste de N, a 3,5 mL.min™, fluxo do gas de referéncia
de 1,0 mL.min™ e polaridade negativa. A temperatura do injetor foi mantida em 200 °C e a
temperatura do forno em 50 °C e o detector foi mantido a 230 °C.

A producéo de hidrogénio é dada neste trabalho em pL.
4.6 Andlise estatistica

Os resultados referentes a producéo de agucares redutores, atividade de LiP, MnP e
LAC foram analisados por meio de anélise de variancia (ANOVA), com aplicacdo do teste de
comparacdo de médias de Tukey, adotando-se nivel de significancia de 5% (p < 0,05). O teste
de Tukey foi utilizado para avaliar diferencas significativas na producdo de acucares

redutores, atividade enzimética e producdo de biohidrogénio. Todas as anlises estatisticas
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foram realizadas utilizando o software Stata, versdo 18 (StataCorp LLC, College Station, TX,
EUA).

No caso da producdo de biohidrogénio, ndo foram realizados testes estatisticos, uma
vez que essa etapa experimental ndo contou com repeticGes em duplicata ou triplicata, o que
impossibilita a aplicagdo de analises estatisticas inferenciais. Dessa forma, os resultados de
producdo de H: foram avaliados de maneira descritiva, sendo utilizados para observar o

comportamento dos reatores ao longo do periodo experimental.



49

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizagdo do bagacgo de Agave sisalana

A caracterizacdo do bagaco de A. sisalana foi realizada e obteve-se os resultados

apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 — Caracterizacao do bagaco de Agave sisalana

Variaveis Bagaco de A. sisalana
pH 10,8000 + 0,0320
Proteinas (%) 7,0205 + 0,0065
Umidade (%) 11,4777 + 0,4566
Cinzas (%) 23,9037 + 0,3985
Extrativos (%) 6,3285 + 0,4163
Lignina insolavel (%) 20,1685 £ 0,8875
Holocelulose (%) 60,4837 * 2, 4007
Alfacelulose (%) 47,5226 + 0,7345
Hemicelulose (%) 12,9611 + 1,1846

Fonte: Elaborado pela autora (2025)

Para efeitos de comparacédo, o portal dos periddicos da CAPES foi consultado e foram
selecionados os 04 (quatro) artigos cientificos mais recentes que em seu escopo continham
uma caracterizacdo completa deste substrato. Os artigos selecionados foram publicados entre
0s anos de 2023 e 2024, o que ressalta o atual interesse quanto a pesquisa e explora¢do do
potencial biotecnoldgico deste substrato. Ressalta-se ainda, que apesar de se tratar de uma
planta originaria da América Central, todos os artigos selecionados tratavam de substratos
coletados no nordeste do Brasil.

Alternativamente, outros artigos recentes contemplavam a caracteriza¢do do bagago de
outras espécies de agave diferentes do objeto deste estudo, como por exemplo a A. tequilana.
Por se tratar de espécies diferentes, estes ultimos dados ndo foram utilizados nas discussoes
deste trabalho.

Os resultados das variaveis analisadas no presente trabalho para caracterizacdo do
bagaco de A. sisalana concordam com aqueles obtidos por Da Silva et al. (2023), que em sua
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pesquisa caracterizaram o0 bagaco agave com a finalidade de melhor compreendé-lo, a fim de
aplica-lo em ensaios de biossor¢do em solos contaminados com metais pesados.

Em Da Silva et al. (2023), além de lignina insoltvel, foi avaliado o teor de lignina
solavel, o que permitiu a determinacgéo do teor de lignina total, uma variavel ndo investigada
no presente trabalho. O bagago avaliado por Da Silva et. al (2023) também foi coletado no
municipio de Caririacu-CE, assim como o analisado neste trabalho, no entanto, ndo é possivel
afirmar que este é oriundo da mesma localidade que o utilizado nesta pesquisa.

Silva et al. (2024) também estudaram o bagaco de agave e nos estudos desenvolvidos
por estes pesquisadores encontraram-se teores de extrativos e hemicelulose (6,0 e 16,7%,
respectivamente) semelhantes aos obtidos neste trabalho. No entanto, outras varidveis como
os teores de cinzas (14,0%) e celulose (37,2%) sdo notadamente inferiores aos observados na
presente pesquisa. O estudo desenvolvido por Silva et al. (2024) foi conduzido para avaliar a
aplicabilidade deste substrato quanto a remocdo de bisfenol-A, um contaminante emergente.

Os resultados encontrados no presente trabalho divergem daqueles dispostos em
Thomas et al. (2024), especialmente quanto as variaveis extrativos e holocelulose. Esta ultima
trata-se de uma varidvel importante, uma vez que, conforme Segato et al. (2014), refere-se a
fracdo da biomassa lignocelul6sica formada por polissacarideos que formam um grande
reservatorio de energia, ligados por ligagdes C—H em polimeros dificeis de quebrar. Destaca-
se que, dentre os trabalhos selecionados, o de Thomas et al. (2024) foi o que avaliou uma
menor quantidade de variaveis para a caracterizacdo do bagaco da A. sisalana.

Cunha et al. (2024) avaliaram em seu trabalho a viabilidade da aplicacdo de técnicas
de compostagem para 0 melhoramento da producao de bio-6leo a partir dos residuos de sisal,
mas, antes disso, investigaram a composicdo lignoceluldsica do bagaco de A. sisalana. Os
resultados por eles apresentados contrastam com o0s aqui obtidos, uma vez que Cunha et al.
(2024) encontraram baixos teores holocelulose (20,1%), celulose (14,1%) e hemicelulose
(6,0%) no substrato por eles avaliado.

Apesar das semelhancas e divergéncias, em todos os trabalhos concluiu-se que o
bagaco de agave possuia boa aplicabilidade para a finalidade pretendida, dados os teores de
lignina, celulose e hemicelulose encontrados nos substratos avaliados. Estas reflexdes seguem
sintetizadas na Tabela 3, que compara o0s resultados obtidos nesta pesquisa quanto a
caracterizacdo do bagaco de A. sisalana, com os resultados obtidos por Da Silva et. al (2023),
Silva et. al (2024), Thomas et al. (2024) e Cunha et al. (2024).
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Tabela 3 — Comparacgéo da caracterizacdo do bagaco de Agave sisalana realizada por autores

diversos
Autora thS;lllva Silva et. tho rglas Cunha et Desvio
(2025) (2023) al (2024) (2024) al. (2024) Padréo
pH 10,8 - - - - -
Proteina (%) 7,0 - - - - -
Umidade (%) 11,5 12,7 8,4 4,6 - 3,629
Cinzas (%) 23,9 17,3 14,0 12,1 11,1 5,170
Extrativos (%0) 6,3 7,6 6,0 23,2 52,7 20,084
Lignina ins. (%) 20,2 2,0 - - - 12,848
Lignina total (%) - 59 15,5 13,0 9,5 4,198
Holocelulose (%) 60,5 56,5 53,9 42,4 20,1 9,502
Alfacelulose (%) 47,5 45,1 37,2 - 14,1 16,334
Hemicelulose (%) 13,0 11,4 16,7 - 6,0 4,440

Fonte: Elaborado pela autora (2025)

A partir da Tabela 3 observou-se que o presente trabalho foi o que realizou uma

caracterizacdo mais completa do bagaco de A. sisalana, deixando apenas de avaliar a variavel

“lignina total”. Observou-se ainda que os teores de lignina, holocelulose e alfacelulose

obtidos neste trabalho sdo superiores aos encontrados nos artigos analisados.

Os teores de lignina, celulose e hemicelulose obtidos nesta etapa, deste trabalho, sdo

relevantes e assemelham-se a teores obtidos em pesquisas que buscavam caracterizar outros

tipos de biomassa lignocelulosica para fins de producédo de biohidrogénio.

Ao comparar trabalhos, descritos na literatura, que tinham como objetivo a producao

de biohidrogénio a partir de diferentes biomassas, foi organizada a Tabela 4, que apresenta

uma sintese dos artigos selecionados e dos resultados extraidos deles. A comparacdo deu-se

em funcéo dos teores de lignina, celulose e hemicelulose.

Tabela 4 — Producéo de biohidrogénio a partir de biomassas lignocelulésicas diversas

Substrato analisado

Bagaco de Agave sisalana (Autora, 2025)

Folha de cana-de-acucar (Miftah et al., 2022)

Caule de mandioca (Bolonhesi et al., 2023)
Grama Napier (Balakrishnan et al., 2023)

Palha de trigo (Jiang et al., 2023)
Palha de arroz (Rani et al., 2024)

Lignina Celulose  Hemicelulose

(%) (%) (%)
20,17 47,52 12,96
27,68 36,18 25,23

28 35 21
28,47 35,44 20,05
17,1 44,4 24,7
13,81 35,50 35,50

Fonte: Elaborado pela autora (2025)
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Quando comparado aos demais substratos, 0 bagaco de A. sisalana apresentou baixa
concentragéo de lignina (20,17%) e a menor concentragcdo de hemicelulose (12,96%) entre os
substratos avaliados, o que pode indicar que o bagaco de A. sisalana pode ser mais facilmente
aproveitado num processo de hidrélise fangica.

Isso porque, conforme Shimizu (2018), a lignina funciona como uma barreira,
protegendo a celulose, culminando na baixa acessibilidade desta, & acdo de enzimas, o que
vem a dificultar o processo de hidrolise da celulose. Adicionalmente, o0 mesmo autor
acrescenta que a lignina é um tipo de polimero aromatico e sua presenca afeta a digestdo e a
transformacdo da biomassa em outros produtos. Assim, quando existem baixos teores de
lignina, a celulose fica mais exposta, facilitando o acesso de enzimas extracelulares secretadas
por fungos.

Condicdo diversa foi encontrada no caule de mandioca e na grama napier, que
apresentaram teores mais altos de lignina (28% e 28,47%, respectivamente), o que poderia
dificultar o acesso e a degradacdo da celulose por enzimas e, como consequéncia, limitar a
producdo de acucares redutores e biogas. Além disso, estes substratos apresentaram os teores
mais baixos de celulose (35 e 35,44%, respectivamente). Apesar do exposto, Bolonhesi et al.
(2023) e Balakrishnan et al. (2023) obtiveram éxito na produgéo de hidrogénio a partir destes
residuos apos realizarem pré-tratamento para remocao de remocdo de hemicelulose e lignina.

Bolonhesi et al. (2023) avaliaram o potencial do caule de mandioca para a produgéo de
hidrogénio ao utiliza-lo como material de suporte em um reator de biofilme de
sequenciamento anaerobio (AnSBBR) num processo de fermentacdo escura. Em seus
experimentos, 0s autores obtiveram uma taxa de producdo volumétrica de hidrogénio entre
670 e 1.480 mL Hj/L.d ao variarem as condi¢fes operacionais no reator. Alem disso, a
producdo de hidrogénio foi favorecida pela adocao de dois tipos de pré-tratamento: a hidrolise
acida e a hidrolise a vapor.

Na tentativa de favorecer a acessibilidade a celulose, Balakrishnan et al. (2023)
realizaram o pré-tratamento alcalino com NaOH da grama Napier. Apos este pré-tratamento,
0s autores realizaram ensaios para a producdo de biohidrogénio por fermentacdo escura e
concluiram que a adocdo de condi¢cBes mesofilicas favoreceu a produgdo méxima de
hidrogénio (763,34 mL), observando que o pH 5,5 foi mais indicado para a producdo de
hidrogénio.

A palha de trigo apresentou uma composic¢ao balanceada, com teores consideraveis de
hemicelulose (24,7%). Jiang et al. (2023) utilizaram este substrato submetendo-o0 a um pré-

tratamento com acido oxalico diidratado, seguido de um pré-tratamento (hidrolise enzimatica)


https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/biofilm-reactor
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com celulase (Cellic@ CTec3, 160 FPU/ml). O material pré-tratado seguiu para fermentagao
anaerdbia em um reator tubular de vidro (417 mL) com suspensédo de Enterobacter aerogenes
a 37 °C, no qual obteve-se um rendimento maximo de biohidrogénio de 114,04 mL H,/g ST.

Rani et al. (2024) produziram 90,52 mL de hidrogénio ao realizar experimentos com
palha de arroz. Os autores operaram reatores em batelada de 125 mL selados com tampa
hermética, mantidos a 37°C e agitados a 120 rpm, nos quais zelou-se pela inibi¢do de arqueias
metanogénicas ou outras bactérias consumidoras de hidrogénio, bem como pelo
enriquecimento das culturas de produtoras de hidrogénio. A baixa producdo de hidrogénio
pode ser justificada por possiveis falhas na etapa de pré-tratamento, realizado com hidroxido
de sddio 2%.

Miftah et al. (2022), investigando a aplicacdo da folha de cana-de-aclcar como
substrato para producdo de H, por digestdo anaerdbia, realizaram dois pré-tratamentos na
biomassa: um quimico, com solventes eutéticos profundos, e um biolégico, com uso de
microrganismos celuloliticos. Apos esta etapa 0s autores obtiveram uma expressiva producao
volumétrica de hidrogénio, entre 2.135 e 3.187 mL H,/L.

A folha de cana-de-agucar apresentou 25,23% de hemicelulose (Miftah et al., 2022),
que é fonte importante de agucares fermentaveis, o0 que pode ter favorecido a conversdo para
biohidrogénio. E importante ainda pontuar que encontra-se maior quantidade de celulose no
bagaco de agave (47,52%), quando comparado a folha de cana-de-aglcar (36,18%), pode
torna-lo mais atrativo para processos de producdo de biohidrogénio, desde que as dificuldades

de conversdo devido ao alto teor de lignina possam ser superadas.

5.2 Producao de acgucares redutores em reatores biologicos operados com Trametes spp e

bagaco de A. sisalana

A degradagdo biologica da biomassa lignocelulosica é geralmente lenta, em razéo da
estrutura cristalina do substrato e da presenca de compostos recalcitrantes, como a lignina
(Aguiar Filho, 2008). A lignina dificulta o acesso das enzimas a celulose e a hemicelulose, o
que pode limitar a produgéo de agUcares redutores (Shimizu, 2018).

Esta etapa do trabalho teve como objetivo compreender de forma completa a dindmica
de producéo dos acucares redutores (ARs) nos reatores bioldgicos operados nesta pesquisa. A
compreensdo desse processo € fundamental, uma vez que os aglcares fermentesciveis
produzidos nos reatores foram posteriormente convertidos, também por via bioldgica, em

biohidrogénio.
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Apo6s a condugdo de experimento utilizando reatores biologicos operados em regime
de batelada com Trametes spp e bagaco de A. sisalana, obteve-se os dados apresentados na
Figura 22.

Neste trabalho optou-se por monitorar a producdo de acUcares redutores nos tempos
3h, 6h, 9h, 12h, 24h (1 dia), 48h (2 dias), 72h (3 dias) e 96h (4 dias), como em Ribeiro (2010),
mas também optou-se por monitorar a producdo de ARs no 5° 10°, 15°, 20°, 25° e 30° dias,
como em Menezes et al. (2009), de forma a garantir o monitoramento mais completo.

A coleta de dados nas primeiras horas possibilitou uma compreensdo mais detalhada da
cinética inicial da producdo de acUcares redutores, uma vez que 0 acompanhamento das
primeiras horas é fundamental, pois muitos processos metabolicos e adaptacdes microbianas

ocorrem logo apos a partida do sistema.

Figura 22 — Concentracdo de acucares redutores em reatores biolégicos operados com
Trametes spp e bagaco de A. sisalana em meio basal.
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Fonte: Elaborado pela autora (2025)

A concentracdo média de ARs no periodo total de operacéo dos reatores foi de 327,31
+ 20,32 mg/L, estando as maiores concentracdes de ARs no lado esquerdo do gréafico, nos
menores tempos.

Considerando os dados obtidos, é possivel observar que a diferenca entre a maior
concentracdo de ARs (364,05 mg/L no 3° dia) e a menor (288,85 mg/L no 15° dia) foi de
quase 80 mg/L, sendo que as menores concentracdes de ARs ao foram observadas apos o 5°
dia.
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Conforme a Tabela 5, foi encontrado um efeito principal do tempo estatisticamente
significante (F(13,26)=2,7, p=0,014). Isso demonstra que a concentracdo média de agucares
redutores varia significativamente ao longo dos 14 periodos de medicao.

Quanto ao efeito das repeticdes dos reatores (triplicata), ndo foi observada diferenca
estatisticamente significante entre as triplicatas de reatores (F(2,26)=0,4, p=0,647). Isso
significa que, em todos os tempos, nenhum reator de cada triplicata produziu mais ou menos
acucares que os outros. Ou seja, a principal fonte de variacdo na concentragcdo de acucares
redutores é o tempo de reacdo, ndo as réplicas do reator. A comparacao par a par entre os 14
tempos testados utilizando o teste de Tukey esta presente no Apéndice A.

Houve diferencas significantes ao comparar o 3° dia ao 15° e 30° dia, 0s quais
apresentaram médias 75,2 e 70,9 menores em comparacao ao 3° dia. Os demais tempos nédo

apresentaram diferencas estatisticamente significantes entre si.

Tabela 5 — Andlise de variancia - agUcares redutores.

SQ parcial GL QM F Valor p
Modelo 19488,9 15 1299,3 2,4 0,022
Reator 472,6 2 236,3 0,4 0,647
Tempo 19016,3 13 1462,8 2,7 0,014
Residuos 13863,6 26 533,2

SQ parcial = Soma dos quadrados parcial; GL = Graus de liberdade associados a cada fonte de variacdo; QM =
Quadrado médio (QM = SQ/GL); F = Estatistica F do teste ANOVA,; Valor p = Probab. associada ao teste F.
Fonte: Elaborado pela autora (2025)

Estudo apresentado por Matei (2018) demonstra que a aplicacdo do fungo Trametes
spp no pré-tratamento do bagaco de cana-de-agucar e da casca de arroz resultou na producéo
de 0,22 g/L (220mg/L) e 0,30 g/L (300 mg/L) de agucares redutores, respectivamente.

Os resultados séo relativamente proximos aos obtidos nesta pesquisa e Matei (2018)
considerou os resultados satisfatorios ao refletir que a producdo de agucares redutores ocorreu
sem a necessidade de um alto gasto energético e sem a formacdo de compostos toxicos
durante o pré-tratamento da biomassa. Realidade diferente ocorre em outros trabalhos
cientificos e na industria de bioetanol de segunda geracdo (2G), que utilizam métodos fisico-
guimicos para o tratamento da biomassa.

Sabe-se que, a0 mesmo tempo em que os fungos sdo capazes de produzir agucares
redutores a partir da degradacéo da lignocelulose, durante a hidrélise fangica ocorre também a
consumo de agUcares para suas necessidades de crescimento e metabolismo (Hartmann,

2017). Deste modo, observa-se entdo que a Figura 22 reflete ndo apenas a producdo de ARs,
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mas sim a varia¢do na dindmica de producdo e consumo de agucares redutores, refletida na
sua concentracdo ao longo do tempo avaliado.

Assim, a queda na concentracdo de ARs pode representar, entdo, ndo apenas uma fase
com menor producdo, mas sim uma fase com um maior consumo de agucares pelo fungo
Trametes spp. para suas necessidades de crescimento, reproducdo e metabolismo, o que
justifica 0 aumento na concentracédo (producgéo) de ARs, por exemplo, no 25° dia.

Figueroa-Rosales et al. (2020) estudaram o aproveitamento do bagaco de cana-de-
acucar para a producdo de agUcares redutores para a posterior producdo de bioetanol. No
entanto, apos realizar o pré-tratamento biolégico com o fungo, Figueroa-Rosales et al. (2020)
realizaram um pré-tratamento alcalino com NaOH 20%. Possivelmente esta segunda etapa
muito contribuiu para a produc¢éo dos 7,3 mg/mL (7.300 mg/L) de ARs obtidos, contudo, com
a introducdo de uma etapa alcalina, contrai-se a obrigacdo do gerenciamento dos residuos
quimicos gerados, bem como aumenta-se 0s custos de producgdo dos ARs.

A producdo de agucares redutores apresentada neste trabalho € resultado da atuacéo
sinérgica de um conjunto de enzimas lignoliticas e hidroliticas produzidas pelo fungo
Trametes spp. Outros mecanismos nao enzimaticos também podem ter colaborado para esta
producdo, no entanto, o escopo deste trabalho se deteve a investigacdo apenas dos
mecanismos enzimaticos lignoliticos.

Além disso, considera-se que o processo de autoclavagem utilizado na esterilizacdao do
meio possa ter favorecido adicionalmente a liberacdo de ARs, uma vez que essa técnica
envolve a aplicacdo de altas temperaturas e pressdes, condi¢bes capazes de promover a
ruptura de estruturas e a solubilizacdo de componentes presentes no substrato.

Por fim, como restou comprovado que no 3° dia houve uma producéo superior de ARs
em relacdo aos demais dias, o hidrolisado produzido por este reator foi reservado para ser
utilizado na etapa seguinte, visando a sua aplicacdo na produgdo de hidrogénio por
fermentacao anaerdbia. Também foi reservado para ser utilizado na etapa seguinte hidrolisado

produzido no reator t = 1 dia.
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5.3 Atividade enzimética em reatores bioldgicos operados com Trametes spp. e bagacgo de
A. sisalana

Como dito anteriormente, acredita-se que a producdo de acucares redutores nesta
pesquisa, apresentada no topico anterior, ocorreu devido a hidrolise fingica da biomassa
lignoceluldsica e também ao tratamento fisico associado ao processo de autoclavagem.
Embora a autoclavagem ndo tenha sido realizada com o proposito de reducdo de sua
cristalinidade do substrato, é possivel que esse processo tenha colaborado para melhoria de
sua digestibilidade.

Considerando que os fungos utilizam mecanismos enziméticos e ndo enziméticos na
degradacdo da BLC (Andlar et al., 2018) e que estes microrganismos apresentam um sistema
enzimatico altamente eficiente, optou-se por avaliar a atividade enzimatica nos reatores em
questdo, com o objetivo de investigar o papel desempenhado pelas enzimas lignoliticas
secretadas pelo fungo Trametes spp. na degradacéao da lignina presente no bagaco de agave.

Neste estudo, em funcdo do escopo experimental adotado e das condicdes disponiveis
para a conducdo das andlises, foram investigadas apenas as enzimas lignoliticas. Apesar da
auséncia de investigacao direta das enzimas celuloliticas, a avaliacdo das enzimas lignoliticas
ja permite compreender aspectos relevantes da degradacdo da lignina, pois estas enzimas
contribuem para a maior acessibilidade da fracdo celulésica da biomassa. A Figura 23
apresenta atividade enzimatica de lacase, lignina peroxidase e manganés peroxidase em

reatores bioldgicos operados com Trametes spp e bagaco de agave em meio basal.

Figura 23 — Atividade enzimatica de lacase, lignina peroxidase e
manganés peroxidase em reatores biolégicos operados com

Trametes spp e bagacgo de agave

Fonte: Elaborado pela autora
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Embora o experimento tenha sido realizado em fermentag&o submersa com um meio
basal suplementado com nutrientes, esse meio ndo continha agucares simples. Assim, o fungo
Trametes spp. tinha disponivel basicamente o carbono estrutural do bagaco de A. sisalana,
que é um substrato recalcitrante. Acredita-se que devido a essa limitacdo de carbono
facilmente assimilavel, Trametes spp. passou a ajustar seu metabolismo, estimulando a
producdo de enzimas associadas ao metabolismo secundario

A atuacdo dessas enzimas promove a degradacdo da lignina, facilitando o acesso a
celulose e a hemicelulose, o que se reflete na liberagcdo de aclcares redutores. Dessa forma, a
producdo de parte dos aglcares observada neste trabalho pode uma consequéncia direta da
ativacdo do metabolismo secundério do fungo.

Assim como neste trabalho, Antunes (2015) constatou uma producdo mais expressiva
de LiP, uma producdo discreta de LAC e uma baixa, quase nula, producdo de MnP. O
pesquisador realizou estudo semelhante a este, operando reatores com uma BLC (bagacgo de
cana-de-acucar) e uma espécie de fungo (Pycnoporus sanguineus).

No presente trabalho a enzima lignina peroxidase (LiP) foi a que apresentou 0s
maiores niveis de atividade entre as enzimas avaliadas, com valor médio de 0,08581 +
0,01121 U/mL (ou 85,81 + 11,21 UJ/L), evidenciando sua importancia na degradacdo da
lignina.

A atividade da Lignina Peroxidase variou de forma significativa ao longo dos 30 dias.
O efeito do tempo foi estatisticamente significante (F(13,18)=3,1, p=0,014), conforme
demonstrado na Tabela 6. A comparacdo par a par entre 0s 14 tempos testados utilizando o
teste de Tukey estéa presente no Apéndice B.

Quanto ao efeito do tempo, houve diferencas significantes ao comparar cinco pares de

tempos: 6h, 9h, 24h, 3° dia e 4° dia, todos em comparagdo ao 15° dia.

Tabela 6 — Analise de variancia - enzima LiP

SQ parcial GL QM F Valor p
Modelo 0,069 15 0,0046 2,7 0,021
Reator 0,002 2 0,0010 0,6 0,564
Tempo 0,067 13 0,0052 3,1 0,014
Residuos 0,030 18 0,0017

SQ parcial = Soma dos quadrados parcial; GL = Graus de liberdade associados a cada fonte de variacdo; QM =
Quadrado médio (QM = SQ/GL); F = Estatistica F do teste ANOVA,; Valor p = Probab. associada ao teste F.
Fonte: Elaborado pela autora (2025)
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Quanto ao efeito das repeticdes dos reatores (triplicata), ndo foi observada diferenca
estatisticamente significante entre as triplicatas de reatores para LiP (F(2,18)=0,6; p=0,564).

Apesar de Trametes spp. figurar na literatura como um grande produtor de LiP, poucos
trabalhos foram localizados apds realizar uma busca por estudos que aplicaram este fungo
com o objetivo de tratar residuos agricolas.

Na pesquisa desenvolvida por Matei (2018), ndo foi detectada atividade enzimatica de
LiP apds a conducdo de experimentos de fermentacdo submersa para pré-tratamento de cana-
de-acucar com Trametes spp. Contudo, no trabalho de De Souza (2024), verificou-se a
presenca de LiP maxima na ordem de 65 U/L ao utilizar este mesmo fungo em serrapilheira
como substrato.

Ao explorar estudos que investigaram a producao de LiP por outras espécies de fungos
utilizando uma BLC como substrato, encontramos um volume maior de trabalhos, que
também apresentavam uma producao mais robusta da enzima.

A exemplo, Antunes (2015) buscou pré-tratar bagaco de cana-de-agucar aplicando o
fungo Pycnoporus sanguineus e obteve um pico de producdo de LiP ( 420 U/L) no décimo
quarto dia de operacdo de seus reatores. Como, diferentemente do observado no presente
trabalho, apds o pico observou-se o progressivo decaimento da producdo de LiP até a
estabilizacdo da producdo em 1 U/L, Antunes (2015) associou o declinio a provavel a
escassez de nutrientes, bem como ao possivel acimulo de metabolitos secundarios, que geram
a inibicdo da enzima.

No presente trabalho, a enzima lacase apresentou atividade mais discreta, com um pico
(também discreto) ao final do experimento (0,02664 U/mL ou 26,64 U/L no 30° dia). Uma
primeira via de interpretacdo pode ser a de que, neste experimento, a enzima exibe apenas
uma participacdo complementar, especialmente na oxidagdo de compostos fenolicos
resultantes da quebra da lignina.

O efeito do tempo foi altamente significante (F(13,20)=10,8; p<0,001) na atividade da
enzima lacase, que muda de forma muito expressiva ao longo do experimento, conforme
demonstrado na Tabela 7. A comparagdo par a par entre os 14 tempos testados utilizando o
teste de Tukey esta presente no Apéndice C. Houve diferencas significantes ao comparar 26

pares de tempos (equivalente a 21.1% das comparaces).
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Tabela 7 — Anélise de variancia - enzima LAC.

SQ parcial GL QM F Valor p
Modelo 0,001 15 0,0001 9,6 < 0,001
Reator 0,000 2 0,0000 1,4 0,270
Tempo 0,001 13 0,0001 10,8 < 0,001
Residuos 0,000 20 0,0000

SQ parcial = Soma dos quadrados parcial; GL = Graus de liberdade associados a cada fonte de variacdo; QM =
Quadrado médio (QM = SQ/GL); F = Estatistica F do teste ANOVA; Valor p = Probab. associada ao teste F.
Fonte: Elaborado pela autora (2025)

Quanto ao efeito das repeticdes dos reatores (triplicata), ndo foi observada diferenca
estatisticamente significante entre as triplicatas de reatores para LAC (F(2,20)=1,4; p=0,270).

Corréa (2023) também detectou uma baixa concentracdo de lacase ao investigar a
aplicacdo da linhagem T. asperellum para degradacéo de bagacgo de uva e de farelo de trigo. O
autor reconheceu a baixa producdo da enzima (1,5 U/g), associando-a uma possivel baixa
relacdo C/N durante todo processo fermentativo, e considerou que a suplementacdo do meio
fermentativo pode ser uma alternativa para melhorar essa relacdo. 1sso é possivel, uma vez
que o carbono ajuda no crescimento das células, fornecendo energia (Corréa, 2023). J& o
nitrogénio, que costuma ser o segundo componente mais presente no meio fermentativo, é
usado na producdo de partes da célula que contém nitrogénio, como 0s aminoacidos e as
purinas (Suryadi et al., 2022).

Para contornar o problema de baixa de baixa producdo de enzimas como lacase e
manganés peroxidase por Trametes trogii para degradacdo de BLC (serragem e maravalha),
Levin et al. (2008) adicionaram extrato de malte e peptona aos seus reatores. Apos a adi¢ao
destas fontes facilmente assimilaveis de carbono e nitrogénio no meio de cultura, os autores
observaram um aumento significativo na produgéo de enzimas.

Apesar de a investigacao da relagdo C/N nao ter sido realizada no presente estudo, esta
pode ser uma segunda via de interpretacdo para justificar a baixa producdo de LAC aqui
observada.

Por fim, no presente trabalho, a enzima manganés peroxidase (MnP) foi detectada
apenas no 4° dia (0,01701 U/mL ou 17,01 U/L), que pode indicar que, para 0s reatores em
questdo, a atuacdo desta enzima foi bastante limitada no processo, possivelmente associada a
degradacéo de fragOes mais simples da lignina.

No trabalho desenvolvido por Aguiar Filho (2008), também ndo foi constatada
atividade de MnP apds experimentos utilizando um fungo para o pré-tratamento do bagaco de
cana-de-agucar com vinhaca. O autor utilizou o Pleurotus ostreatoroseus, que, assim como o

fungo utilizado neste estudo (Trametes spp.), € um fungo de podriddo branca. No entanto,
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outros pesquisadores detectaram a presenca da enzima MnP ao desenvolverem trabalhos
utilizando fungos para o pré-tratamento de BLC. Na pesquisa de Soares (2023), por exemplo,
foi possivel identificar a presenca de MnP em concentracfes entre 8,42 e 27,64 U/L apds
conducdo de experimentos com Trametes villosa para degradar um meio enriquecido com
borra de cafe.

Soares (2023) observou em sua pesquisa que a composicdo do meio de cultivo
influencia significativamente na producdo de enzimas. Esta pesquisadora investigou o uso de
11 (onze) meios de cultivo diferentes, aplicados em reatores contendo biomassa
lignocelulésica e os fungos Trametes villosa e Pycnoporus sp. Soares (2023) observou, por
exemplo, que a producgdo de lacase em reatores contendo Trametes villosa variou de 0 a
743.22 U/L a depender do meio de cultivo utilizado. Assim, entende-se que é possivel obter
maior ou menor producdo de enzimas a depender do meio empregado nos reatores.

Para o desfecho desta secdo, vale destacar que, neste trabalho, identificou-se ser
possivel produzir enzimas lacase (LAC) e lignina peroxidase (LiP) através do tratamento
bioldgico do bagaco de A. sisalana com fungos. Estudos futuros podem ser realizados visando
otimizar as condi¢cBes de producdo dessas enzimas, bem como realizar processos de
purificacdo enzimatica, o que podera abrir caminhos para uma producdo futura de enzimas

comerciais utilizando a metodologia descrita neste trabalho.

5.4 Producdo de biohidrogénio em reatores anaerobios

Na etapa de caracterizagdo do inéculo, verificou-se que o lodo anaerdbio apresentou
concentracdo de solidos suspensos volateis (SSV) de 29,266 + 1,53 g/L, indicando que o
indculo possui alta concentracdo de biomassa, favoravel aos processos bioldgicos necessarios
na producdo de H.

A conducdo de experimentos de fermentacdo utilizando sistemas simples contendo
este indculo, agua destilada e hidrolisado em dois diferentes tipos de reatores, A e B permitiu

uma producdo de biohidrogénio nas quantidades demonstradas na Figura 24.
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Figura 24 — Quantidade de biohidrogénio produzida nos reatores A e B, em pL
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Fonte: Elaborado pela autora (2025)

De acordo com a Figura 24, nos experimentos realizados nesta pesquisa observou-se
variacdo na producdo de biohidrogénio, com resultados que oscilaram desde producdo nula,
no sétimo dia, até uma producao maxima de 423,77 uL de Hz (ou 0,0189 mmol de H:), no
segundo dia.

De forma geral, ambos os reatores, A e B, apresentaram um perfil de comportamento
tipico de sistemas fermentativos, sendo possivel observar neles as fases de crescimento
microbiano: fase lag, fase exponencial (logaritmica ou simplesmente log), fase estacionéria e
fase de declinio.

Passos (2018) afirma que a fermentacdo se inicia com a conversdo do substrato em
piruvato, via glicolise, relatando que a partir do piruvato varios produtos sdo formados, dentre
eles o hidrogénio, por meio da acdo de enzimas especificas, como as hidrogenases.

Apesar de o hidrolisado utilizado nesta pesquisa constituir um substrato de facil
assimilacdo microbiana, a producdo de hidrogénio ndo ocorreu de forma réapida e imediata,
uma vez que, nas horas iniciais do processo, a atividade metabdlica esta prioritariamente
direcionada ao crescimento celular, adaptacdo dos microrganismos e sintese de enzimas, que
precedem o aumento efetivo na geragdo de biohidrogénio, tipico da fase seguinte.

Embora neste estudo ndo tenha sido realizada a modelagem cinética pelo modelo de
Gompertz modificado para estimar a duracdo da fase lag, considera-se que a producgéo de

biohidrogénio no primeiro dia ocorreu em niveis mais baixos, caracteristicos dessa fase, na



63

qual os microrganismos passam por um processo de adaptacdo metabolica tanto ao ambiente
quanto ao substrato.

Telles (2023) define a fase lag como o “tempo necessario para comunidade microbiana
se adaptar e iniciar a produ¢do de hidrogénio”, defini¢do que concorda com a de Passos
(2018), que considera a fase lag como o tempo necessario para que se inicie o crescimento
exponencial dos microorganismos.

Nos experimentos com reatores (frascos de penicilina) com e sem agitacdo conduzidos
Telles (2023), constatou-se que os frascos agitados apresentaram uma fase lag mais curta,
entre 6,95 £ 5,73 e 47,05 % 5,16 horas. Os reatores operados sem agitacdo por Telles (2023)
apresentaram uma fase lag bastante tardia, de até 68,60 + 0,35 horas, 0 que levou a autora a
afirmar que a agitacdo favorece o crescimento microbiano no meio reacional.

O primeiro tempo avaliado nesta pesquisa (1° dia = 24 horas) se aproxima da faixa de
tempo encontrada para fase lag nos reatores agitados de Telles (2023), indicando que
promover a agitacdo nos sistemas dessa pesquisa foi uma deciséo acertada.

Apbs a corrida cromatografica foi possivel verificar que no 1° dia, além do
biohidrogénio, foram detectados outros compostos gasosos (coprodutos do processo
fermentativo), os quais sairam em tempos de retencdo superiores ao do biohidrogénio (tr do
H, = 0,995 min). No primeiro dia de operacao, foi identificado um pico adicional com tempo
de retencdo de 5,685 min referente ao Reator A. Observou-se ainda, no primeiro dia, a
presenca de dois picos adicionais no cromatograma referentes ao Reator B, com tempos de
retencdo de 2,543 min e 4,703 min.

E preciso pontuar que esses picos de coprodutos possuiam areas abaixo do limite de
deteccdo do método (LD = 0,276), impossibilitando sua identificacdo e quantificacdo. Assim,
apesar da leitura desses compostos, ndo foi possivel realizar sua identificacdo devido as
limitacdes analiticas.

Para encerrar as discussdes referentes ao 1° dia, observa-se que os reatores A e B
produziram 124,40 e 170,51 pL de Hj, respectivamente. Assim, 0 Reator B apresentou
producdo de H, aparentemente superior (37%) & do Reator A, contudo, devido a auséncia de
replicacbes experimentais (duplicata, triplicata ou mais), ndo foi possivel aplicar testes
estatisticos que confirmassem se essa diferenca é realmente significativa. Dessa forma, pouco
se pode afirmar entdo, em termos estatisticos, sobre a superioridade da producdo de um reator

em relagéo ao outro.
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A maior producédo de hidrogénio no presente trabalho foi observada no segundo dia e
acredita-se ser possivel afirmar que em “t = 2 dias” o sistema estava na fase logaritmica, na
qual os microrganismos estdo em processo de maior producéo de Ho.

De acordo com Machado (2016) é na fase log da curva de crescimento que ocorre um
aumento acelerado da quantidade de microorganismos e uma maior atividade fermentativa,
sendo esta a fase que apresenta um maior rendimento na producdo do gés de interesse.
Concordando com Machado (2016), Passos (2018) afirma que a fase log € aquela que
coincide com a fase acidogénica do processo anaerdbio e é nesta etapa que as bactérias
produtoras de hidrogénio apresentam maior eficiéncia metabdlica, convertendo o substrato
organico em acidos fermentativos (ex.: acido acético, acido butirico), CO, e H..

Durante a fase log, pode ocorrer uma reducdo do pH do sistema devido ao acumulo de
acidos fermentativos no meio, tornando-o mais acido. Sabe-se que 0 pH é um dos parametros
mais importantes para o desempenho de bioprocessos, pois impacta diretamente no
crescimento microbiano e, por consequéncia, na eficiéncia da produgéo de hidrogénio.

Gioannis et al. (2014), verificaram em suas pesquisas que a faixa ideal para a geracao
de biohidrogénio é aquela entre pH 6,5 e 7,5. Os autores constataram em seus biorreatores que
quando o pH estava abaixo de pH 5,5, havia uma queda drastica na producédo de hidrogénio.

De acordo com Zagrodnik e Laniecki (2015), alteragbes no pH podem ainda
comprometer a estrutura de proteinas essenciais ao metabolismo da microbiota, reduzindo a
atuacdo de enzimas envolvidas nas rotas bioquimicas responsaveis pela formacdo do
hidrogénio. Nesse contexto, a adicdo de um agente tamponante na montagem dos reatores
poderia contribuir para manter o pH préximo ao valor 6timo para o crescimento microbiano,
evitando a inibicdo enzimatica causada pela acidificacdo excessiva, medida que ndo foi
adotada nesta pesquisa.

Passos (2018) identificou que a fase log de seus experimentos ocorreu entre 13 e 40h.
No entanto, é importante observar que o autor utilizou uma cultura pura de Clostridium
beijerinckii que, segundo Silva et al. (2017), € um importante microorganismo produtor de
biohidrogénio por processos fermentativos anaerobios. Assim, a fase log na presente pesquisa
pode ter sido um pouco mais tardia devido a cultura utilizada (cultura mista), associada a
baixa disponibilidade de agucares redutores.

E preciso ressaltar que, embora no Reator B fosse encontrada maior concentragdo
inicial de agUcares redutores, foi no Reator A que se observou uma maior producdo de
hidrogénio no periodo, o que pode ser atribuido & ocorréncia de uma maior atividade

enzimatica das hidrogenases ou mesmo a menor competicdo microbiana nesse reator. No



65

entanto, pouco se pode afirmar em termos estatisticos sobre a existéncia de diferenca
significativa entre os resultados de cada reator, uma vez que, conforme j& discutido
anteriormente, ndo foi possivel estimar a variabilidade experimental nesta etapa do trabalho.

Para finalizar as discuss@es inerentes ao 2° dia de operacdo dos reatores, observou-se
que, embora na fase log seja esperado que também ocorra a producdo de CO,, por exemplo,
nos cromatogramas ndo foram detectados outros compostos gasosos considerados como
coprodutos do processo fermentativo em nenhum dos reatores, 0 que pode significar a
ocorréncia de falhas na operacao.

Ao quarto dia, verificou-se em ambos 0s reatores uma reducdo na producdo de
hidrogénio, sendo este declinio menos acentuado no Reator A, que apresentou uma queda de
9,10% na quantidade de hidrogénio produzido em relacéo ao periodo anterior (2° dia).

Essa producdo, quase que constante (sem queda abrupta que indique colapso
metabdlico), pode ser caracteristica da fase estaciondria, momento que sucede a fase
exponencial (log) e é marcada pelo estabelecimento de um equilibrio entre a taxa de
crescimento celular e a taxa de morte dos microrganismos. Nesta fase, ocorre uma diminuicdo
da atividade metabdlica, uma vez que as condi¢es do meio passam a se tornar desfavoraveis,
exigindo mecanismos de adaptacdo por parte da microbiota.

Ainda no quarto dia, verificou-se que a reducdo na producdo de biohidrogénio no
Reator B ocorreu de forma mais acentuada que no Reator A, com decréscimo de 55,61% em
relacdo ao periodo anterior (2° dia), que pode entendido como um comportamento tipico da
fase de declinio.

Nessa etapa, a diminui¢cdo na disponibilidade de nutrientes, associada ao acimulo de
metabolitos toxicos, passa a ser um limitante para a atividade metabdlica dos microrganismos,
tornando as condi¢des ainda mais desfavoraveis. Como consequéncia, a taxa de mortalidade
celular torna-se superior a taxa de multiplicacdo, resultando em uma diminui¢do da populagéo
microbiana, acompanhada por processos de lise celular e liberacdo de compostos
intracelulares no meio.

Ainda sobre o quarto dia, o Reator A apresentou um pico associado a geragdo de
coprodutos em tr = 1,788 min. O pico possuia area de 0,422, superior ao limite de deteccéo do
método, confirmando a producdo mensuravel de um coproduto gasoso neste periodo. Apesar
da deteccdo desse composto no quarto dia, sua identificacdo ndo foi possivel devido a
auséncia de padroes cromatogréficos de referéncia e as limitacdes analiticas do metodo.

No sétimo dia, 0s cromatogramas ndo registraram picos que indicassem a presenca de

biohidrogénio, o que indica que a producdo do gas havia cessado por completo. Nessa etapa
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do processo, a concentracdo de nutrientes e carboidratos fermentesciveis (ARS) possivelmente
ja estava extremamente reduzida, limitando a atividade celular e impedindo a continuidade
das reacdes metabolicas responsaveis pela geragao de Ho.

Além disso, um possivel acimulo de substancias toxicas produzidas pelas proprias
bactérias pode ter deixado o ambiente ainda mais desfavoravel, causando estresse nas células
e diminuindo sua capacidade metabolica. Somado a isso, é possivel que o pH tenha baixado
muito aquém das faixas ideais, contribuindo para a interrupcdo completa da producdo de
biohidrogénio. Dessa forma, o quadro observado no sétimo dia representa uma fase de
colapso metabdlico, tipica do final (declinio ou morte) do ciclo fermentativo, quando as
bactérias ja ndo conseguem manter atividade suficiente para gerar H. em quantidades
detectaveis.

Para o desfecho destas discussdes, destacamos que 0 conjunto de reatores A, de modo
geral, aparentemente apresentou desempenho superior ao conjunto de reatores B. No total,
considerando-se a soma das producdes nos dias 1 (24h), 2 (48h), 4 (96h) e 7 (168h), os
reatores A produziram 933,38 uL (ou 0,0417 mmol) de Hz, enquanto os reatores B totalizaram
720,19 pL (ou 0,0322 mmol) de H.. A Figura 25 mostra a producdo acumulada de H, ao
longo do tempo para os Reatores A e B.

Figura 25 — Producdo acumulada de H; ao longo do tempo para os Reatores A e B
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Importa novamente destacar que a produgdo maxima de hidrogénio observada no
Reator A ocorreu no segundo dia, alcancando 423,77 puL de H.. Embora esse valor pareca
modesto quando analisado isoladamente, a producdo se torna mais expressiva quando
relacionada a quantidade de substrato disponivel. O hidrolisado adicionado ao reator
apresentava apenas 338,12 mg/L de agUcares redutores. Como foi empregado somente 25 mL
de hidrolisado no reator, a oferta efetiva foi de 8,453 mg (0,008453 g) de ARs. Assim, 0
rendimento nesse dia foi de aproximadamente 50,13 mL de H2 por grama de agucar.

Outra perspectiva importante para avaliar o desempenho do sistema é relacionar a
producdo de biohidrogénio a quantidade de biomassa utilizada para gerar o hidrolisado. No
presente experimento, os 423,77 uL de H: registrados no segundo dia foram obtidos a partir
de um hidrolisado produzido com 3 g de bagaco de Agave sisalana. Com o volume de
hidrolisado produzido acreditamos ser possivel montar pelo menos dez reatores nas
configuracdes adotadas neste trabalho para a producdo de H,. Assim, quando essa relagdo é
ajustada para uma base de um grama de biomassa, o rendimento estimado alcanca pelo menos
1,41 mL de H: por grama de bagaco.

Esses valores demonstram que, mesmo com uma quantidade reduzida de material
lignocelul6ésico e com os baixos teores de acucares obtidos pelo pré-tratamento bioldgico com
fungos, 0 processo apresentou uma boa capacidade de conversdo. Assim, pode-se afirmar que
0 bagaco de Agave sisalana tem potencial para aplicacdes em sistemas fermentativos
destinados a geracdo de biohidrogénio.

Acredita-se que neste trabalho a producdo inferior aquela observada em Balbino
(2020) deve-se principalmente ao fato de ndo terem sido utilizados agentes quimicos para o
tratamento do substrato (bagaco de A. sisalana) e nem do inéculo (lodo anaerobio), o que
levou também a uma producgdo de biohidrogénio completamente limpa e sem geracdo de
residuos que requeiram destinagdes especiais.

No entanto, apesar dessa vantagem do presente trabalho, é preciso pontuar que o
tratamento bioldgico com fungos e sem o emprego de agentes quimicos se demonstrou
bastante lento, produzindo um hidrolisado com baixo teor de agUcares, quando comparado a
outros trabalhos que realizaram, por exemplo, um pré-tratamento quimico na BLC.

Uma alternativa para este problema pode ser a aplicacdo de outras espécies de fungos,
mais especializadas na degradacdo de biomassa lignocelulésica como Pleurotus spp.,
Phanerochaete chrysosporium e Phlebia spp. (Andlar et al., 2018). Outra possibilidade é a
aplicacdo de consorcios de fungos, empregando-se duas ou mais espécies para 0 pre-
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tratamento bioldgico do substrato, com objetivo de produzir um hidrolisado com maior
concentracdo de agucares redutores para 0 emprego nos reatores anaerdbios.

Outra alternativa para melhorar a producdo de hidrogénio seria a ado¢do de medidas
mais eficazes para garantir uma condicdo de baixa disponibilidade de oxigénio ou total
anaerobiose nos sistemas operados. No presente trabalho adotou-se a fervura da &dgua para a
realizar desoxigenacdo térmica, no entanto, essa medida pode ter sido pouco eficaz para este
fim.

Pesquisadores como Ribeiro (2022), Telles (2023), Borges (2024) e Nascimento
(2024) e Ribeiro (2024), ao operarem reatores para a producdo de H,, realizaram a purga dos
reatores com gas nitrogénio (N,) com a finalidade substituir todo o ar atmosférico (rico em
oxigénio), garantindo a existéncia de condicdes anaerdbias dentro dos sistemas. Outros
pesquisadores, como Balbino (2020), adotaram procedimento semelhante, optando por
realizar a substituicdo do ar atmosférico presente no headspace dos reatores por meio da
purga de Argonio.

Outra adaptacdo para aumentar a quantidade de hidrogénio produzido seria a
realizacdo de um pré-tratamento quimico no in6culo, buscando favorecer a reducdo da
populacdo de arqueias metanogénicas com metabolismo hidrogenotréfico. Embora De S& et
al. (2011) tenham constatado em suas pesquisas que o tratamento térmico favorece uma maior
producdo de H, quando comparado com os tratamentos &acidos e alcalino, pode ser util
investigar, por exemplo, a combinacdo de dois ou mais tipos de tratamentos.

Outra alternativa para melhorar a producdo de H, seria realizar a adicdo de um agente
quimico tamponante para controlar as possiveis variacdes de pH nos sistemas. A reducdo
indesejada do pH conduz a acidificacdo do reator, e ha indmeros relatos na literatura
descrevendo a inibi¢do do processo anaerobio devido a queda de pH provocada pelo acimulo
de acidos graxos volateis, como observado por Pereira et al. (2009).

Kus e Wismann (1995) tambem consideram que baixos valores de pH em reatores
anaeradbios estdo relacionados a altas concentracdes de &cidos graxos volateis, levando, muitas
vezes, a faléncia do processo. Considerando isto, Ismail et al. (2009), Lima (2020) e Ribeiro
(2024) realizaram a adigdo de NaHCO3 no lodo anaerdbio para tamponamento do processo, 0
que evitou o acumulo de acidos e o decréscimo do pH dos reatores operados por estes
pesquisadores e garantiu a estabilidade dos sistemas.

No presente ndo foi realizada a modelagem cinética dos dados experimentais. Essa
etapa ndo foi conduzida em decorréncia de limitagdes relacionadas ao tempo disponivel para a

execucdo da pesquisa, bem como as condic¢Bes operacionais e analiticas do estudo.
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Assim, recomenda-se que trabalhos futuros empreguem modelos cinéticos, como o
modelo de Gompertz modificado, como nos trabalhos de Balbino (2020) e Telles (2023),
visando descrever quantitativamente a dindmica da producdo de hidrogénio, estimar
parametros como tempo de fase lag, taxa maxima de producdo e potencial maximo de geracédo
de Hz, além de permitir uma melhor comparagao entre diferentes sistemas.

A aplicacdo desse tipo de modelagem contribuird para uma compreensdo dos
fendmenos bioquimicos envolvidos na fermentacdo anaerdbia, além de fornecer subsidios
importantes para a otimizagdo de processos.

Por fim, e ndo menos importante, é necessario pontuar que neste trabalho nédo foi
possivel realizar estudos adicionais como a identificagdo e quantificacdo das bactérias
presentes no reator, a realizacdo de ensaios utilizando reatores anaerdbios contendo culturas
puras, a identificacdo dos demais gases produzidos, a investigacdo da influéncia de presenca
ou ndo de luz, a investigagcdo da producdo de inibidores e 0 monitoramento da producéo de
biogas em intervalos menores, por exemplo, hora a hora, de forma a desenvolver um
entendimento completo sobre o assunto.

Apesar das lacunas deixadas, esta pesquisa fornece uma visao inicial sobre a producéo
de hidrogénio a partir do pré-tratamento biolégico de Agave sisalana por uma espécie de
fungos, atendendo o objetivo inicialmente proposto. Ficam abertos, atraves deste trabalho, 0s

caminhos para o desenvolvimento de novos estudos que aprimorem as bases aqui construidas.
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6 CONCLUSAO

Este estudo demonstrou que o fungo Trametes spp. foi eficaz na producéo de aclcares
redutores a partir do bagaco de Agave sisalana, demonstrando o potencial do pré-tratamento
biolégico com fungos para o aproveitamento de residuos lignocelulésicos. Os agUcares
redutores gerados durante a hidrolise fangica foram utilizados para a produgdo de hidrogénio
em biorreatores operados em regime de batelada e, embora a quantidade de H. produzida
possa inicialmente parecer pequena, os resultados obtidos mostram que o bioprocesso adotado
é viavel e pode ser otimizado em estudos futuros.

Algumas limitacdes dessa pesquisa comprometeram o aprofundamento de algumas
discussbes, mas ndo comprometem a relevancia cientifica do presente trabalho, que apresenta
uma contribuicdo para o avan¢o do conhecimento na area de biotecnologia aplicada a energia
renovavel ao demonstrar a viabilidade de realizar o pré-tratamento biol6gico do bagaco de A.
sisalana seguido de uma fermentagdo anaerdbia para a producao de biohidrogénio.

Pesquisas futuras, seguindo as sugestfes aqui apresentadas e explorando variaveis
adicionais, poderdo melhorar a eficiéncia do processo. Por ora, este trabalho representa uma
contribuicéo significativa a comunidade cientifica, no contexto da geracao de energia limpa e

sustentavel, alinhada com a crescente demanda por alternativas renovaveis.
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APENDICE A — COMPARACAO PAR A PAR ENTRE OS TEMPOS
EXPERIMENTAIS PARA ACUCARES REDUTORES PELO TESTE DE TUKEY
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APENDICE B — COMPARACAO PAR A PAR ENTRE OS TEMPOS
EXPERIMENTAIS PARA LIGNINA PEROXIDASE PELO TESTE DE TUKEY
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APENDICE C — COMPARACAO PAR A PAR ENTRE OS TEMPOS

EXPERIMENTAIS PARA LACASE PELO TESTE DE TUKEY
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