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RESUMO

Diante da crescente demanda global por energia e da preocupacdo com a qualidade do meio
ambiente, surge a necessidade por fontes renovaveis que reduzam a dependéncia dos
combustiveis fosseis. Nesse contexto, o biohidrogénio (BioH2) emerge como uma alternativa
limpa, renovavel e promissora, uma vez que sua combustdo resulta apenas em agua e energia.
Dentre os métodos biologicos para sua produgdo, a fermentacdo anaerobia (ex. fermentagao
escura) a partir de biomassa como fonte de carbono ¢ considerada uma tecnologia favoravel.
Um exemplo de biomassa ¢ o bagaco de caju (CAB), considerado um importante residuo da
agroindustria. Por tratar-se de um material lignocelulosico, que pode ser hidrolisado para obter-
se carboidratos fermentéveis, ele se destaca como uma matéria-prima alternativa vantajosa para
a produgdo de diversos biocompostos. Assim, o presente estudo teve como objetivo produzir
BioH; utilizando Clostridium butyricum a partir do CAB. Inicialmente, este foi lavado, seco e
triturado. Posteriormente, foi submetido a pré-tratamento 4cido seguido de alcalino, com
subsequente hidrolise enzimatica, obtendo um hidrolisado (CAB-HE) com 68 g/L de glicose,
sendo diluido até concentragdes de 10 g/L e 20 g/L. Entao, esses hidrolisados foram utilizados
em bioprocessos conduzidos em reator (200 mL) a 35 °C e 100 rpm por 72 h. Foram avaliadas
a influéncia da suplementa¢do do CAB-HE com L-cisteina (0,16 g/L) ou glicerol (1 g/L ou 5
g/L), bem como o pH inicial (6,0 e 7,0). Nos ensaios avaliando a suplementa¢do com L-cisteina,
nao foi observada uma diferenca significativa na produg¢do de BioH» ao utilizar o CAB-HE
contendo 10 e 20 g/L de glicose em ambos os pHs avaliados, obtendo 304,8 + 13,7 mLu» € 301,6
+7,5mLp2 em pH 7, com e sem L-cisteina, respectivamente. No entanto, a maior produgdo de
H> foi obtida no ensaio usando CAB-HE com 20 g/L de glicose suplementado com glicerol (5
g/L) a pH 7, com um rendimento de 3,6 = 0,9 molu2/molgiicose, correspondendo 2294,2
litrosn2/1000KgcaB, € os resultados ndo foram estatisticamente diferentes nas duas
concentragdes de glicerol avaliadas. Nos bioprocessos foram produzidos subprodutos de
agregado valor comercial, tais como acido butirico (3,1 g/L), acido latico (0,7 g/L) e acido
formico (1,6 g/L), sendo estas concentragdes obtidas no bioprocesso usando 5 g/L de glicerol
como fonte de carbono. Com base nos resultados obtidos, essa pesquisa oferece uma solugao
sustentdvel para o reaproveitamento de residuos agroindustriais na producdo de Hoa,
promovendo a valorizacao desses residuos e a geracao de energia limpa e renovavel, estando
de acordo com os Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) e o conceito de economia
circular.

Palavras-chave: biomassa lignoceluldsica; biohidrogénio; dark-fermentation; energia



ABSTRACT

In view of the growing global demand for energy and concern for environmental quality, there
is a need for renewable sources that reduce dependence on fossil fuels. In this context,
biohydrogen (BioH») emerges as a clean, renewable and promising alternative, since its
combustion results only in water and energy. Among the biological methods for its production,
anaerobic fermentation (e.g. dark fermentation) from biomass as a carbon source is considered
a favorable technology. An example of biomass is cashew bagasse (CAB), considered an
important agroindustry waste. As it is a lignocellulosic material that can be hydrolyzed to obtain
fermentable carbohydrates, it stands out as an advantageous alternative raw material for the
production of several biocompounds. Thus, the present study aimed to produce BioH> using
Clostridium butyricum from CAB. Initially, it was washed, dried and crushed. Subsequently, it
was subjected to acid pretreatment followed by alkaline pretreatment, with subsequent
enzymatic hydrolysis, obtaining a hydrolysate (CAB-HE) with 68 g/L of glucose, being diluted
to concentrations of 10 g/L and 20 g/L. Then, these hydrolysates were used in prolonged
bioprocesses in a reactor (200 mL) at 35 °C and 100 rpm for 72 h. The influence of CAB-HE
supplementation with L-cysteine (0.16 g/L) or glycerol (1 g/L or 5 g/L), as well as the initial
pH (6.0 and 7.0) were evaluated. In the trials evaluating supplementation with L-cysteine, no
significant difference was observed in BioH> production when using CAB-HE containing 10
and 20 g/L of glucose at both pHs evaluated, obtaining 304.8 + 13.7 mLH> and 301.6 + 7.5
mLH; at pH 7, with and without L-cysteine, respectively. However, the highest H> production
was obtained in the assay using CAB-HE with 20 g/L of glucose supplemented with glycerol
(5 g/L) at pH 7, with a yield of 3.6 + 0.9 moln2/molgiucose, corresponding to 2294.2 litersy2/1000
kgcas, and the results were not statistically different at the two glycerol concentrations
evaluated. In the bioprocesses, byproducts with added commercial value were produced, such
as butyric acid (3.1 g/L), lactic acid (0.7 g/L) and formic acid (1.6 g/L), with these
concentrations obtained in the bioprocess using 5 g/L of glycerol as a carbon source. Based on
the results obtained, this research offers a sustainable solution for the reuse of agro-industrial
waste in the production of Hz, promoting the valorization of this waste and the generation of
clean and renewable energy, in accordance with the Sustainable Development Goals (SDGs)
and the concept of circular economy.

Keywords: lignocellulosic biomass; biohydrogen; dark fermentation; renewable energy.
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1 INTRODUCAO

Os combustiveis fosseis representam cerca de 80% da procura energética global e
sao em grande parte responsaveis pela intensificagdo dos gases de efeito estufa (GEEs) e pelas
mudangas climaticas (Nortez et al., 2024). Com o crescimento da populagdo humana e a
consequente demanda por energia, que até 2030 deverd aumentar em 50% (Shuba et al., 2018),
¢ preciso encontrar solugdes energéticas limpas e eficientes. Fontes de energia renovaveis,
como a edlica, solar, hidroelétrica, geotérmica e bioenergia, sao esperadas para atender a uma
parcela substancial dessas necessidades (Ramprakash et al., 2022).

Neste contexto, o hidrogénio (H2) é um vetor energético sustentavel importante para
a transi¢cdo energética e vem ganhando crescente interesse para obten¢do de um combustivel
alternativo. A combustdo direta de H> reduz a dependéncia de combustiveis fosseis e diminui
os impactos ambientais, uma vez que nao emite didxido de carbono (COz) e outros gases
poluentes (Lepage et al., 2021). O gas H» pode ser empregado em diversas cadeias industriais,
incluindo o refino de petrdleo, producao de aco e fertilizantes, processamento de alimentos e
transportes (Capurso ef al., 2020; Von Zuben et al., 2022). Com uma capacidade energética 2,75
vezes maior que a do petroleo (Azevedo, 2017), o H» surge como uma alternativa atraente em
meio ao cendrio energético atual.

A produgdo de biohidrogénio (Bio-H») a partir de biomassa pode gerar emissdes
liquidas nulas, uma vez que a biomassa usa COz para seu crescimento (Parkinson et al., 2019).
A utilizacdo de residuos agroindustriais como substratos para a producdo de Bio-H>; ¢ uma
abordagem promissora para enfrentar os problemas energéticos. Biohidrogénio obtido de
biomassa renovavel de baixo custo e residuos agricolas lignoceluldsicos contribui para a
reducdo dos residuos mal gerenciados que também causam emissdes de GEEs decorrentes da
sua decomposi¢do, esses residuos sdo altamente ricos em carboidratos e contribui para a
producao de combustivel limpo (Keskin ef al., 2011; Silva et al., 2018).

Dentre os sistemas bioldgicos para produgao de Ho, encontram-se a biofotolise da
dgua, fermentacdo escura, a fotofermentacao e sistemas hibridos, que combinam diversas rotas
biologicas (Azwar et al., 2014). Amido e celulose sdo biopolimeros comumente encontrados
em residuos de biomassa (Vendruscolo, 2015). A produ¢do de Bio-H» a partir dessas fontes
complexas de carbono pode ser realizada pela combinacdo de processos escuros e de
fotofermentagdo. Bactérias fermentativas escuras, como as dos géneros Clostridium e
Enterobacter, conseguem produzir H» a partir de polimeros de carboidratos, com CO; e acidos

graxos volateis (AGVs) como principais subprodutos (Hallenbeck et al., 2012; Ribeiro, 2022).
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A utilizagdo da biomassa lignocelulosica vem sendo avaliada para a produgdo de diferentes
tipos de combustiveis renovaveis, como o bioetanol (Correia et al., 2022) e o BioH; (Silva et
al., 2018; Mabutyana; Pott, 2021).

Nesse cenario, o Nordeste brasileiro se destaca na produgdo de caju, fruta que gera
um alto volume de residuos de baixo valor comercial ap6s o processamento, os quais podem
ser utilizados como matéria-prima potencial para a produ¢do de diversos bioprodutos através
de processos biotecnoldgicos (Serpa et al., 2021; Correia et al., 2022; Girdo neto et al., 2023).
Estudos tém demonstrado resultados promissores na obtengao de hidrogénio a partir do bagaco
de caju (CAB) através do processo de fermentagdo escura (Silva et al, 2018), no entanto a
otimizagdo das condi¢des de producao de H» apresenta altos rendimentos, novas configuragdes
precisam ser estudadas para viabilizar o uso de biomassa, auxiliando no processo de transi¢ao
energética.

Diante desse contexto, o presente trabalho visa estudar a produ¢ao de hidrogénio
por fermentacgdo escura, utilizando a bactéria C. butyricum e o hidrolisado do bagago de caju
como matéria-prima, avaliando parametros como pH e suplementagdo com L-cisteina e
glicerol. Este estudo ndo so reforca a viabilidade do bagaco de caju como uma importante
matéria-prima para a produgdo de hidrogénio, mas também contribui para a sustentabilidade da

cadeia produtiva do caju, transformando residuos em solucdes energéticas inovadoras.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste estudo foi avaliar a produc¢do de hidrogénio pela cepa
Clostridium butyricum, via processo de fermentagdo escura, usando como fonte de carbono o

hidrolisado enzimatico do bagaco de caju (CAB).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter agucares fermentaveis (glicose) por hidrélise enzimética do CAB;

e Verificar o efeito da concentracdo da fonte de carbono (glicose proveniente do
hidrolisado enzimatico do CAB) na producdo de hidrogénio utilizando o
microrganismo C. butyricum;

e Analisar o efeito do pH inicial do hidrolisado do CAB na producéo de hidrogénio;

e Auvaliar a influéncia da suplementacdo do hidrolisado com L- cisteina na producéo de
hidrogénio;

e Avaliar a influéncia da suplementacdo do hidrolisado com glicerol na producdo de
hidrogénio;

e Determinar a composicao dos metabolitos produzidos durante as fermentacoes;

e Analisar o efeito dos metabdlitos gerados no rendimento de hidrogénio.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 TRANSICAO ENERGETICA OCASIONADA DEVIDO AO AQUECIMENTO GLOBAL

De acordo com os dados da Agéncia Internacional de Energia (AIE), as emissoes
totais de CO» relacionadas a energia vém aumentado de forma exponencial. De acordo com a
Figura 1, no ano de 1970 houve um aumento exponencial das emissdes globais de COa2,
representando cerca de 37,4 gigatoneladas (Gt CO2) em 2023, incluindo as emissdes de CO» de
combustdo de energia, processos industriais € queima. Distante de cumprir com as metas
climaticas globais estabelecidas no Acordo de Paris de 2015, que visa diminuir as temperaturas
médias globais "bem abaixo de 2 °C e buscar esfor¢os para limitar o aumento da temperatura a

1,5 °C acima dos niveis pré-industriais" até o final do século (Fccc, 2015).

Figura 1 - Emissdes globais de CO; relacionadas com a energia e sua variagao anual, 1900-

2023
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Fonte: Agéncia Internacional de Energia, (2023).

Em 2023, o total de emissdes de CO> antrdpicas associadas a matriz energética
brasileira atingiram 427,8 milhdes de toneladas de CO», equivalente a um aumento de 0,8% em
relacdo a 2022 (Epe, 2024). De acordo com a Figura 2, foi gerado principalmente pelo setor de
transportes (217 Mt CO»-eq), seguindo das industrias, residéncias, e por fim outros setores.

Apesar do aumento das emissoes de CO;, elas foram inferiores ao aumento da Oferta Interna de
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Energia (+3,6%), justificado na Figura 3 pela participacdo das fontes de energias renovaveis

(49,1%) na matriz energética brasileira (Brasil, 2024).

Figura 2 - Emissoes totais de CO» associadas a matriz energética brasileira no ano de 2023

Emissoes totais (2023) em Mt CO,-eq

Transportes

217,0 Mt CO,-eq

Indistrias

73,9 Mt CO,-eq

Residéncias

18,4 Mt CO,-eq

Outros setores’

118,4 Mt CO,-eq

Fonte: EPE (2024).

De acordo com a Figura 3 em 2022, a participacdo das fontes renovaveis na oferta
interna de energia brasileira representava 47,4% na demanda total, tendo entdo, uma diminui¢ao
na proporcao da utilizagdo de energia a partir de fontes ndo renovéaveis. De acordo com a
Empresa de Pesquisa Energética (EPE), do tltimo relatério de sintese tendo como ano base
2023, dentre as energias renovaveis destacam-se a biomassa de cana (16,9%), hidraulica
(12,1%), lenha e carvao vegetal (8,6%), licor preto e outras renovaveis (7,2 %), edlica (2,6%)
e solar com (1,7%). Contudo, a maior parcela corresponde as ndo renovaveis, com petrdleo e
derivados (35,1%), gés natural (9,6%), carvao mineral (4,4%), uranio (1,2%), e por fim outras

nao renovaveis (0,6%) (EPE, 2024).
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Figura 3 - Participagdo das energias renovaveis na oferta interna de energia
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Fonte: EPE (2024).

Reduzir a dependéncia excessiva dos combustiveis fosseis e investir em fontes de
energia sustentaveis ¢ de grande importancia para diminuigdo das mudancas climaticas. O Hz ¢
uma fonte de energia altamente eficaz, com potencial para substituir os combustiveis de origem
fosseis, e desempenha um papel significativo na reducdo das emissoes de gases de efeito estufa
(GEEs). A producao do hidrogénio através de processos bioldgicos surge como uma alternativa
promissora para a transicdo energética, devido as suas menores necessidades energéticas,

aproveitando a vasta gama de fontes renovaveis disponiveis (Umunnawuike et al., 2024).
3.2 HIDROGENIO

O H: é usado como matéria-prima basica em diversos processos de industrias como
a metaltrgica, petroquimica, quimica, de manufatura, entre outras (Zhong et al., 2014). Este
composto ¢ considerado um portador de energia promissor para geracdo de energia limpa, que
pode ser aplicado em diferentes campos, tais como os setores automotivos, elétrico e industrial,
entre outros, nos quais os combustiveis fosseis sdo usados (Gupta et al., 2008).

O H; ¢ considerado o elemento quimico mais simples e abundante do planeta,
contendo cerca de 90% de todos os 4tomos (Paiva, 2022). Entretanto, existe muito pouco H»
livre na Terra, podendo ser encontrado em combina¢do com outros elementos, tais como

oxigénio, nitrogénio e carbono. Na Tabela 1 observar-se que dentre as caracteristicas do gas H,
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destaca-se a sua capacidade calorifica (141,86 KJ/g), superior a qualquer outro combustivel. A
quantidade de energia liberada durante a reagdo do H» ¢ cerca de 2,5 vezes do poder de

combustdo de um hidrocarboneto, metano, propano, gasolina, dentre outros (Santos; Santos,

2005).

Tabela 1 - Poder calorifico de diferentes combustiveis.

Valor do Poder Calorifico Superior  Valor do Poder Calorifico Inferior

Combustivel

a25°Ce1atm (kJ/g) a25°Ce1atm (kJ/g)
Hidrogénio 141,86 119,93
Metano 55,53 50,02
Propano 50,36 45,60
Gasolina 47,50 44,50
Gasoleo 44,80 42,59
Metanol 19,96 18,05

Fonte: adaptado de Santos; Santos (2005).

As tecnologias de producdo de H> necessitam de energia de alguma forma, seja de
calor, luz ou eletricidade. Os métodos de producdo estdo divididos entre processos fisico-

quimicos e biologicos (Wang ef al, 2013).

3.2.1 Reforma a vapor do metano

A reforma a vapor do metano ¢ o processo industrial mais utilizado, responsavel
por cerca de 70% da producdo mundial, usando o gés natural como insumo (IEA, 2019). Esse
processo pode ser representado de forma geral por duas reagdes quimicas (Equagdes 1 e 2),

sendo a equagdo global apresentada na Equacao 3.

CH4 () + H20 () S CO g+ 3H2 (o) AH 208k = +206 kJmol™! (1)
CO (o) + H20 (9) 5 CO2 (o Ha (o) AH 298k = -41 kJmol! )
Total: CHa (g+ 2H20(gy—> COxg) + 4 Haey  AH 298k = +165 kJmol™! 3)

A reagdo para producao de H» via reforma a vapor dos hidrocarbonetos (metano) ¢
caracterizada como uma rea¢do endotérmica, necessitando de uma grande quantidade de

energia, sendo aplicadas elevadas temperaturas, em torno de 800 a 1000 °C, sob pressdo entre
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3-25 bar (Paiva, 2022). De acordo com as Equagdes (1-3), o metano (CHag)) reage com o vapor
de dgua, obtendo monoxido de carbono (COy)) € 0 hidrogénio (Ha()), em seguida o CO(g) reage
com a agua convertendo em gas carbonico (COxz) € Ha). Neste processo hd a formacao
significante de CO; (para cada quilograma de hidrogénio produzido por esse método ¢ gerado

9 Kg de gés carbonico) (Ribeiro Filho, 2022).

3.2.2 Gaseificacao do carvao

Outro método bastante usado ¢ a gaseificacdo do carvao, onde durante o processo
0 carvao reage com o vapor de d4gua em temperatura superior a 900 °C, gerando o CO ¢ H»
(Equagdo 4). Em seguida, o CO; produzido reage com o vapor de dgua para produzir mais

hidrogénio (Amin ef al., 2022) (Equagao 5).

C(s) + calor + H2O — COg) + Hz (g) 4)
CO(g) + H2O(g) = CO2 g+ Ha () ®)

3.2.3 Eletrolise da agua

A produgao de hidrogénio por eletrélise da agua, utiliza eletricidade para quebrar a
molécula de 4gua em atomos de hidrogénio e oxigénio, por meio da passagem de uma corrente

elétrica (Gomes Neto, 2021) (Equacao 6).

2H20(1) + energia— 2H2(g) +O2(g) (6)

Apesar de a eletrolise da agua para produgao de H» ser vista como uma forma limpa,
por ndo emitir CO; durante o processo, ela ainda demanda um consumo significativo de energia.
No entanto, espera-se que, com investimentos substanciais em fontes renovaveis ao longo dos
anos, esses custos de produgdo possam ser reduzidos (Paiva, 2022).

A sustentabilidade do processo para obtencdo desse combustivel precisa ser
verificada, pois para que o hidrogénio seja produzido em larga escala e de forma renovavel,
reduzindo o uso dos combustiveis fosseis, ¢ necessario avaliar o custo energético dessa
alternativa. Uma possivel solucdo para essa questdo ¢ a produgdo do H» por meio de processos
biologicos, tais como, fermentacdo no escuro, fotofermetacdo, biofotolise direta e indireta

(Matos, 2024; Garcia, 2016).
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3.2 ROTAS DE PRODUCAO DE HIDROGENIO POR VIA BIOLOGICA

A producdo de H» por via bioldgica ¢ dividida em quatro tipos de processo,
conforme ilustrado na Figura 4. A produgdo pode ser otimizada por meio da integracdo entre
dois ou mais processos biologicos, obtendo um aumento significativo no rendimento de BioH>

(S4; Cammarota; Ferreira-Leitao, 2014)

Figura 4 - Modelo de reagdes dos principais processos de producao biologica de H»

Fermentagﬁo C2H1205 + H20 => gCH3C00H gt ZCOZ + 4H2
escura REACAO MODELO

Processos
fermentativos

C,H,,04+ 6H,0 + LUZ -> 12H, (g) + 6CO, (g)

Fotofermentacdo &
REACAO MODELO

Producdo bioldgica
de hidrogénio

Biofotdlise C,H,,04+ 6H,0 + LUZ -> 12H, (g) + 60, (g)

direta REACAO MODELO

Processos
fotossintéticos

: - 6CO, + 12H,0 + LUZ - C4H;,04+ 60, (g)
Biofotdlise CeHy,06 + 12H,0, + LUZ - 12H, (g) + 6CO, (g)

indireta REAGCAO MODELO

Fonte: adaptado de Garcia (2016).

Os processos de fermentacao escura e fotofermentacdo tém se destacado devido as
elevadas taxas de producao de hidrogénio, a possibilidade de utilizar ampla gama de matéria
organica como substrato, junto a economia de energia e ao excelente desempenho em termos

de sustentabilidade (Xu; Zhou; Yu, 2022).
3.2.1 Fermentacdo anaerdbia ou fermentacao escura

A fermentagdo escura € o processo no qual ocorre a degradagdo da matéria organica
rica em carboidratos, na auséncia de luz, por microrganismos anaerdbicos estritos ou
facultativos, para a produ¢do de H> e CO> além de subprodutos como, por exemplo, acidos
organicos e alcoois (Amorim, 2007; Sa et al. 2014; Barbosa, 2020). Esse método de produgao

apresenta algumas vantagens para a industria, sendo um processo mais rapido comparado com
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a biofotodlise e a fotofermentacdo, produgdo continua sem a necessidade de luz, e a facilidade
das bactérias fermentativas se reproduzirem obtendo um maior rendimento de H> (Fonseca,
2018). Nesse processo ¢ possivel utilizar diferentes tipos de residuos como substratos, seja de
natureza lignoceluldsica, residuos alimenticios ou lacteos (Wang, Wan, 2009). Na Figura 5 ¢

apresentada a rota metabolica por fermentagdo escura, tendo como substrato a glicose.

Figura 5 - Rota metabolica por fermentacdo escura
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Fonte: Elaborada pela autora (2024).
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As vias metabdlicas para a produgdo biologica de H» por fermentagdo escura sao
baseadas no catabolismo dos carboidratos. A glicose ¢ decomposta em piruvato através da via
glicolitica, oxidando-os, gerando energia livre usada para produzir ATP, e elétrons, que sao
usados para formar produtos reduzidos (Hallenbeck, 2005; Hallenbeck, 2011). A quebra da
glicose gera como metabdlicos o lactato, formiato, acetato e butirato.

O rendimento tedrico maximo de H> por mol de glicose consumida ¢ 4 mol, tendo
como acetato o metabolico final da fermentagao (Abo-hashesh, Hallenbeck, 2012). A produgao
de acetato gera ATP, como ¢ demonstrado na Figura 5 na cor verde, favorecendo a producao de
hidrogénio. No entanto, a formag¢ao de lactato, formiato e etanol consome NADH, reduzindo o
rendimento para 2 mol de hidrogénio por mol de glicose consumida durante a fermentagao
anaerobica (Abo-hashesh, Hallenbeck, 2012). Quando a fermentagao no escuro ¢ conduzida por
microrganismos do género Clostridium, com 4cido acético como produto final, ¢ obtido 4 mol
de H> porque ndo acontece nenhum consumo de NADH, e 2 mol de hidrogénio quando o acido
butirico ¢ o produto final. As Equagdes 7 e 8 representam as equacdes da reagdo global para as

duas situagdes reportadas (Yuan et al., 2008).

Via do acido acético:
Ci2 H206+ 2H,0 — 2CH3;COOH + 2C0O: + 4H> (Eq.7)
Via do acido butirico:

Ci2 Hi206 + 2H>20 — CH3CH> CH2COOH + 2CO: + 2H: (Eq.8)

A via do etanol e do butanol (Equagdes 9 e 10, respectivamente) ndo produzem
hidrogénio. No entanto, na via do acido propidnico (Equagdo 11), ha um consumo de H» para
sua obtencao (Wang e Yin, 2021). O rendimento tedrico dificilmente vai alcangar os 33% (4
molp2/molgiicose) do rendimento méximo de Hz (12 molu2/molgiicose) (Woodward et al, 2000),
porque durante o processo o rendimento pode ser afetado pelas condigdes operacionais, tais
como a mudang¢a de pH e o aumento da pressao parcial de H> no meio fermentativo (Levin et

al, 2004).

Via do etanol:

C12 H;206— 2CH3CH>OH + 2CO:; (Eq. 9)
Via do butanol:

C12 H1206— CH3;CH>CH>CH>OH + 2CO; +H>0 (Eq. 10)
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Via do écido propidnico:

Ci2 Hi206 + 2H> — 2CH3CH2COOH + 2H>0 (Eq. 11)

Para obten¢ao do maior rendimento de H> na fermentagdo, a producao de acido
butirico e acético estdo associadas, enquanto para um rendimento menor de H» estdo

relacionadas a formacao de acido latico e outros solventes (Cai et al., 2011).

3.2.2 Microrganismos produtores de hidrogénio

Os rendimentos de H» também s3o influenciados pelo tipo de microrganismo
utilizado, podendo ser do tipo de culturas puras ou mistas. As culturas puras compostas por um
unico microrganismo destacam-se por apresentarem um metabolismo conhecido, sendo facil de
manipula-lo e controlar as condigdes de cultivo favoraveis para obter um maior rendimento de
H> (Ntaikou ef a/.,2010).

Na literatura sdo reportados muitos estudos de microrganismos produtores de Ho,
usando diversos tipos de substratos via processo fermentativo, dentre eles destacam-se as
bactérias do género Clostridium, Enterobacter, Bacillus e Ethanoligenens (Fonseca, 2016).
Clostridium ¢ altamente estudada por ser um dos microrganismos mais eficazes na producao de
H>, obtido a partir da oxidacdo da matéria orginica, gerando um excesso de elétrons que ¢
dissipado durante o processo da fermentagdo, causando um equilibrio redox intracelular (Sinha,
Pandey, 2011).

Os microrganismos do género Clostridium podem ser encontrados no solo, no
intestino de animais e na dgua. Eles apresentam forma de bastdes e a grandes maioria sdo cepas
gram-positivas e estritamente anaerdbicas, podendo ser do tipo mesofilicas ou termofilicas
(Wang, Yin, 2021). Dentre as espécies desse género, a Clostridium butyricum ¢ uma grande
produtora de H», alcangando rendimento de até 3,0 mol de H», tendo o glicerol como substrato
(Kivistd et al., 2013). Essa espécie também ¢ capaz de degradar diferentes biomassas
lignoceluldsicas, tais como bagago de cana, palha de arroz, casca de jathofa (Jiang et al., 2016;
Lo et al, 2010).

Além dos carboidratos que normalmente sdo utilizados para a producao de
hidrogénio, tais como glicose, xilose, sacarose, entre outros. O género Clostridium ¢ capaz de
degradar compostos organicos complexos, diferentes tipos de biomassa e residuos organicos,
incluindo frutose, xilose, lactose, maltose, glicerol, celulose e amido (Wang, Yin, 2021). A
Tabela 2 apresenta alguns carboidratos utilizados para producao de hidrogénio e os respectivos

rendimentos obtidos de Ho.
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Tabela 2 - Producdo de hidrogénio a partir de diferentes substratos por cepas de C. butyricum

Condigao Modo de Volume Rendimento
Substrato Referéncias
operacional  operacio reacional de H2
35 °C,
. 2,1 mol/mol
Bagago de cana mantidoem  Continuo 1L Jiang et al, 2016
de agucar
pH 6,5
Biomassa do 37 °C, inicial 2,23 mol/mol
Batelada 100 mL ‘ Jenol et al, 2014
sagu pH 6,0 de glicose
1,0-1,3 Pattra et al, 2011;
30 °C, inicial
Caldo de cana H 65 Batelada 70 mL mol/mol de  Plangklang ef al,
P hexose 2012
35 °C,
Casca de . 1,95 mol/mol
' mantido em  Continuo 1L Jiang et al, 2016
jatrofa de agtcar
pH 6,5
Efluente de
‘ 36 °C, inicial 298 mL/g
fabrica de dleo Batelada 100 mL _ Chong et al, 2009
pH 6,05 carboidrato
de palma
37 °C, inicial 3,0 mol/mol
Glicerol Batelada 170 mL ‘ Kivisto et al., 2013
pH 7,4 de glicerol
37 °C,
1,15 mol/mol
Microalgas mantido em  Batelada 20mL Liu et al, 2012
de acticar
pH 5,5
35 °C,
2,59 mol/mol Ortigueira et al,
Microalgas mantido em  Batelada 500 mL
de actcar 2015
pH 6,8
37 °C,
0,76 mol/mol
Palha de arroz mantido em  Batelada 100 mL _ Loetal, 2010
de xilose
pH 7,5
37 °C, o
Residuo de 234,6 mL/g  Ortigueira et al,
mantido em  Batelada 500 mL
alimentos de actcar 2019
pH 5,5

Fonte: adaptado de Yang, Yin, (2021).
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3.2.3 Fatores que influenciam a producio de hidrogénio

No processo fermentativo, diversos fatores podem influenciar no rendimento do Ho,
seja o tipo do indculo, a concentragao do substrato, o pH do meio, a temperatura (Garcia, 2016).
Com o controle desses fatores, a producao do H> pode ser melhorada significativamente a partir
do estudo desses parametros.

O pH do meio fermentativo ¢ relatado como um dos principais fatores sobre o
processo de obtencdo do H» via fermentacdo escura, dependendo da sua faixa, o metabolismo
dos microrganismos ¢ afetado. Valores de pH inferiores a 4,5 reduzem o potencial de produgao
de Ha, por causar estresse acido, e esse aumento de estresse nos microrganismos ocasiona
mecanismo de defesa visando manter o niimero de protons H', no meio intra e extracelular,
ocasionando favorecimento de varios metabolitos da célula (Chong ef al., 2009).

Outro fator com destaque ¢ a adicdo de macro e micronutrientes no meio
fermentativo, sendo relevancia para o desenvolvimento dos microrganismos, pois participam
dos processos metabolicos das células, no crescimento celular, como cofatores de enzimas.
Entre os nutrientes, destacam-se nitrogénio, ferro, magnésio, fésforo e sddio (Ghimire et al.,
2015). Além da suplementagdo com macro € micronutrientes, as bactérias estritamente
anaerobias necessitam da suplementagdo do meio de agentes redutores, para evitar a inibi¢ao
em presenga de oxigénio, dentre os agentes redutores a adigdo de L-cisteina pode ser usada

neste processo (Romao, 2015).

3.3 SUBSTRATOS UTILIZADOS PARA PRODUCAO DE H;

Carboidratos, proteinas e lipidios podem ser utilizados para a producdo de H» pela
via biologica. Segundo Guo e colaboradores (2010), entre estes materiais, os carboidratos
apresentam a fonte preferida de carbono para o processo fermentativo como, por exemplo,
glicose e sacarose por serem facilmente biodegradéaveis. Porém, fontes puras de sacarideos para
essa producdo representam um alto custo em escala industrial, sendo um dos principais critérios
avaliados, além da sua biodegradabilidade e disponibilidade (Ntaikou et al/, 2010; Das,
Veziroglu, 2008).

Nesse contexto, os residuos agroindustriais se destacam como potenciais substratos
para producdo de BioH>. Os principais residuos avaliados sdo biomassas lignocelulosicas,

composta principalmente por celulose, hemicelulose e lignina (Rocha et al., 2009). O
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aproveitamento dessa biomassa ¢ considerado bastante promissor na questdo ambiental e

econdmica, gerando uma energia renovavel, na recuperagdo de recursos e gestdo de residuos.

3.3.1 Biomassa lignocelulosica

A biomassa lignocelulésica ¢ uma matéria organica derivada de plantas, sendo
resultado do processo de fotossintese, onde a energia solar ¢ capturada e armazenada em
ligacdes quimicas (Singh et al., 2022). Essa biomassa ¢ considerada uma matéria-prima versatil,
que pode ser usada em diversos processos biotecnologicos capazes de gerar varios produtos de
valor agregado, como por exemplo biocombustiveis, biomoléculas e bioenergia (Marques,
2023). De acordo com a Figura 6, essa biomassa ¢ constituida principalmente por trés tipos
polimeros: celulose, hemicelulose e lignina (Feldman, 1985). Por meio do processo de
hidrolise, os polimeros celulose e hemicelulose podem ser usados nos processos
fermentesciveis (Marques; Rocha, 2021). A celulose ¢ o principal componente da estrutura da
célula vegetal, representando cerca de 35-50% em massa (Aristidou; Penttild, 2000). A celulose
¢ um homopolimero constituido por unidade de D-pirano glicose ligadas por ligacdes -1,4-
glicosidicas, que compde as regides cristalinas e amorfas no arranjo celular, sendo responsavel
por conferir rigidez e estabilidade a planta (Herndndez-Beltran et a/, 2019).

A hemicelulose representa aproximadamente de 20-35% da composi¢do e ¢ um
biopolimero composto por acticares de cinco a seis carbonos, tendo como subunidades D-xilose,
manose, L-arabinose, galactose e acido glicuronico (Hernandez-Beltran et al, 2019). Esse
heteropolimero ¢ facilmente degradavel em monossacarideos e, portanto, ¢ comumente usado
em fins industriais, como no revestimento no setor de medicamentos (Singh et al., 2022).

A lignina ¢ responsavel pela rigidez e hidrofobicidade das plantas, constitui cerca
de 15-40% da célula vegetal e apresenta uma estrutura formada por polimero heterogéneo

tridimensional e amorfos (Herndndez-Beltran ef al, 2019).
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Figura 6 - Estrutura da biomassa lignocelulésica e seus principais componentes;
celulose, hemicelulose e lignina.
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Fonte: adaptado de Hernandez-Beltran et al. (2019).

3.3.2 Caju

O cajueiro tem como nome cientifico Anacardium occidentale L, pertencendo, desta
maneira, a familia das Anacardiaceae. O fruto proveniente do cajueiro corresponde a parte mais
dura, conhecida como a castanha de caju e para ser consumida deve ser assada para conseguir
retirar a casca. O pseudofruto, que representa a parte carnosa, representa 90% do caju e ¢
considerado um produto rico tanto em vitaminas quanto em sais minerais (Rocha et al., 2009).

O Brasil ¢ um dos principais produtores e exportadores de castanha do caju.
Segundo dados divulgados pelo Instituto de Geografia e Estatistica (IBGE), em 2023 a safra do
caju teve um total de 127.931 Toneladas produzida. Os estados com maior producgdo de castanha
estdo localizados no Nordeste, Ceara ocupando o primeiro lugar, Piaui em segundo e Rio

Grande do Norte em terceiro (IBGE, 2024).
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A cajucultura do Nordeste possui importancia significativa na geracao de emprego
e renda, bem como na oferta variada de uma gama de produtos alimenticios. Contudo, na
industria, o bagaco de caju ndo ¢ devidamente aproveitado, gerando assim uma elevada
quantidade de residuo organico.

Ap6s a retirada do suco, tem-se que 40% (m/m) do pedunculo corresponde ao
bagaco, um subproduto da industria que apresenta baixo valor significante e desta forma acaba
sendo descartado pela industria, muitas vezes de forma inadequada (Rocha et al., 2011). Dentre
os diversos tipos de materiais lignoceluldsicos, o bagaco de caju (CAB) vem destacando-se
para a producdo de etanol, adocantes, acidos, biocatalisadores, ésteres terpénicos e
biocombustiveis (Silva ef al., 2018; Serpa et al., 2021; Correia et al., 2022; Girao Neto et al.,
2023; Marques et al., 2024).

Desta forma, ¢ de grande importancia estudos voltados para a producdo de BioH>,
visto a necessidade de combustiveis renovaveis para a melhoria da qualidade do meio ambiente
e reducdo das mudangas climaticas. Silva e colaboradores (2018) observaram o uso promissor
do CAB para producao de H>. Neste contexto, no presente estudo foi avaliada a producao de
BioH; utilizando o hidrolisado enzimatico do CAB como substrato para fermentacdo por C.
butyricum, avaliando diferentes o efeito do pH e suplementagdes com bioativos celulares,
visando aumentar o rendimento de produgdo. A parte experimental empregada neste estudo €

apresentada no préximo capitulo.
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4 METODOLOGIA
4.1 MATERIA-PRIMA — BAGACO DE CAJU (CAB)

O CAB foi adquirido da Cooperativa Agroindustrial do Caju do Ceard - Brasil. Para
utiliza¢ao, o CAB foi lavado com 4gua e seco em estufa Tecnal TE-397/4 (Tecnal, Piracicaba,
SP, Brasil) a 60 °C por 24 h. Posteriormente, o CAB foi triturado e peneirado para padronizar
o tamanho da particula entre 0,177-0,841 mm. Apds essas etapas, o material padronizado foi

armazenado a temperatura ambiente (aproximadamente 25 °C).
4.2 PRE-TRATAMENTO DO BAGACO DE CAJU

O CAB foi pré-tratado de acordo com as melhores condi¢des obtidas nos estudos
realizados por Rocha e colaboradores (Rocha et al., 2011). O pré-tratamento acido foi realizado
utilizando 4cido sulftrico diluido a 0,6 mol/L e 20% (m/v) de CAB em autoclave a 121 °C por
30 min. Depois, a fracdo solida, denominada CAB-H, foi prensada para extrair a fracdo liquida
e lavada com 4gua destilada. Em seguida, a fragdo solida foi tratada com hidréxido de sodio (1
mol/L NaOH) a 121 °C por 30 min e usando uma carga de s6lido de 20% (m/v) CAB-H. Apos
1ss0, a fracdo solida foi lavada até atingir neutralidade, seca em estufa a 60 °C por 24 h, triturada
e padronizada com tamanho de particula compreendido entre 0,25-0,84 mm. O so6lido resultante

deste pré-tratamento foi denominado CAB-OH e foi utilizado na hidrélise enzimatica.

4.3 CARACTERIZACAO DA BIOMASSA

A caracterizagdo do CAB in natura, CAB pré-tratado com acido (CAB-H) e pré-
tratado por acido seguido de alcali (CAB-OH), foram realizadas de acordo com os protocolos
desenvolvidos por NREL, a fim de quantificar celulose, hemicelulose e lignina (TP-510-42618)
(SLUITER et al., 2012), assim como determinar os solidos totais extraiveis e cinzas (TP-510-

42619) (SLUITER et al., 2008) e NREL (TP-510-4262) (SLUITER et al., 2008).

A biomassa in natura, e a biomassa obtida a cada etapa de pré-tratamento também
foram caracterizadas por espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR),
sendo as analises realizadas em um espectrometro Cary 630 da marca Agilent Technologies.
Os espectros de transmitancia foram coletados no comprimento de onda na faixa de 650-4000

cmt, com resolucdo espectral de 1 cm™ e 32 scans.
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4.4 HIDROLISE ENZIMATICA DO BAGACO DE CAJU

A hidrolise enziméatica do CAB pré-tratado por (CAB-OH) foi realizada de acordo
com a metodologia de Meyabadi et al. (2014), com algumas modificacdes.

A hidrolise enzimatica do CAB-OH foi realizada em tampao citrato de sédio 100
mM (pH =4,8) a45 °C e 150 rpm por 72 h utilizando 8% (m/v) CAB-OH e a enzima celulolitica
comercial de Trichoderma reesei ATCC 26921 (Sigma Aldrich, Brasil) com uma carga
enzimatica de 15 FPU/gcelulose [-glicosidade NS 50010 (Novozymes, Parand) com carga
enzimatica de 30 FPU/gceluiose. Finalizada a hidrolise, o material foi aquecido a 100 °C por 10
min, visando a desnaturagdo da enzima e centrifugado a 5.000 rpm por 20 min a 4 °C. A fra¢do
liquida foi denominada hidrolisado enzimatico de bagago de caju (CAB-HE), filtrada e ajustada

para pH 7.0 para utilizacdo como meio de cultura.
4.5 MICRORGANISMO E CONDICOES DE CULTURA

O microrganismo utilizado neste estudo foi a bactéria C. butyricum, adquirida da
Fundagao Tropical de Pesquisa e Tecnologia — André Tosello. Para a preparacao do indculo, as
células foram cultivadas em um meio sintético RCM (Reinforced Clostridial Medium),

apresentado na Tabela 3.

Tabela 3 - Componentes do meio RCM

Reagente Concentragao (g/L)
Acetato de sodio 3,0
Agar (na producio do meio sélido) 0,5
Amido solavel 1,0
Cloreto de sodio 5,0
Cloridrato de L-cisteina 0,5
Extrato de carne 10,0
Extrato de levedura 3,0
Glicose 5,0
Peptona 10,0

Fonte: (Gibbs; Freame, 1965).

O meio de cultivo foi preparado dissolvendo-se os reagentes em agua destilada,

sendo o pH ajustado para 6,8 10 + 2, com hidroxido de sédio (NaOH) a uma concentragao de 5
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mol/L ou 4acido cloridrico (HCI) 6 mol/L. Em seguida, o meio foi esterilizado em autoclave a
121 °C por 15 min, o in6culo foi preparado transferido trés algas de microrganismo para o frasco
contendo 100 mL do meio de cultura RCM liquido, a 35 °C sob forte restri¢ao de luz, por 16 h.

Posteriormente, o microrganismo foi transferido para tubos criogénicos de 1 mL
contendo 80% de inéculo e 20% de glicerina (glicerol) P.A. (v/v) e armazenados sob
refrigeragdo (- 20 °C).

Para reativagdo da C. butyricum, o conteudo do tubo criogénico foi transferido para
um frasco contendo 100 mL do meio de cultura RCM liquido, a 35 °C sob forte restricao de luz,
por 16 h. Em seguida, foi medida a absorbancia (4 = 600 nm), em espectrofotdometro (Biochrom,
Libra S22), e a concentracdo celular determinada a partir da curva padrdo em base de massa

seca.
4.6 BIOPROCESSOS PARA AVALIAR A PRODUCAO DE HIDROGENIO

A fermentag¢do no escuro do CAB-HE por C butyricum foi realizada em reator
batelada de 250 mL (Marca Schott Duran®), usando um volume operacional de 200 mL. A
concentragdo inicial de glicose do CAB-HE foi de 68 g/L de glicose, sendo diluida para 10 + 2
g/L e 20 = 2 g/L de glicose para os bioprocessos, € o pH inicial foi ajustado para 6,0 ¢ 7,0.
Inicialmente, foi avaliado a influéncia concentragcdo inicial de glicose (10 e 20 g/L) e
investigada a suplementagdo do CAB-HE com L-cisteina (0,16 g/L) a pH inicial 6,0 e 7,0.
Posteriormente, foi avaliada a suplementagdo do CAB-HE com glicerol (1 g/L e 5 g/L) a pH
7,0. O hidrolisado CAB-HE foi inoculado com 10% v/v de indculo com concentracao celular
de 0,5 g/L. As condicdes anaerobicas foram criadas a partir da purga do gés nitrogénio, filtrado
por membranas, com uma vazao de 0,5 L/min por 5 min em cada frasco. Os sistemas foram
mantidos em agitagao constante de 100 rpm a 35 °C por 72 h.

O géas produzido foi coletado em recipiente apropriado, sob nome comercial de
Folha multilaminada inerte Supel™, de volume de 1 L, com o volume gasoso sendo mensurado
em seringa e analisado por cromatografia gasosa (CG). Também, em horarios pré-definidos,
aliquotas liquidas foram retiradas e analisadas para determinar a concentracao celular. Em
seguida, as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm durante 10 min. O sobrenadante coletado
foi filtrado com filtros de 0,2 um e a partir dele realizou-se a quantificacdo de acidos organicos,
etanol e glicose via cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) conforme descrito no

topico 4.7.
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4.7 METODOS ANALITICOS

4.7.1 Analise do crescimento celular

Para se determinar o crescimento celular microbiano, utilizou-se a turbidez por
densidade otica determinada no comprimento de onda de 600 nm em espectrofotometro
(Biochrom, Libra S22). A concentragdo celular em base méssica foi determinada por uma curva
de calibragdao em fun¢ao da concentragao celular ¢ da densidade otica.

Para a realizagdo da curva da C. butyricum, foi realizado seu cultivo em frascos
Erlenmeyer contendo o meio liquido sintético RCM, previamente esterilizado em autoclave a
121 °C e 15 min, em agitador orbital a 35 °C e 100 rpm por 24 h. Ap6s o cultivo, centrifugou-
se os meios de cultura a 3500 rpm por 15 min a 4 °C. Posteriormente, o sobrenadante foi
descartado e foram adicionados 20 mL de dgua ao pellet de células, sendo posteriormente
homogeneizado em vortex. Em seguida, centrifugou-se novamente nas mesmas condigdes e em
seguida lavado, com este processo repetido duas vezes para remover todo resquicio de meio de
cultura presente nas células.

Posteriormente, retirou-se 5 mL da solucdo concentrada de células e adicionou-se
em cadinhos previamente tarados e incubou-se em estufa Tecnal TE-397/4 (Tecnal, Piracicaba,
SP, Brasil) a 90 °C durante 24 h. O experimento foi realizado em triplicata. Com essa massa
seca obtida, determinou-se a concentra¢ao da suspensao. Por fim, realizou-se dilui¢des a partir
da suspensdo de células, as quais tiveram sua absorbancia medida, para elaborar um grafico
determinando-se a relacdo entre a massa seca (g/L) e a absorbancia a 600 nm. A concentragdo

celular foi acompanhada ao longo das fermentagdes utilizando a curva padrao realizada.

4.7.2 Analise do consumo de glicose e metabolitos

As amostras liquidas foram analisadas para determinar o consumo de glicose e a
formagio metabdlica utilizando um sistema Waters™ equipado com um detector de indice de
refracdo ¢ com uma coluna Aminex® HPX-87H, de 300 mm x 7,8 mm (Bio-Rad, California,
USA). Uma solugio de acido sulfurico (H2SOx4) a 5 mM preparada com Agua MiliQ (Simplicity
185, Millipore, Billerica, MA) foi utilizada como fase movel com vazao de 0,5 mL/min. O
volume de inje¢ao das amostras foi padronizado em 20 pL e o tempo de retencao dos compostos

foram determinados usando compostos padroes.
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4.7.3 Analise da composicio gasosa

A composicao da fragdo gasosa foi determinada por cromatografia gasosa (CG)
utilizando um sistema Shimadzu, modelo GC-2010 ProAF, com detector de condutividade
térmica. As analises foram realizadas na coluna capilar Carboxen 1010, com comprimento de
30 m e didmetro interno de 0,53 milimetros. Durante as analises, as temperaturas do injetor, da
coluna e do detector foram mantidas em 200 °C, 30 °C e 230 °C, respectivamente. Argonio foi
usado como gas de arraste a uma taxa de 6 mL/min. Os valores obtidos de H» foram
quantificados com auxilio utilizando uma curva de calibragdao. O tempo de retengao do H» foi

4 min.

O rendimento em mol de Hz por mol de substrato consumido foi calculado segundo

a Equagdo (12).

mol H2

Rendimento = - (12)
mol de substrato consumido
A produtividade em mol de hidrogénio foi calculada conforme a Equagdo (13).
Produtividade = mol 12 (13)

volume reacional - tempo de fermentagao
O calculo da produg@o volumétrica, em relagdo ao hidrogénio produzido por

volume reacional, foi calculado utilizando-se a Equacao (14).

mL H2

Produgao volumétrica = (14)

volume reacional

4.8 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados foram analisados estatisticamente por andlise de variancia (ANOVA),
utilizando-se o teste de Tukey, com intervalos minimos de diferenca de significancia julgados
de acordo com o valor de p, determinado em um nivel de significancia de 5% (p < 0,05). Testes
de Tukey foram utilizados para avaliar o rendimento em mol de hidrogénio por mol de glicose
consumida, o mL e % de hidrogénio produzido, com nivel de confianca de 95%. As andlises
estatisticas foram realizadas utilizando o software Microcal Origin 8.1 (Microcal Software Inc.,

Northampton, MA, EUA).
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4.9 REPRESENTACAO DO ESTUDO DO PROCESSO NUMA FORMA ILUSTRATIVA

A Figura 7 ilustra o fluxograma de todo o processo realizado em etapas, desde a
padronizagdo da biomassa até o momento da obtengdo do BioH» e metabdlitos, produzidos

durante o processo fermentativo.

Figura 7 — Fluxograma do processo de producdo de Hz e

metabolitos a partir do bagaco de caju
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Fonte: Propria autora (2024).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 COMPOSICAO QUIMICA DO BAGACO DE CAJU IN NATURA E APOS PRE-
TRATAMENTOS

As composigoes centesimais do CAB in natura, CAB pré-tratado com acido (CAB-H)
e pré-tratado por acido seguido de alcali (CAB-OH), para maior disponibilizagdo de celulose e

remocao da lignina, estdo apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4 - Composi¢ao quimica do bagaco de caju in natura (CAB) e do bagago pré-tratado
com 4cido (CAB-H) e com 4cido seguido de alcali (CAB-OH)

Material Celulose Hemicelulose Lignina Extraiveis Cinzas
(%) (%) (%) (%) (%)
CAB 270+ 12 16,4+ 1.8 42,1403 80+02  42+24
CAB-H 332+47 10,5+ 0,2 744+70  153+0,1  3,7+0,6
CAB - OH 534+84 12,8+£0,6 6,4+0,3 3,5+£0,0 1,1 +£0,2

Fonte: propria autora (2024).

Observou-se que apos o pré-tratamento com acido, a celulose do CAB ficou mais
disponivel, contudo, o pré-tratamento 4cido seguido de alcali proporcionou o aumento do
percentual de celulose na biomassa ao comparar com o CAB in natura e CAB - H. O teor de
celulose foi 27 % m/m, 33,2 % m/m e 53,4 % m/m para o CAB in natura, CAB - H e CAB-
OH, respectivamente. Essa composi¢do estd de acordo com outros estudos realizados pelo
grupo de pesquisa, nos quais foram feitas também a caracterizagdo do bagago de caju. Por
exemplo, Aratjo (2022) reportou que o bagaco de caju resultante do tratamento acido-alcali
continha celulose, hemicelulose e lignina + cinzas nas porcentagens de 58,8 % m/m, 5,6 % m/m
e 12,0 % m/m, respectivamente.

O teor de lignina reduziu em 85% apo6s pré-tratamento acido alcali, comparado com
0 CAB De acordo com Jung et al. (2020), a deslignificagdao que ocorre durante o pré-tratamento
com NaOH ¢ ocasionada pela ruptura das ligacdes cruzadas de ésteres entre a lignina e os
carboidratos estruturais (que ddo forma e mantém a estrutura da planta), especialmente as
hemiceluloses, como a arabinoxilana.

A Figura 8 mostra a biomassa in natura e pré-tratada caracterizada por FT-IR na

regido de 650-4000 cm™.
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Figura 8 - Espectros de FTIR do bagago de caju in natura
(CAB) e bagaco pré-tratado com acido (CAB-H) e com
acido seguido de alcali (CAB- OH).
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Fonte: propria autora (2024).

Foram observadas bandas correspondentes ao estiramento C-O em celulose e
hemicelose em 1017 cm™ (CAB in natura), 1021 cm™ (CAB-H) e 1029 cm™! (CAB-OH).

A banda em torno de 1733 cm™! é atribuida a esteres ligados a grupos acetil, feruloil
e p-cumaroil entre hemicelulose e lignina (Mund ef al. 2016), cuja intensidade dessa banda ¢
observada no CAB in natura, mas ndo dectectavel na biomassa CAB—OH, fornecendo indicios

da remocao da porg¢ao da lignina apos pré-tratamento. Bandas caracteristicas de lignina em 1438
cm! referente as deformacdes CH e CHz em anéis de fendlicos no CAB in natura, como
também em 1595 cm™!, ¢ atribuida a vibracio esquelética aromatica (Rawat et al. 2013), mas
nao foram detectados no bagaco de caju apds pré-tratamento acido-alcali (CAB-OH).
Entretanto, no bagago de caju pré-tratado apenas com acido sulfurico foi possivel observar

bandas nessa regido. Rawat ef al. (2013) citam que a reducdo ou mudanca na posi¢ao da banda
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em 1595 cm™ ¢ atribuida a reacdes de condensacdo e divisdo da cadeia lateral alifatica da
lignina.

De acordo com Lima et al. (2024), bandas em torno de 1700-1750 cm™ sdo
atribuidas a trechos C=0 de cetonas, acidos carboxilicos e ésteres ndo conjugados, que sdo
grupos que fazem parte do bagaco de caju. Essas bandas foram modificadas ap6s ambos os pré-
tratamentos. As bandas em 2922 cm™! e 2844 cm’! sdo atribuidas ao alongamento C-H
assimétrico e simétrico de grupos alquil da estrutura da lignina (Serpa et al., 2020) que estavam
presentes no CAB-H, mas sofreram variagdo no CAB-OH, apresentando uma banda tnica em
2896 cm’! (Figura 7).

Através da analise de FT-IR do CAB in natura e do CAB apds pré-tratamentos, foi
possivel observar diferengas significativas nos grupos funcionais em diversas regides,
sugerindo a deformacdo quimica da biomassa durante o pré-tratamento, corroborando com a
caracterizagdo quimica em que também se observou a diminui¢do da lignina apo6s pré-
tratamento acido-alcali.

Desta forma, foi escolhido o bagaco que apresentou maior quantidade de celulose
disponivel (CAB-OH) para ser hidrolisado enzimaticamente para produ¢do de hidrogénio. O
CAB-OH submetido a hidrolise enzimatica apresentou 68 g/L. de glicose e esse hidrolisado foi
utilizado para os ensaios de fermentagdo, em que foram realizadas diluicdes do mesmo, com

concentracgoes finais de 10 e 20 g/L de glicose.

5.2 CURVA DE CRESCIMENTO BACTERIA C. butyricum

Realizou-se o estudo do crescimento celular da bactéria C. butyricum para avaliar
as fases do crescimento da bactéria e definir o tempo de indculo para as fermentagdes. O perfil

de crescimento est4 apresentado na Figura 9:
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Figura 9 - Perfil do crescimento celular (A ) da bactéria C. butyricum
em meio Reinforced Clostridial Medium conduzido a 35 °C e 100 rpm
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Fonte: propria autora (2024).

A cepa C. butyricum apresenta fase lag com duracdo de 10 h (Figura 9). Apos a fase
lag, € observada a fase log, que dura até as 20 h, e em seguida ¢ observada a fase estacionaria,
que durou no intervalo de 21 h a 24 h. O meio RCM ¢ composto por varios reagentes, que o
torna mais complexo que o hidrolisado enzimatico (CAB-HE), que sera utilizado como meio
de cultivo para producdo de H». Desta forma, foi importante analisar em qual fase as células
estavam ao serem inoculadas no CAB-HE. A partir da curva de crescimento, foi padronizado o
tempo de crescimento do indculo para 16 h, em que a bactéria se encontra na fase exponencial

de crescimento.
5.3 PRODUCAO DE HIDROGENIO

5.3.1 Avaliacio da suplementaciao com L-cisteina

O hidrolisado enzimatico obtido do CAB — OH (descrito no topico 5.2) foi utilizado
como substrato para a producdo fermentativa em batelada de H» por C. butyricum,
suplementado com L-cisteina por apresentar potencial para ser usada como agente redutor
(Yuan, et al., 2008). A bactéria C. butyricum foi utilizada por ser relatada na literatura como um

microrganismo anaerébico formador de esporos, capaz de converter varios substratos de
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carboidratos e produzir hidrogénio com eficiéncia (Beckers et al., 2010; Tai et al., 2010; Jiang
et al., 2016; Ortigueira et al, 2019).

Avaliou-se a influéncia da adi¢ao de L-cisteina, e o pH inicial 6,0 na concentragao
de glicose (10 g/L), para producao de Bio-H>. Na Figura 10 estdo apresentados os perfis de
concentragdo celular de C. butyricum durante a fermentacdo conduzida usando o CAB-HE sem

e com suplementagdo de L- cisteina, avaliando também a influéncia da variagdo de pH.

Figura 10 - Perfil da concentracao celular (g/L) da bactéria C.
butyricum nos bioprocessos conduzidos a 35 °C, 100 rpm por 72 h
usando o hidrolisado CAB-HE com 10 g/ de glicose, sem e com
suplementagdo com L-cisteina pH inicial 6:(m) CAB-HE pH 6 sem
suplementagdo, (o) CAB-HE pH 6 suplementado com L-cisteina.
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Fonte: propria autora (2024).

Ao suplementar o CAB-HE com L-cisteina houve, um crescimento celular (1,1 g/L)
durante o bioprocesso, comparando com o processo usando o CAB-HE sem suplementacao
com L- cisteina (1,3 g/L) ao final das 72 h, obtendo concentragdes celulares semelhantes.
Observou-se também que a adigdo de L- cisteina ndo proporcionou efeito positivo no

crescimento celular da C. butyricum.

Na Figura 11 estdo apresentados os perfis de consumo de glicose por C. butyricum
durante a bioprocesso conduzido usando o CAB-HE (10 g/L glicose) com pH inicial 6 avaliando

a suplementagdao com L-cisteina.
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Figura 11 - Perfil do consumo de glicose (g/L) da bactéria C butyricum nos
bioprocessos conduzidos a 35 °C, 100 rpm por 72 h usando o hidrolisado
CAB-HE com 10 g/L de glicose, sem e com suplementagdo com L-cisteina,
pH inicial 6 :(m) CAB-HE pH 6 sem suplementacao, (¢) CAB-HE pH 6
suplementado com L-cisteina
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Fonte: propria autora (2024).

A L- cisteina ¢ relatada como sendo um agente redutor no potencial de oxidagao-
redugdo do sistema de fermentagdo e aumenta a taxa de crescimento de algumas bactérias,
sendo considerada como um mediador entre bactérias e substrato (Yuan et al., 2008). No
entanto, o mecanismo desse fendmeno ainda ndo ¢ claro e precisa ser investigado mais
profundamente (Yuan ef al., 2008).

No bioprocesso conduzido com o CAB-HE a pH 6, ao final de 72 h, a bactéria
consumiu apenas 23,8 % da glicose no hidrolisado suplementado com L-cisteina, enquanto
usando o meio sem L-cisteina, observou-se um consumo de 50,7 % da glicose. No bioprocesso
usando CAB-HE, ndo houve mudanga na bioatividade celular quando o meio foi suplementado
com L-cisteina.

Na Figura 12 estdo apresentados o perfil da producdo de hidrogénio acumulativo
(mmolu2/Lhidrolisado) produzidos durante as fermentagdes conduzidas usando CAB-HE na

concentracao de glicose (10 g/L), sem e com suplementacao de L-cisteina.
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Figura 12 - Perfil hidrogénio acumulativo (mmolu2/Lhidrolisado) por C. butyricum nos
bioprocessos conduzidos a 35 °C, 100 rpm por 72 h, utilizando como meio de cultivo o CAB-
HE com concentragao inicial de glicose de 10 g/L, pH inicial 6: (m) CAB-HE pH 6 sem
suplementacdo; () CAB-HE pH 6 suplementado com L-cisteina.
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Fonte: propria autora

Na Figura 12 observou-se que apds 24 h, nao houve mais producdo de hidrogénio,
e 0 hidrogénio acumulativo foi de 23,8 moluz/Lhidrolisado NO hidrolisado sem adicao de L-cisteina
e 9,8 moluy/Lhidrolisado com L-cisteina. Adiante, na Tabela 5 observa-se que em relacdo a
producao volumétrica mLu2/L, houve uma produgdo de 582,2 + 18,5 e 241,6 + 76,3 mLu2/L
sem e com L-cisteina, respectivamente. Nota-se, pelos dados apresentados na Tabela 5, que a
produtividade alcancada foi 24,3 + 0,8 mLH>/(L.h) no ensaio sem adi¢do de L-cisteina, e de
10,1 + 3,28 mLH>/(L.h) no ensaio com adi¢do de L-cisteina.

Yuan et al. (2008) avaliaram a produgdo de hidrogénio suplementado o meio com
L-cisteina, utilizando sacarose como substrato, a faixa estudada em duas temperaturas
mesofilicas (30 e 35 © C). Os autores relatam um aumento na producao de hidrogénio de 15,2%
(35 °C) e 70% (30 °C), em comparacdo aos testes sem a suplementacdo da L-cisteina,
alcangando rendimentos de 3,10 molu2/molsacarose @ 35 °C, e de 3,28 moluz/molsacarose @ 30 ©,

tendo um maior efeito na suplementacdo quando conduzido a temperatura de 30 °C, obtendo-
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se produtividade méxima de 11.7 mLH2/(L.h). No entanto, ao suplementar o CAB-HE a pH 6
com L-cisteina a 35 °C, ndo foi observando uma diferenca significativa em relagdo no volume
de hidrogénio em mL.

Na Figura 13 estdo apresentados os perfis da produgdo de hidrogénio que podem
ser obtidos a partir de 1000 Kg de bagaco de caju, durante os bioprocessos conduzidos com o

CAB-HE (10g/L de glicose), sem e com suplementagdo com L-cisteina, a pH 6.

Figura 13 - Perfil da produgao de hidrogénio por C. butyricum nos bioprocessos conduzidos a
35 °C, 100 rpm por 72 h partindo-se de 1000 Kg de bagaco de caju, utilizando como meio de
cultivo o CAB-HE com concentracao inicial de glicose de 10 g/L, com pH inicial 6 ¢ sem ¢
com suplementagdo de L-cisteina
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Fonte: propria autora (2024).

Nas condigdes operacionais avaliadas, a producdo de hidrogénio obtida no
bioprocesso sem adicdo de L-cisteina a pH 6 a partir de 1000 kg de bagago de caju descartado
pela agroindustria resultam na produgdo de 717,6 = 22,6 L de hidrogénio. Nos experimentos,
também utilizando 1000 kg de bagago de caju no processo, o volume de hidrogénio seria, com
adicao de L — cisteina em pH 6 de 297,5 £ 94,1 L, ndo havendo diferenca significativas em

ambos experimentos.



42

Na Figura 14 estdo apresentados os perfis dos metabolitos produzidos durante os
bioprocessos conduzidos com o CAB-HE (10g/L de glicose), sem e com suplementagdo com
L-cisteina, a pH 6.

Figura 14 - Metabolitos produzidos por C. butyricum nos bioprocessos conduzidos a 35 °C,
100 rpm por 72 h, utilizando como meio de cultivo o CAB-HE com concentra¢ao inicial de
glicose de 10 g/L, com o pH inicial 6: a) pH 6,0 sem L - cisteina, b) pH 6,0 com L —
cisteina. Metabolitos: (m) Acido acético; (®) Acido formico; (A ) Acido butirico; (V)
Acido latico

6 6

Metabdlitos produzidos (g/L)
Metabélitos produzidos (g/L)

80
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Fonte: propria autora (2024).

Os metabolitos obtidos durante a fermentagdo foram o acido acético, butirico,
formico e latico. A produgdo destes compostos estd concordante com a via metabdlica da
bactéria C. butyricum demonstrada por Lin et al., (2004), o qual reportam que essa espécie
microbiana ¢ capaz de metabolizar a glicose e produzir estes metabolitos.

O é4cido butirico foi produzido de forma crescente até o tempo de 50 h, mantendo-
se constante até o final da fermentacdo com concentragdo 1,7 g/L no ensaio sem adicao de L-
cisteina em pH 6, de 2,1 g/L de 4cido férmico, 0,3 g/L de 4cido latico e acido acético 0,1 g/L
(Figura 14.a). No ensaio em pH 6 com adi¢do de L-cisteina, houve formagdo dos acidos
butirico, formico e acético, 1,4 g/L, 0,8, g/L e 0,1 g/L, respetivamente (Figura 14.b).

Em geral, a formagao de acido butirico e acético favorece a producao de hidrogénio,
jé a formagao do propidnico resulta em menor producdo, de acordo com as Equacdes 14 e 15

(Yuan et al., 2008).

Producao de acetato:

Ci2 Hi206 + 2H>0 — 2CH3COOH + 2CO2 + 4H> (Eq.14)

Produgao de butirato:
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Ci2 H206+ 2H>0 — CH3CH> CH:COOH + 2CO; + 2H> (Eq.15)
No geral, em ambos os ensaios obteve-se a formacao dos 4cidos butirico e acético,

no entanto a producao de acido acético apresentou uma baixa concentragdao. A distribui¢do
desses metabolitos indica que as bactérias acidogénicas contribuiram para a maior producao de
hidrogénio (Yuan et al., 2008). Quando suplementado com L-cisteina, ndo foi observado um

aumento nas concentracdes dos acidos em relacdo aos sem a suplementagao L-cisteina.

Objetivando estudar a influéncia do aumento da concentragdo de glicose do
hidrolisado enziméatico do bagaco de caju, no crescimento celular da C. butyricum, na produgao
de metabolitos e hidrogénio e o efeito da adicdo de L-cisteina, foram realizados experimentos
com 20 g/L de glicose no hidrolisado do CAB.

Na Figura 15 estdo apresentados os perfis de consumo de glicose de C. butyricum
durante a fermentagao conduzida com e sem L-cisteina, a pH 6 e pH 7, e concentragao inicial

de glicose de 20 g/L.

Figura 15 - Perfil da concentragdo celular (g/L) da bactéria C. butyricum nos bioprocessos
conduzidos a 35 °C, 100 rpm por 72 h usando o hidrolisado CAB-HE com 20 g/L de glicose,
sem e com suplementacdo com L-cisteina, variando o pH inicial: a) pH inicial 6 e b) pH
inicial 7. (m) CAB-HE sem suplementacdo e (®) CAB-HE suplementado com cisteina
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Fonte: propria autora (2024).

Nos bioprocessos conduzidos com CAB-HE a pH 6 com concentracdao de glicose
de 20 g/L, sem e com suplementacdo de L-cisteina, a bactéria C. butyricum apresentou uma
fase lag semelhante, com duragdo inferior a 8 h. A concentracao celular maxima de 1,60 g/L no
experimento conduzido sem adi¢ao de L-cisteina, ja no hidrolisado com adi¢do de L-cisteina, a
pH 6, a concentracao celular foi de 1,46 g/L ao final do processo fermentativo. Observa-se que,

mesmo fornecendo uma quantidade maior de aglicar, o crescimento do microrganismo foi
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inferior quando suplementado com cisteina (Figura 15. a), mostrando perfil semelhante aos dos
experimentos conduzido com 10 g/L de glicose.

Na Figura 15.b sdao mostrados os perfis do crescimento celular obtido no
bioprocesso usando CAB-HE a pH 7 com concentracdo de glicose de 20 g/L, sem e com
suplementagdo de L-cisteina. A fase de laténcia apresenta duragdo de 4 h, a fase log em condi¢ao
a pH 7 aumentou o crescimento celular ao comparar com as fermentagdes em condicdo a pH 6,
na qual o crescimento celular maximo ao final do processo foi de 2,5 g/L e 2,4 g/L usando o
CAB-HE sem e com suplementacao de L-cisteina, respectivamente. O valor 6timo de pH,
depende do tipo de sistema que esta sendo operado, o tipo de substrato utilizado e a faixa de pH
estudada (Romao, 2015). Resultados da literatura destaca-se que a faixa de pH 6tima para
producdo de hidrogénio em batelada, ¢ em torno da neutralidade (pH 7 a 7,5), devido ao
acumulo de acetato e butirato, no meio fermentativo que promove uma diminui¢ao do pH

durante o processo (Li; Fang., 2007).

Na Figura 16 estdo apresentados os perfis de consumo de glicose durante a esses

ensaios usando o CAB-HE com concentracdo de glicose de 20 g/L.

Figura 16 - Perfil do consumo de glicose (g/L) da bactéria C butyricum nos bioprocessos
conduzidos a 35 °C, 100 rpm por 72 h usando o hidrolisado CAB-HE com 20 g/L de
glicose, sem e com suplementacdo com L-cisteina, variando o pH inicial a) pH inicial 6,0
e b) pH inicial 7,0 (m) CAB-HE sem suplementacdo e (¢) CAB-HE suplementado com L-
cisteina
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Fonte: propria autora (2024).

Na Figura 16.a, observa-se que no processo usando CAB-HE a pH 6, sem adigao
de L-cisteina, o microrganismo consumiu mais glicose, aproximadamente 42,7% de glicose ao
final do processo fermentativo, comparando com o processo conduzido no mesmo pH com

adicao de L-cisteina, no qual ocorreu um consumo de 33,5 %. Ja na Figura 16.b ¢ mostrado o
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consumo de glicose a pH 7, com e sem adi¢do de L-cisteina, sendo observado o mesmo perfil
de consumo de glicose, ocorrendo um maior consumo de glicose 46,9 % no ensaio sem adicao
de L-cisteina, e apenas um consumo de 29,6 % com adicdo deste composto. Observa-se que ao
suplementar ambos hidrolisados, houve um menor consumo de glicose, podendo a L-cisteina
ter combinando-se com o elemento nutriente no meio para formar um composto indisponivel
para a bactéria, o que resultaria na diminui¢ao da bioatividade e na produ¢ao de hidrogénio (Yu

etal.,2007).

Na Figura 17 estdo apresentados os perfis da produgdo de hidrogénio acumulativo
(molu2/Lhidrolisado) produzidos durante as fermentacdes conduzidas usando CAB-HE com
concentragdo inicial de glicose (20 g/L), sem e com suplementagdo de L-cisteina, e diferentes

pHs (6,0 ¢ 7,0)

Figura 17 - Perfil hidrogénio acumulativo (mmoluz/Luidrolisado) por C. butyricum nos
bioprocessos conduzidos a 35 °C, 100 rpm por 72 h, utilizando como meio de cultivo o CAB-
HE com concentracdo inicial de glicose de 20 g/L, variando pH inicial: (m) pH 6 sem L-
cisteina; (®) pH 6 com L-cisteina; (A ) pH 7 sem L-cisteina; (V) pH 7 com L-cisteina
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Fonte: propria autora (2024).



46

em pH 6 com adi¢do L-cisteina (Figura 17). Conforme apresentado na Tabela 6, em
termos de volume de hidrogénio por volume de meio fermentativo (mL H»/L), a produgao foi
de 1503,4 £ 187,1 mL H/L e 1254,5 + 85,1 mL H»/L sem e com adicdo de L-cisteina,
respectivamente, ambos os processos a pH 6,0. A produtividade de H> foi de 62,6 = 7,8 mL
H>/(L-h) em pH 6 com adi¢ao L-cisteina. Contudo ndo foi observado diferenga significativa na
porcentagem de H»> e no volume de hidrogénio em mL, tendo uma diferenca significativa no
rendimento de 2,1 + 0,2 pH 6 sem adi¢ao de L-cisteina e de 2,8 + 0,2 pH 6 com adicao L-cisteina,
justificado pelo menor consumo de glicose com adigdo de L-cisteina.

Nos processos conduzidos a pH 7 usando o CAB-HE com 20 g/L de glicose, a
produgdo de hidrogénio teve inicio entre 8-24 h de fermentagao e, apos 72 h, os resultados para
o0 hidrogénio acumulativo foram de 69,2 £ 3,1 mmolnz/Lhidrolisado € 68,5 £ 1,7 mmoluz/Lhidrolisado
no ensaio sem e com L-cisteina, respectivamente (Figura 17), correspondendo a uma producao
em relagdo ao volume de meio fermentativo de 1693,4 + 76,0 mLu2/L e 1675,3 £ 41,6 mLuo/L.
Esses resultados demonstram que o pH inicial do meio de cultura influencia a producao de
BioH;, em que um ajuste do pH para 7,0 obteve uma melhoria na produtividade da fase gasosa
de CAB-HE em relagao ao pH 6,0.

Esses resultados demonstram que nao houve diferencga significativa na porcentagem
de H» e no volume de hidrogénio em mL em ambos ensaios a pH 6 e pH 7 sem e com adicao de
L-cisteina. Contudo, acorreu uma melhoria no rendimento moly2/molgiicose, apresentando uma
diferenca significativa quando suplementado com L-cisteina, justificando pelo menor consumo
de glicose com adicao de L-cisteina.

Silva e colaboradores (2018) obtiveram maxima produgao de hidrogénio de 420 mL
de Ho/L de hidrolisado no bioprocesso usando a bactéria Clostridium roseum e o hidrolisado
acido do bagaco de caju, que continha uma concentragao inicial de glicose de 10,2 g/L. Esses
valores foram inferiores aos encontrados nesse estudo, em que a produ¢do maxima de
hidrogénio alcancada foi de 1693,4 + 76,0 mL de Ho/L de hidrolisado no experimento

conduzido com 20 g/L de glicose, pH 7 e sem adi¢ao de L-cisteina
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Tabela 5 — Resultados das andlises das fases gasosas obtidos dos ensaios de produgao de hidrogénio por C. butyricum a 35 °C e 100 rpm por 72 h,
utilizando como meio de cultivo o hidrolisado enzimatico do bagaco de caju (CAB-HE), com concentragao inicial de glicose (10 e 20 g/L) e pH

(6,0 e 7,0), avaliando também a suplementacdo com L-cisteina

Concentracao Producio Rendimento de
Volume de Porcentagem  Volume de Produtividade
pH inicial Cisteina de glicose volumétrica H:
biogas (mL) de H2 (%) H2 (mL) (mLH2/(L.h))
(g/L) (mLHz/L) (mOlHZ/m()lglicose)
Sem 346,0 £ 14,0 30,4 £2,2° 104,8 + 3,3 5822+ 18,5° 1,2+0,1° 24340,8°
6 10
Com 255,0 £43,0 18,5+ 8,5 43,5+ 13,7° 241,6 763 °¢ 0,6 £0,2 10,1 +£3,2¢
Sem 530,7 + 43.4 50,8 +2,1° 270,6 +33,7°  1503,4 +187,1 »° 2,1£0,2° 62,6 +78"
6
Com 451,0 +43,0 50,2 + 1,4° 2258+£153"  12545+85,1° 2,8+£0,2° 523+35"
20
Sem 601,3 + 30,2 50,7 £ 1,5° 304,8 £13,7°  1693,4+76,0° 1,8+0,1° 70,6 +£3.2°
7
Com 606,0 £ 36,0 49,9 + 1,7 30,6 £7,5° 16753 +41,6° 2,9+0,1° 698 +1,7¢°

*Letras diferentes representam diferengas estatisticas com um nivel de confianga de 95 % (p < 0,05)

Fonte: propria autora (2024).
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Com base nos resultados, segundo o estudo estatistico por ANOVA, para um nivel de
significancia de 95%, os resultados de rendimentos de mol de hidrogénio por mol de glicose
consumida no tempo de 24h ndo apresentaram diferenca significativa entre o hidrolisado do
CAB-HE com concentragao inicial de 10 g/L de glicose, em pH 6 sem adi¢do de L — cisteina e
com adi¢do de L - cisteina em pH 6, em que apresentou um rendimento de 1,2 + 0,1
molu2/molgiicose, 0,6 = 0,2 molu/molgiicose, respectivamente. Em relagdo ao volume de
hidrogénio em mL, no CAB — HE em pH 6 sem adi¢do de L — cisteina promoveu uma diferenca

significativa, apresentando um maior volume de 104,8 & 3,3 mL de hidrogénio.

De forma sucinta, para a concentragao de glicose inicial de 20 g/L, com base no estudo
estatistico por ANOVA, os resultados de rendimentos de mol de hidrogénio por mol de glicose
consumida no tempo de 24h ndo apresentaram diferenca significativa entre o hidrolisado do
CAB-HE com concentragao inicial de 20 g/L de glicose, em pH 6 sem adi¢do de L — cisteina e
em pH 7 sem adigdo de L — cisteina, em que apresentou um rendimento de 2,1 + 0,1
molu2/molgiicose, 1,8 £ 0,2 moluz/molgiicose, respectivamente (Tabela 5). Em relagdo a adigdo de
L - cisteinano CAB — HE em pH 6 e 7 contendo 20 g/L de glicose ndo promoveu uma diferenca
significativa, apresentando um rendimento de 2,8 + 0,2 molx2/molgiicose em pH 6 com a adi¢ao

de L — cisteina e 2,9 + 0,1 moluz2/molglicose €m pH 7 com a adig@o de L — cisteina.

Na Figura 18 estdo apresentados os perfis da produ¢do de hidrogénio que podem
ser obtidos a partir de 1000 Kg de bagago de caju, durante os bioprocessos conduzidos com o
CAB-HE (20 g/L de glicose) com pH inicial de 6,0 ou 7,0, sem e com suplementa¢do com L-

cisteina.
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Figura 18 - Perfil da produgao de hidrogénio a partir de 1000 Kg de bagaco
de caju hidrogénio por C. butyricum nos bioprocessos conduzidos a 35 °C,
100 rpm por 72 h, utilizando como meio de cultivo o CAB-HE com
concentracao inicial de glicose de 20 g/L com pH inicial de 6,0 ou 7,0, sem e
com a suplementagdo de L-cisteina

1400
1200 - 1043,2 1032,6
m 926,6
< L T
O 1000 T T +
o 774,2
< |
8 800 - T
=) 1
o
T 600
()
o
n
© 400+
= _
200
0 T T T T T T T
pH 6 pH 6 com L-cisteina pH 7 pH7 com L-cisteina

Fonte: propria autora (2024).

Com essa configuracdo, 1000 kg de bagaco de caju descartado pela agroindustria
resultam na producdo de 1043,7 + 46,9 L de hidrogénio no experimento em pH 7 sem adi¢ao
de L — cisteina, e 1032,7 £+ 25,5 L de hidrogénio em pH 7 com adi¢do de L — cisteina no CAB-
HE a 20 g/L de glicose. Nos experimentos, também utilizando 1000 kg de bagago de caju no
processo, os volumes de hidrogénio seriam, sem adi¢do de L — cisteina em pH 6 seria 926,6 +
115,3 L, com adig¢do de L — cisteina em pH 6 seria 773,2 + 53,4 L. Nao havendo diferenca

significativa para ambos experimentos.

Na Figura 19 estdao apresentados os perfis dos metabolitos produzidos durante as
fermentagdes conduzidas com CAB-HE (20 g/L glicose) a pH 6,0 ¢ 7,0, sem e com

suplementagdo de L-cisteina.
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Figura 19 - Metabdlitos produzidos por C. butyricum nos bioprocessos conduzidos a 35
°C, 100 rpm por 72 h, utilizando como meio de cultivo o CAB-HE com concentragao
inicial de glicose de 20 g/L, variando o pH inicial: a) pH 6,0 sem suplementacdo; b) pH 6,0
com L-cisteina; ¢) pH 7,0 sem suplementagdo; d) pH 7,0 com L-cisteina. Metabolitos: (m)
Acido acético; (e) Acido formico; (A ) Acido butirico; (V) Acido latico
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Fonte: propria autora (2024).

O 4cido butirico e &cido acético foram produzidos pela bactéria estudada durante o
processo fermentativo, como demonstrado por Jauregui M. et al. (2017), Zhang H. et al. (2009)
e Beckers L. et al (2010). Ao longo do processo, observando-se a formagao dos 4cidos acético,
butirico, férmico e latico (Figura 19). A concentragdo de 4cido butirico foi aumentando durante
o processo até 72 h, obtendo 3,1 g/L e ocorreu a producao de 1,5 g/L de acido acético no
processo conduzido a pH 6 sem L-cisteina (Figura 19.a).

Em pH 6 com L-cisteina, ocorreu a formacao de acido butirico, mas numa menor
concentragdo (1,8 g/L). A partir de 30 h, iniciou-se a formagao de 4cido acético, alcangando 2,0
g/L ao final das 72 h (Figura 19.b). J4 em pH 7, também foi observada a formagado dos acidos
acético (3,6 g/L), butirico (2,9 g/L) e formico (1,4 g/L) em pH 7 sem L-cisteina (Figura 19.c).
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Na fase acidogénica da bactéria Clostridium, durante a qual sdo produzidos o acido
acético e acido butirico, ocorreu a diminui¢do do pH, nessa condi¢@o a cepa pode sofrer uma
mudanga metabolica da formagao de acetato/butirato para a formacao de lactato/etanol sob
condigdes estressantes com um pH baixo ou uma alta concentracao de produto final &cido (Yang
et al., 2007). As vias metabdlicas se alteram com a mudanga das condi¢des de reacdo, substrato
disponivel e espécies microbianas ativas. Assim, o rendimento de hidrogénio pode ser afetado
pelo controle das condi¢gdes de fermentagdo, como controle de pH e descarga do espago livre

(Wang; Yin, 2021).

A L-cisteina apresenta efeito positivo na produgdo de hidrogénio (Pattraa et al.,
2008; Yuan et al., 2008), contudo, a concentracao estudada nesse trabalho nao apresentou efeito
significativo na produgdo de hidrogénio quando comparado com a fermenta¢do conduzida sem
suplementagdo de L-cisteina. Possivelmente por a L-cisteina apresentar dois grupos
carboxilicos, dois grupos amido e dois 4tomos de enxofre em uma molécula, o excesso de L-
cisteina pode se combinar com o elemento nutriente no meio para formar um composto
indisponivel para bactérias, o que resultaria na diminuicdo da bioatividade das bactérias e do
rendimento de hidrogénio (Yu et al., 2007). O que foi observado também no trabalho de Yuan
et al. (2008), em que ao adicionar 0,17 g/L o rendimento de hidrogénio diminuiu, quando
comparado com a condi¢do com 10 vezes menos L-cisteina. De acordo ainda com Yuan et al.
(2008), o efeito desse fenomeno ainda ndo estd muito claro e precisa ser estudado mais

profundamente.
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5.4 SUPLEMENTACAO COM GLICEROL NA PRODUCAO DE HIDROGENIO

Neste topico, com o intuito de melhorar o rendimento de hidrogénio, avaliou-se a
influéncia da suplementa¢do com glicerol como agente bioativo na oxidag¢ao-reducdo celular
nas concentragdes de 1 g/ e 5 g/L sem adicao de L-cisteina. Tendo em vista que o glicerol € o

principal subproduto da produgdo de biodiesel e representa um substrato potencial para

processos fermentativos.

Na Figura 20 estao apresentados os perfis de concentracao celular de C. butyricum
e consumo de glicose, respectivamente, obtidos durante os bioprocessos conduzidos usando o

CAB-HE (concentragdo inicial de glicose de 20 g/L e pH 7) suplementado com 1 g/L ou 5 g/L

de glicerol.

Figura 20 - Perfil da concentragdo celular (g/L) e do consumo de glicose (g/L) obtidos
durante os bioprocessos conduzidos a 35 °C, 100 rpm por 72 h, usando a bactéria C.
butyricum ¢ o hidrolisado CAB-HE (concentragdo inicial de glicose de 20 g/L ¢ pH 7) a)
perfil da concentracdo celular (g/L): (o) sem suplementacdo, suplementado com 1 g/L (e) ou
5 g/L () de glicerol. b) perfil do consumo de glicose (g/L): (0) sem suplementagao,
suplementado com 1 g/L (m) ou 5 g/L (m) de glicerol.

g
o

20 - b)

e = n nd
o 13 o o
1 1 1 1

=

[

1

Concentragéo celular (g/L)

o
(4]
Concentragao celular (g/L)
S
/
/

o
o

T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Tempo () Tempo (h)

Fonte: propria autora (2024).

A figura 20.a) ilustra perfis semelhantes no crescimento celular da bactéria C.
butyricum durante a fase de laténcia (0 - 7 h) e a fase exponencial (8 - 72 h). Porém, a
concentracdo celular foi maior com a suplementacdo de 5 g/LL de glicerol no hidrolisado

enzimatico do CAB (2,6 g/L). Na Figura 20.b) estdo apresentados os perfis de consumo de
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glicose, observou-se que sem adi¢ao do glicerol teve um consumo de consumo de glicose 46,9
%, e com adicao de 1 g/L e 5 g/L de glicerol, teve um consumo de 47 % e 50 % da concentragao
inicial de glicose, respectivamente.

Alguns autores relatam que o rendimento de hidrogénio pode diminuir com o
aumento da concentracdo de substrato, a possivel razdo ¢ que mais energia seria utilizada para
o crescimento microbiano em vez da producdo de hidrogénio (Yin et al. 2017). Contudo, isso
ndo foi observado no referido trabalho, pois possivelmente a quantidade de substrato analisada
ndo foi tao elevada a ponto de impactar de forma negativa na produ¢do de hidrogénio (como

observado posteriormente na Figura 20.b).

Na Figura 21 estdo apresentados os perfis de producao de hidrogénio acumulativo

(mmoly2/L) de Hz por C. butyricum durante esta etapa do estudo.

Figura 21 — Perfil de hidrogénio acumulativo (mmolu2/L) por C.
butyricum nos bioprocessos conduzidos a 35 °C, 100 rpm por 72 h,
utilizando como meio de cultivo o CAB-HE com concentragao inicial de
glicose de 20 g/L, a pH 7: Perfil de hidrogénio acumulativo (mmolH>/L):
(A) sem suplementacgdo de glicerol (A) 1 g/L de glicerole (A) 5 g/L de
glicerol.
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Fonte: propria autora (2024).

A produgao de hidrogénio teve inicio apos 8 h de fermentagado, obtendo 15.5 + 3,8
mmolH>/L em 12 h e 68,3 + 3,3 mmolH>/L em 24 h no ensaio usando CAB-HE suplementado
com 1 g/L glicerol, cessando sua producao pelo decréscimo do pH do meio ocorrido devido a

acidificagdo na producdo dos metabolitos (Figura 21). No bioprocesso usando CAB-HE
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suplementado com 5 g/L de glicerol, observou, que foram produzidos 9,6 = 0,1 mmolH»/L e
92,2 £ 13,7 mmolH»/L em 12 h e 24 h, respectivamente, totalizando 106,5 + 13,8 mmolH>/L ao
final do processo. J4 sem a suplementagdo do glicerol foi observando uma produgao inferior,
obtendo 10,4 £+ 1,2 mmolH>/L em 24 h. Lo e colaboradores (2013) reportaram em seu trabalho
que o rendimento de hidrogénio obtido a partir do meio contendo apenas glicerol aumentou
quando a concentragdo de glicerol foi de 1 g/L para 10 g/L, enquanto diminuiu ligeiramente
quando a concentracgao de glicerol foi de 20 g/L para 40 g/L.

Com base nos resultados, segundo o estudo estatistico por ANOVA, para um nivel
de significancia de 95%, os resultados de rendimentos de mol de hidrogénio por mol de glicose
consumida no tempo de 24h ndo apresentaram diferenga significativa entre o CAB-HE

suplementado com 1 g/L ou 5 g/L de glicerol.

Na Figura 22 estdo apresentados os perfis dos metabolitos produzidos durante os

ensaios de avaliacdo da suplementagdo com glicerol nas concentracdes de 1 g/L e 5 g/L.

Figura 22 — Metabdlitos produzidos por C. butyricum nos bioprocessos conduzidos a 35 °C, 100
rpm por 72 h, utilizando como meio de cultivo o CAB-HE com concentracdo inicial de glicose
de 20 g/L, pH inicial 7:a) sem suplementagdo de glicerol b) Glicerol a 1 g/L; ¢) Glicerol 5 g/L.

Metabolitos: (m) Acido acético; (e) Acido formico; (A ) Acido butirico; (V) Acido latico
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Durante os bioprocessos foram produzidos os acidos butirico, acético, férmico e
latico. No ensaio sem adicdo de glicerol, foi observada a formagao dos 4cidos acético (3,6 g/L),
butirico (2,9 g/L) e formico (1,4 g/L) (Figura 22.a). O acido butirico foi aumentando ao longo
das 72 h, obtendo 3,1 g/L deste acido. Também ocorreu a producao de acido formico (1,6 g/L)
e acido latico (0,7 g/L) usando como meio de cultivo o CAB-HE suplementado com 1 g/L de
glicerol (Figura 22.b). No entanto, nos bioprocessos usando o CAB-HE suplementado com 5
g/L de glicerol, obteve-se uma maior concentragao dos acidos, obtendo 4,2 g/L e 1,8 g/L de
acido butirico e formico, respectivamente (Figura 22.c).

A formacao desses acidos, que ¢ vinculado com a rota metabolica da C. butyricum,
acontece esse decréscimo no pH, que interfere na produg@o de hidrogénio, criando um ambiente

desfavoravel para as enzimas que catalisam as reagdes metabdlicas.

Na Figura 23 estdo apresentados os perfis de pH e hidrogénio acumulativo (mol)
produzidos por C. butyricum durante os ensaios usando CAB-HE (concentracdo inicial de

glicose de 20 g/L a pH 7) suplementado com 1 g/L ou 5 g/L de glicerol.

Figura 23 — Perfil do pH e da produ¢do acumulativa do hidrogénio (mol) durante o
cultivo do C butyricum em hidrolisado enzimatico do bagaco de caju (CAB-HE -
concentracao inicial de glicose de 20 g/L a pH 7) conduzido a 35 °C e 100 rpm por
72 h. Perfil de pH: (m) CAB-HE suplementado com 1 g/L glicerol e (m) CAB-HE
suplementado com 5 g/L glicerol; Perfil de producao de H»: (o) CAB-HE
suplementado com 1 g/L glicerol e (o) CAB-HE suplementado com 5 g/L glicerol
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Com a diminuicao do pH causada pela producao dos acidos (Figura 23), a bactéria
C. butyricum comegou a cessar a producdo de hidrogénio apos 24 h de fermentagdo. Durante
esse periodo, a producdo de hidrogénio acumulativo alcangou 1747,7 + 341,7 mLH»/L do
hidrolisado suplementado com glicerol (1 g/L), e 2226,0 £ 601,0 mLH>/L no hidrolisado com
glicerol (5 g/L) (Tabela 6).

Na Tabela 6 estdo apresentados os resultados das andlises das fases gasosas obtidos

dos ensaios da producao de hidrogénio.

Tabela 6 - Resultados da analise das fases gasosas obtidos dos ensaios de producao de hidrogénio por C.
butyricum a 35 °C e 100 rpm por 72 h, utilizando como meio de cultivo o hidrolisado enziméatico do bagago
de caju (CAB-HE), com 20 g/L de glicose a pH 7,0, avaliando a suplementagao com glicerol

Concentracio  Volume de  Porcentagem Volume de  Rendimento de H>

. ., Produtividade
de (gg';i‘;"’l ]z:’f;s d(‘f, /gz (gi) (moluz/molgicos)  (mLH2/L.h)
Sem adicdo 601,3 +30,2° 50,7+ 1,5° 304,8 + 13,7 1,8+0,1° 70,6 £3,0

1 566,0 £52,64° 52,0+ 11,3%®  343,0£57,0 2,1+0,4%0 72,8+ 14,2

5 670,0 £ 60,00  52,4+11,9° 468,7 + 60,5 3,6+0,9° 92,7 + 25,0

* Letras diferentes representam diferencas estatisticas com um nivel de confianga de 95 % (p < 0,05)

Fonte: propria autora (2024).

O rendimento molar de hidrogénio em 24 h foi de 1,8 = 0,1 molu2/molgiicose, NO
hidrolisado a pH 7 sem suplementacao, o hidrolisado quando foi suplementado com glicerol (1
g/L) obteve-se 2,1 £+ 0, 4 moln2/molgiicose, N0 apresentando diferenca significativa. Ao comparar
com o hidrolisado suplementado com glicerol (1 e 5 g/L) ndo teve diferenca significativa no
rendimento molar de hidrogénio, para o hidrolisado suplementado com glicerol a 1 g/L foi de
2,1 £ 0,4 molu2/molglicose, € de 3,6 = 0,9 molu2/molgiicose em CAB-HE suplementado com
glicerol 5 g/L, estando de acordo com rendimento maximo tedrico relatado na literatura (Chong
et al., 2009). Nesse processo pode-se observar que o glicerol atuou como um bioativo no
processo para manter o equilibrio de oxi-redu¢do da célula (Gomes, 2023), fazendo com que a
bactéria fique mais vidvel, suportando o estresse causado pela produgdo dos acidos, acético,

butirico e latico durante o processo fermentativo.

Na Figura 24 estdo apresentados os perfis da produ¢do de hidrogénio que podem

ser obtidos a partir de 1000 Kg de bagaco de caju, durante os bioprocessos conduzidos com o



56

CAB-HE (20g/L de glicose), sem adicdo de glicerol e suplementado com glicerol nas
concentragdes de 1 g/Le 5 g/L,apH 7.

Figura 24 - Perfil da produgdo de hidrogénio a partir de 1000 Kg de bagaco de caju
hidrogénio por C. butyricum nos bioprocessos conduzidos a 35 °C, 100 rpm por 72 h,
utilizando como meio de cultivo o CAB-HE com concentragdo inicial de glicose de 20 g/L

a pH 7 sem adigdo de glicerol e suplementado com glicerol 1 g/L e glicerol 5 g/L.
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Nas condigdes operacionais avaliadas, a produ¢do maxima de hidrogénio por L foi
obtida no bioprocesso suplementado com glicerol a 5 g/L. Com essa configuracdo, 1000 kg de
CAB resultam na producgdo de 2294,2 L de hidrogénio, e de 1938,1 L de hidrogénio seria a
CAB-HE suplementado com glicerol a 1 g/L e apenas 1043,2 L sem adi¢ao de glicerol.

Como base nos resultados obtidos, o glicerol demonstrou ser um bioativo positivo
no CAB-HE, favorecendo a produgdo de biohidrogénio. Em contraste, a L-cisteina que nao
apresentou um efeito significativo na producao de H.

A utilizagdo do glicerol residual proveniente da producdo de biodiesel para produzir
um vetor energético sustentavel, como o hidrogénio e permitindo a possibilidade de
aproveitamento energético da biomassa, se apresenta como uma alternativa interessante, pois
pode aumentar de forma substancial os ganhos econdmicos dos processos € promover a

sustentabilidade (Rodrigues, 2016; Sarma et al 2012).
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos mostraram que o microrganismo C. butyricum foi capaz de
produzir hidrogénio a partir do hidrolisado enzimatico do bagago de caju, pelo processo
fermentativ o no escuro em frasco agitado. Dentre as condigdes avaliadas, nos ensaios avaliando
a suplementagdo com L-cisteina, ndo foi observada uma diferenga significativa na produgado de
BioH> ao utilizar o CAB-HE contendo 10 e 20 g/L de glicose em ambos os pHs avaliados,
obtendo 304,8 + 13,7 mLu2 ¢ 301,6 + 7,5 mLu2 em pH 7, com e sem L-cisteina, respectivamente,
possivelmente devido a alta concentragdo avaliada.

No entanto, a maior producao de hidrogénio foi obtida no ensaio usando CAB-HE
com 20 g/L de glicose suplementado com glicerol (1 e 5 g/L) a pH 7, obtendo 468,7 + 60,5
mL/L e 343,0 £ 57,0 de hidrogénio, correspondendo a um rendimento de 3,6 £ 0,9
moln2/molgiicose € 2,1 £ 0,4 molu2/molgiicose, gerando de 2294,2 e 1938,1 Litros de Ho/1000Kg
de CAB respectivamente, nao apresentado diferenca significativa na concentragio de glicerol.
Além do que, foram produzidos subprodutos de agregado valor comercial como, por exemplo,
acido butilico, que pode ser empregado na induastria alimenticia, dcido acético industria
quimica, acido latico no setor alimenticio e farmacéutico e acido féormico na industria téxtil e
quimica.

Essa pesquisa propde uma estratégia inovadora para implementar a produgdo de
hidrogénio, a partir de biomassa, sendo uma rota de baixo carbono, bastante promissora para o
Brasil que ¢ um pais com grande potencial agroindustrial, a0 mesmo tempo em que oferece
uma solugdo sustentavel para o reaproveitamento de residuos agroindustriais. Promovendo a
valorizacdo de residuos e a geragdo de energia limpa e renovavel, estando de acordo com os

Objetivos de Desenvolvimento Sustentdvel (ODS) e o conceito de economia circular.



58

REFERENCIAS

ABO-HASHESH, Mona; HALLENBECK, Patrick C.. Fermentative Hydrogen

Production. Microbial Technologies In Advanced Biofuels Production, [S.L.], p. 77-92, 12
nov. 2011. Springer US. DOI: http://dx.doi.org/10.1007/978-1-4614-1208-3 5. Disponivel
em:
https://www.researchgate.net/publication/278700303 Fermentative Hydrogen Production.
Acesso em: 06. set. 2024.

AMIN, Muhammad; SHAH, Hamad Hussain; FAREED, Anaiz Gul; KHAN, Wasim Ullah;
CHUNG, Eunhyea; ZIA, Adeel; FAROOQI, Zia Ur Rahman; LEE, Chaehyeon. Hydrogen
production through renewable and non-renewable energy processes and their impact on
climate change. International Journal Of Hydrogen Energy, [S.L.], v. 47, n. 77, p. 33112-
33134, set. 2022. Elsevier BV. http://dx.doi.org/10.1016/j.ijhydene.2022.07.172. Disponivel
em: https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0360319922032244. Acesso em: 10.
set. 2024.

AMORIM, Eduardo Lucena Cavalcante de. Desempenho de reator anaerobio de leito
fluidificado operado sob condicdes de aumento progressivo da carga organica no
tratamento de fenol. 2007. Dissertacao (Mestrado em Hidraulica e Saneamento) —
Universidade de Sdo Paulo, Sdo Carlos, 2007. Disponivel em:
http://www.teses.usp.br/teses/disponiveis/18/18138/tde-03052007-114731/. Acesso em: 05
ago. 2024.

ARAUJO, L. G. S. Producio, caracterizacio e aplicacio de nanocelulose do bagaco de
caju. 2022. 121 f. Tese (Doutorado em Engenharia Quimica) - Centro de Tecnologia,
Universidade Federal do Ceara, Fortaleza, 2022. Disponivel em:
https://repositorio.ufc.br/handle/riufc/70047. Acesso em: 02 ago. 2024.

ARISTIDOU, Aristos; PENTTILA, Merja. Metabolic engineering applications to renewable
resource utilization. Current Opinion In Biotechnology, [S.L.], v. 11, n. 2, p. 187-198, abr.
2000. Elsevier BV. DOI: http://dx.doi.org/10.1016/s0958-1669(00)00085-9. Disponivel em:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/10753763/. Acesso em: 07. out. 2024.

AZEVEDQO, Luis Henrique Morgado da Cruz. Sintese e Caracterizacio de Catalisadores de
Pd-Ni Suportados Aplicados na Reforma Oxidativa do Etanol. 2017. 56 f. Monografia
(Especializagao) - Curso de Engenharia Quimica, Escola de Quimica, Universidade Federal
do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2017. Disponivel em: http://hdl.handle.net/11422/20440.
Acesso em: 10 jun. 2024.

AZWAR, M.y.; HUSSAIN, M.A.; ABDUL-WAHAB, A K. Development of biohydrogen
production by photobiological, fermentation and electrochemical processes: a

review. Renewable And Sustainable Energy Reviews, [S.L.], v. 31, p. 158-173, mar. 2014.
Elsevier BV. DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.rser.2013.11.022. Disponivel em:
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1364032113007715. Acesso em: 11 jun.
2024.

BARBOSA, Harley Alves. Processos de producao e estocagem de hidrogénio: uma revisao
da literatura. 2020. 81f. Trabalho de Conclusao de Curso (Graduacao em Engenharia
Quimica) — Departamento de Engenharia Quimica, Universidade Federal do Rio Grande do


http://dx.doi.org/10.1007/978-1-4614-1208-3_5
http://www.repositorio.ufc.br/handle/riufc/70047
http://www.repositorio.ufc.br/handle/riufc/70047
https://repositorio.ufc.br/handle/riufc/70047

59

Norte, Natal, 2020. Disponivel em: https://repositorio.ufrn.br/items/alb840e6-d160-4bb5-
97ce-716¢c2545d912. Acesso em: 12 jul. 2024.

BECKERS, Laurent; HILIGSMANN, Serge; HAMILTON, Christopher; MASSET, Julien;
THONART, Philippe. Fermentative hydrogen production by Clostridium

butyricum CWBI1009 and Citrobacter freundii CWBI952 in pure and mixed

cultures. Biotechnologie, Agronomie, Société et Environnement, [S. 1.], v. 14, n. S2, p. 541-
548, 2010. Disponivel em: https://popups.uliege.be/1780-4507/index.php?id=6170. Acesso
em: 12 jun. 2024.

BOUSSARSAR, Houda; ROGE, Barbara; MATHLOUTHI, Mohamed. Optimization of
sugarcane bagasse conversion by hydrothermal treatment for the recovery of

xylose. Bioresource Technology, [S.L.], v. 100, n. 24, p. 6537-6542, dez. 2009. Elsevier BV.
DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.biortech.2009.07.019. Disponivel em:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/19664914/. Acesso em: 05 jun. 2024.

BRASIL. Ministério de Minas e Energia. Resenha Energética Brasileira: exercicio de 2023.
Edi¢do 2024. Brasilia: MME, 2024. Disponivel em: https://www.gov.br/mme/pt-
br/assuntos/secretarias/sntep/publicacoes/resenha-energetica-
brasileira/resenhas/re_2024 v6 vf.pdf. Acesso em: 16 out. 2024.

CALl, Guiqin; JIN, Bo; MONIS, Paul; SAINT, Chris. Metabolic flux network and analysis of
fermentative hydrogen production. Biotechnology Advances, [S.L.], v. 29, n. 4, p. 375-387,
jul. 2011. Elsevier BV. http://dx.doi.org/10.1016/j.biotechadv.2011.02.001. Disponivel em:
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0734975011000231. Acesso em: 10
jul. 2024,

CAPURSO, T.; STEFANIZZI, M.; TORRESI, M.; CAMPOREALE, S.M. Perspective of the
role of hydrogen in the 21st century energy transition. Energy Conversion And
Management, [S.L.], v. 251, p. 114898, jan. 2022. Elsevier BV.
DOI:http://dx.doi.org/10.1016/j.enconman.2021.114898. Disponivel em:
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0196890421010748. Acesso em: 05 jun.
2024.

CHONG, M; RAHIM, R; SHIRAI, Y; HASSAN, M. Biohydrogen production by Clostridium
butyricum EB6 from palm oil mill effluent. International Journal Of Hydrogen Energy,
[S.L.], v. 34, n. 2, p. 764-771, jan. 2009. Elsevier BV. DOLI:
http://dx.doi.org/10.1016/j.ijhydene.2008.10.095. Disponivel em:
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0360319908014444. Acesso em: 05 jun.
2024.

CHONG, Mei-Ling; SABARATNAM, Vikineswary; SHIRAI, Yoshihito; HASSAN, Mohd
Ali. Biohydrogen production from biomass and industrial wastes by dark

fermentation. International Journal Of Hydrogen Energy, [S.L.], v. 34, n. 8, p. 3277-3287,
maio 2009. Elsevier BV. DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.ijhydene.2009.02.010. Disponivel
em: https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0360319909002079. Acesso em: 05
ago. 2024.


https://www.gov.br/mme/pt-br/assuntos/secretarias/sntep/publicacoes/resenha-energetica-brasileira/resenhas/re_2024_v6_vf.pdf
https://www.gov.br/mme/pt-br/assuntos/secretarias/sntep/publicacoes/resenha-energetica-brasileira/resenhas/re_2024_v6_vf.pdf
https://www.gov.br/mme/pt-br/assuntos/secretarias/sntep/publicacoes/resenha-energetica-brasileira/resenhas/re_2024_v6_vf.pdf

60

CO 2 Emissions in 2023. [s.l: s.n.]: IEA, 2023. Disponivel em:
https://iea.blob.core.windows.net/assets/33e2badc-b839-4c18-84ce-
f6387b3c008f/CO2Emissionsin2023.pdf. Acesso em: 09 ago. 2024.

CORREIA, Jéssyca Aline da Costa; SILVA, Jouciane de Sousa; GONCALVES, Luciana
Rocha Barros; ROCHA, Maria Valderez Ponte. Different design configurations of
simultaneous saccharification and fermentation to enhance ethanol production from cashew
apple bagasse pretreated with alkaline hydrogen peroxide applying the biorefinery

concept. Biomass Conversion And Biorefinery, [S.L.],v. 12, n. 7, p. 2767-2780, 12 jun.
2020. Springer Science and Business Media LLC. http://dx.doi.org/10.1007/s13399-020-
00796-w. DOI: 10.1007/s13399-020-00796-w. Disponivel em:
https://www.researchgate.net/publication/342141701 Different design configurations of si
multaneous_saccharification _and fermentation to enhance ethanol production from cashe
w_apple bagasse pretreated with alkaline hydrogen peroxide applying the bioref. Acesso
em: 10 ago. 2024.

DAS, D; VEZIROGLU, T. Advances in biological hydrogen production

processes. International Journal Of Hydrogen Energy, [S.L.], v. 33, n. 21, p. 6046-6057,
nov. 2008. Elsevier BV. DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.ijjhydene.2008.07.09. Disponivel em:
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S036031990800918X. Acesso em: 09 ago.
2024.

EMPRESA DE PESQUISA ENERGETICA (EPE). Balango Energético Nacional 2024:
Relatorio Sintese: Ano Base 2023. Rio de Janeiro, RJ: EPE, 2024. Disponivel em:
https://www.epe.gov.br/sites-pt/publicacoes-dados-

abertos/publicacoes/Publicacoes Arquivos/publicacao-819/topico-
715/BEN_S%C3%ADntese 2024 PT.pdf. Acesso em: 15 ago. 2024

UNITED NATIONS. Adoption of the Paris Agreement. FCCC/CP/2015/L.9/Rev.1, 2015.
Disponivel
em:.https://undocs.org/Home/Mobile?FinalSymbol=FCCC%2FCP%2F2015%2FL.9%2FRev.
1&Language=E&DeviceType=Desktop&LangRequested=False. Acesso em: 31 jul. 2024.

FELDMAN, D.. Wood—chemistry, ultrastructure, reactions, by D. Fengel and G. Wegener,
Walter de Gruyter, Berlin and New York, 1984, 613 pp. Price: 245 dm. Journal Of Polymer
Science: Polymer Letters Edition, [S.L.], v. 23, n. 11, p. 601-602, nov. 1985. Wiley.
http://dx.doi.org/10.1002/pol.1985.130231112. Disponivel em:
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/pol.1985.130231112. Acesso em: 20 ago. 2024.

FONSECA, Bruna Constante. Producio de hidrogénio por fermentacio por um novo
isolado de Clostridium beijerinckii. 2016. 109 f. Dissertagao (Mestrado em Quimica) —
Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2016. Disponivel em:
http://www.teses.usp.br/teses/disponiveis/59/59138/tde-01062016-101030/. Acesso em: 10
jul. 2024.

GARCIA, Andrés Bedoya. Produciio de biohidrogénio a partir de efluentes da producio
de biodiesel. 2016. 142 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias em Engenharia de
Biocombustiveis e Petroquimica) — Programa de P6s-Graduacao em Tecnologia de Processos
Quimicos e Bioquimicos, Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de


https://doi.org/10.1007/s13399-020-00796-w
https://www.researchgate.net/publication/342141701_Different_design_configurations_of_simultaneous_saccharification_and_fermentation_to_enhance_ethanol_production_from_cashew_apple_bagasse_pretreated_with_alkaline_hydrogen_peroxide_applying_the_bioref
https://www.researchgate.net/publication/342141701_Different_design_configurations_of_simultaneous_saccharification_and_fermentation_to_enhance_ethanol_production_from_cashew_apple_bagasse_pretreated_with_alkaline_hydrogen_peroxide_applying_the_bioref
https://www.researchgate.net/publication/342141701_Different_design_configurations_of_simultaneous_saccharification_and_fermentation_to_enhance_ethanol_production_from_cashew_apple_bagasse_pretreated_with_alkaline_hydrogen_peroxide_applying_the_bioref

61

Janeiro, 2016. Disponivel em: http://epgb.eq.uftj.br/download/producao-de-biohidrogenio-de-
efluentes-da-producao-de-biodiesel.pdf. Acesso em: 02 jul. 2024.

GHIMIRE, Anish; FRUNZO, Luigi; PIROZZI, Francesco; TRABLY, Eric; ESCUDIE,
Renaud; LENS, Piet N.L.; ESPOSITO, Giovanni. A review on dark fermentative biohydrogen
production from organic biomass: process parameters and use of by-products. Applied
Energy, [S.L.], v. 144, p. 73-95, abr. 2015. Elsevier BV.
http://dx.doi.org/10.1016/j.apenergy.2015.01.045. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.apenergy.2015.01.045. Acesso em: 03 jul. 2024.

GIBBS, B. M.; FREAME, Barbara. Methods for the Recovery of Clostridia from

Foods. Journal Of Applied Microbiology, [S.L.], v. 28, n. 1, p. 95-111, abr. 1965. Oxford
University Press (OUP). http://dx.doi.org/10.1111/j.1365-2672.1965.tb04540.x. Disponivel
em: https://enviromicro-journals.onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-
2672.1965.tb02131.x. Acesso em: 15 jul. 2024.

GIRAO NETO, Carlos Alberto Chaves; PRASILDE, Isabel Cristina Medeiros; SILVA,
Amanda Santos da; SILVA, Lorena Mara Alexandre e; CANUTO, Kirley Marques;
FONTENELLE, Raquel Oliveira dos Santos; RODRIGUES, Tigressa Helena Soares;
ROCHA, Maria Valderez Ponte. Enzymatic synthesis of citronellyl butyrate by lipase B from
Candida antarctica immobilized on magnetic cashew apple bagasse lignin. Process
Biochemistry, [S.L.], v. 131, p. 244-255, ago. 2023. Elsevier BV.
DOI:http://dx.doi.org/10.1016/j.procbio.2023.06.025. Disponivel em:
https://www.researchgate.net/publication/372031340 Enzymatic_synthesis_of citronellyl bu
tyrate by lipase B from Candida antarctica immobilized on magnetic cashew apple bag
asse_lignin. Acesso em: 10 ago. 2024.

GOMES NETO, E. H. G. Fontes de Hidrogénio. 2021. Disponivel em:
https://ambientes.ambientebrasil.com.br/energia/celula_combustivel/fontes_de hidrogenio.
html. Acesso em: 30 jun. 2024.

GOMES, Fabio de Oliveira. A influéncia da concentragdo do teor de agiicar na qualidade do
mosto cervejeiro. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos: o avanco da ciéncia no Brasil -
Volume 3, p. 13-27, 2023. Disponivel em
https://downloads.editoracientifica.com.br/articles/230312262.pdf . Acesso em: 04 ago. 2024.

GUPTA, R.B. (Ed.). (2008). Hydrogen Fuel: Production, Transport, and Storage (1st ed.).
CRC Press. DOI: https://doi.org/10.1201/9781420045772. Disponivel em
https://api.pageplace.de/preview/DT0400.9781420045772 A25103933/preview-
9781420045772 _A25103933.pdf. Acesso em: 11 ago. 2024.

GUO, Xin Mei; TRABLY, Eric; LATRILLE, Eric; CARRERE, Héléne; STEYER, Jean-
Philippe. Hydrogen production from agricultural waste by dark fermentation: a

review. International Journal Of Hydrogen Energy, [S.L.], v. 35, n. 19, p. 10660-10673,
out. 2010. Elsevier BV. DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.ijhydene.2010.03.008. Disponivel
em: https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0360319910004520. Acesso em: 12
ago. 2024.



62

HALLENBECK, P. C. Microbial technologies in advanced biofuels production. In: WANG, Y.
(org.). Advanced Biofuels and Bioproducts. New York, NY: Springer, 2012. p. 43-69.
Disponivel em:
https://lib.zu.edu.pk/ebookdata/Engineering/Energy%20System/Microbial%20technologies%
20in%?20advanced%20biofuels%20production%20by%20Patrick%20C.%20Hallenbeck.pdf.
Acesso em: 12 ago. 2024.

HERNANDEZ-BELTRAN, Javier Ulises; LIRA, Inty Omar Hernandez-De; CRUZ-
SANTOS, Ménica Maria; SAUCEDO-LUEVANOS, Alexia; HERNANDEZ-TERAN,
Fernando; BALAGURUSAMY, Nagamani. Insight into Pretreatment Methods of
Lignocellulosic Biomass to Increase Biogas Yield: current state, challenges, and
opportunities. Applied Sciences, [S.L.], v. 9, n. 18, p. 3721, 6 set. 2019. MDPI AG.DOI:
http://dx.doi.org/10.3390/app9183721. Disponivel em:
https://www.researchgate.net/publication/335661936 Insight into Pretreatment Methods of
_Lignocellulosic Biomass to Increase Biogas Yield Current State Challenges and Oppor
tunities . Acesso em: 14 jul. 2024.

Indicadores IBGE Levantamento Sistematico da Producio Agricola Estatistica da
Producao Agricola outubro 2023. [s.1: s.n.]. Disponivel em:
https://ftp.ibge.gov.br/Producao_Agricola/Levantamento_Sistematico da Producao Agricola
_%5Bmensal%5D/Fasciculo_Indicadores IBGE/2023/estProdAgri 202310.pdf. Acesso em:
20 jul. 2024.

JENOL, Mohd Azwan; IBRAHIM, Mohamad Faizal; YEE, Phang Lai; SALLEH, Madihah
Md; ABD-AZIZ, Suraini. Sago Biomass as a Sustainable Source for Biohydrogen Production
by Clostridium butyricum Al. Bioresources, [S.L.], v. 9, n. 1, p. 1007-1026, 23 dez. 2013.
BioResources. DOLI: http://dx.doi.org/10.15376/biores.9.1.1007-1026. Disponivel em:
https://bioresources.cnr.ncsu.edu/resources/sago-biomass-as-a-sustainable-source-for-
biohydrogen-production-by-clostridium-butyricum-al/. Acesso em: 24 jul. 2024.

JIANG, Dan; FANG, Zhen; CHIN, Siew-Xian; TIAN, Xiao-Fei; SU, Tong-Chao.
Biohydrogen Production from Hydrolysates of Selected Tropical Biomass Wastes with
Clostridium Butyricum. Scientific Reports, [S.L.], v. 6, n. 1, p. 27205, 2 jun. 2016. Springer
Science and Business Media LLC. DOI: http://dx.doi.org/10.1038/srep27205. Disponivel em:
https://www.nature.com/articles/srep27205. Acesso em: 02 set. 2024.

JUNG, Woochul; SAVITHRI, Dhanalekshmi; SHARMA-SHIVAPPA, Ratna; KOLAR,
Praveen. Effect of Sodium Hydroxide Pretreatment on Lignin Monomeric Components of
Miscanthus x giganteus and Enzymatic Hydrolysis. Waste And Biomass Valorization, [S.L.],
v. 11, n. 11, p. 5891-5900, 28 out. 2019. Springer Science and Business Media LLC.
DOTI:http://dx.doi.org/10.1007/s12649-019-00859-8. Disponivel em:
https://link.springer.com/article/10.1007/s12649-019-00859-8. Acesso em: 05 set. 2024.

KESKIN, Tugba; ABO-HASHESH, Mona; HALLENBECK, Patrick C. Photofermentative
hydrogen production from wastes. Bioresource Technology, [S.L.], v. 102, n. 18, p. 8557-
8568, set. 2011. Elsevier BV. DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.biortech.2011.04.004.
Disponivel em: https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0960852411004743.
Acesso em: 20 set. 2024.



63

KIVISTO, Anniina; SANTALA, Ville; KARP, Matti. Non-sterile process for biohydrogen and
1,3-propanediol production from raw glycerol. International Journal Of Hydrogen Energy,
[S.L.], v. 38, n. 27, p. 11749-11755, set. 2013. Elsevier BV. DOI:
http://dx.doi.org/10.1016/j.ijhydene.2013.06.119. Disponivel em:
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0360319913016492. Acesso em: 20 out.
2024.

LEPAGE, Thibaut; KAMMOUN, Maroua; SCHMETZ, Quentin; RICHEL, Aurore. Biomass-
to-hydrogen: a review of main routes production, processes evaluation and techno-economical
assessment. Biomass And Bioenergy, [S.L.], v. 144, p. 105920, jan. 2021. Elsevier BV.
DOI:http://dx.doi.org/10.1016/j.biombioe.2020.105920. Disponivel em:
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0961953420304530. Acesso em: 15 out.
2024.

LEVIN, D. Biohydrogen production: prospects and limitations to practical

application. International Journal Of Hydrogen Energy, [S.L.], v. 29, n. 2, p. 173-185, fev.
2004. Elsevier BV. DOI:http://dx.doi.org/10.1016/s0360-3199(03)00094-6. Disponivel em:
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0360319903000946. Acesso em: 16 out.
2024.

LI, Chenlin; FANG, Herbert H. P.. Fermentative Hydrogen Production From Wastewater and
Solid Wastes by Mixed Cultures. Critical Reviews In Environmental Science And
Technology, [S.L.], v. 37, n. 1, p. 1-39, jan. 2007. Informa UK Limited.
http://dx.doi.org/10.1080/10643380600729071. Disponivel em:
https://www.researchgate.net/publication/233953557 Fermentative Hydrogen Production Fr
om_Wastewater and Solid Wastes by Mixed Cultures. Acesso em: 12 set. 2024.

LIN, C. Carbon/nitrogen-ratio effect on fermentative hydrogen production by mixed
microflora. International Journal Of Hydrogen Energy, [S.L.], v. 29, n. 1, p. 41-45, jan.
2004. Elsevier BV. DOI: http://dx.doi.org/10.1016/s0360-3199(03)00083-1. Disponivel em:
https://www.researchgate.net/publication/222801716 _CarbonNitrogen-

ratio Effect on Fermentative Hydrogen Production by Mixed Microflora. Acesso em: 11
out. 2024.

LIU, Chien-Hung; CHANG, Chin-Yen; CHENG, Chieh-Lun; LEE, Duu-Jong; CHANG, Jo-
Shu. Fermentative hydrogen production by Clostridium butyricum CGS5 using carbohydrate-
rich microalgal biomass as feedstock. International Journal Of Hydrogen Energy, [S.L.], v.
37, n. 20, p. 15458-15464, out. 2012. Elsevier BV. DOI:
http://dx.doi.org/10.1016/j.ijjhydene.2012.04.076. Disponivel em:
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0360319912009305. Acesso em: 15 ago.
2024.

LO, Yung-Chung; LU, Wei-Chung; CHEN, Chun-Yen; CHANG, Jo-Shu. Dark fermentative
hydrogen production from enzymatic hydrolysate of xylan and pretreated rice straw by
Clostridium butyricum CGSS5. Bioresource Technology, [S.L.], v. 101, n. 15, p. 5885-5891,
ago. 2010. Elsevier BV. DOI:http://dx.doi.org/10.1016/j.biortech.2010.02.085. Disponivel em:
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0960852410003962. Acesso em: 03 ago.
2024.



64

LO, Yung-Chung; CHEN, Xue-Jiao; HUANG, Chi-Yu; YUAN, Ying-Jin; CHANG, Jo-Shu.
Dark fermentative hydrogen production with crude glycerol from biodiesel industry using
indigenous hydrogen-producing bacteria. International Journal Of Hydrogen Energy,
[S.L.], v. 38, n. 35, p. 15815-15822, nov. 2013. Elsevier BV. DOI:
http://dx.doi.org/10.1016/j.ijjhydene.2013.05.083. Disponivel em:
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0360319913012792. Acesso em: 03 ago.
2024.

MABUTYANA, Luntu; POTT, Robert Wm. Photo-fermentative hydrogen production by
Rhodopseudomonas palustris CGA009 in the presence of inhibitory

compounds. International Journal Of Hydrogen Energy, [S.L.], v. 46, n. 57, p. 29088-
29099, ago. 2021. Elsevier BV. DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.ijjhydene.2020.12.189.
Disponivel em: https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0360319920348527.
Acesso em: 20 ago. 2024.

MARQUES JUNIOR, José Edvan; ROCHA, Maria Valderez Ponte. Development of a
purification process via crystallization of xylitol produced for bioprocess using a
hemicellulosic hydrolysate from the cashew apple bagasse as feedstock. Bioprocess And
Biosystems Engineering, [S.L.], v. 44, n. 4, p. 713-725, 2 jan. 2021. Springer Science and
Business Media LLC. DOI: http://dx.doi.org/10.1007/s00449-020-02480-9. Disponivel em:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33387004/. Acesso em: 03 out. 2024.

MARQUES Junior, José Edvan. Producao biotecnolégica de acido latico a partir de
bagaco de caju e sua utilizacio para sintese enzimatica de acido polilatico. 2023. 153f.
Tese (Doutorado em Engenharia Quimica) - Centro de tecnologia, Universidade Federal do
Ceard, Fortaleza, 2023. Disponivel em: https://repositorio.ufc.br/handle/riufc/73466. Acesso
em: 02 ago. 2024.

MATOS, Vitor Sousa de Oliveira. Produciio de Hidrogénio Verde via tratamento de Aguas
Residuais-WasteWater-To-H2. 2024. 84 f. Disserta¢do (Mestrado) - Curso de Tecnologias
de Valorizagdo Ambiental e Producdo de Energia, Instituto Politécnico de Portalegre Escola
Superior de Tecnologia e Gestao, Portalegre, 2024. Disponivel em:
https://comum.rcaap.pt/entities/publication/3bc36{60-7da9-4438-8fd5-87aa02b7c3c2. Acesso
em: 03. ago. 2024.

MEYABADI, Tayebeh Fattahi; DADASHIAN, Fatemeh; SADEGHI, Gity Mir Mohamad;
ASL, Hamid Ebrahimi Zanjani. Spherical cellulose nanoparticles preparation from waste
cotton using a green method. Powder Technology, [S.L.], v. 261, p. 232-240, jul. 2014.
Elsevier BV. DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.powtec.2014.04.039. Disponivel em:
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0032591014003477. Acesso em: 03 out.
2024.

MUND, Muhammad Danish; KHAN, Umair Hassan; TAHIR, Uruj; MUSTAFA, Bahar-e-;
FAYYAZ, Asad. Antimicrobial drug residues in poultry products and implications on public
health: a review. International Journal Of Food Properties, [S.L.], v. 20, n. 7, p. 1433-
1446, 29 jul. 2016. Informa UK Limited. http://dx.doi.org/10.1080/10942912.2016.1212874.
Disponivel em:
https://www.researchgate.net/publication/305745390 Antimicrobial drug residues in_poultr
y_products_and implications on public_health a Review. Acesso em: 20 set. 2024.


https://comum.rcaap.pt/entities/publication/3bc36f60-7da9-4438-8fd5-87aa02b7c3c2

65

NORTEZ, Kendrick B.; MOVILLON, Jovita L.; ALFAFARA, Catalino G.; SEVILLA-
NASTOR, Janice B.; VENTURA, Ruby Lynn G.; VENTURA, Jey-R S. Optimization of
photofermentative biohydrogen production in a mixed volatile fatty acid medium by
Rhodobacter sp. MAY2: a response surface methodology (rsm) approach. International
Journal Of Hydrogen Energy, [S.L.], v. 56, p. 844-852, fev. 2024. Elsevier BV. DOI:
http://dx.doi.org/10.1016/j.ijhydene.2023.12.270. Disponivel em:
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0360319923065709. Acesso em: 24 ago.
2024.

NTAIKOU, I.; ANTONOPOULOU, G.; LYBERATOS, G. Biohydrogen Production from
Biomass and Wastes via Dark Fermentation: a review. Waste And Biomass Valorization,
[S.L.],v. I,n. 1, p. 21-39, 4 fev. 2010. Springer Science and Business Media LLC. DOI:
http://dx.doi.org/10.1007/s12649-009-9001-2. Disponivel em:
https://link.springer.com/article/10.1007/s12649-009-9001-2. Acesso em: 15 set. 2024.

ORTIGUEIRA, Joana; MARTINS, Luis; PACHECO, Marta; SILVA, Carla; MOURA,
Patricia. Improving the non-sterile food waste bioconversion to hydrogen by microwave
pretreatment and bioaugmentation with Clostridium butyricum. Waste Management, [S.L.],
v. 88, p. 226-235, abr. 2019. Elsevier BV. DOI:
http://dx.doi.org/10.1016/j.wasman.2019.03.021. Disponivel em:
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0956053X19301539. Acesso em: 21 ago.
2024.

ORTIGUEIRA, Joana; PINTO, Tiago; GOUVEIA, Luisa; MOURA, Patricia. Production and
storage of biohydrogen during sequential batch fermentation of Spirogyra hydrolyzate by
Clostridium butyricum. Energy, [S.L.], v. 88, p. 528-536, ago. 2015. Elsevier BV. DOI:
http://dx.doi.org/10.1016/j.energy.2015.05.070. Disponivel em:
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0360544215006519. Acesso em: 06 out.
2024.

PATTRA, Sakchai; LAY, Chyi-How; LIN, Chiu-Yue; O-THONG, Sompong; REUNGSANG,
Alissara. Performance and population analysis of hydrogen production from sugarcane juice
by non-sterile continuous stirred tank reactor augmented with Clostridium

butyricum. International Journal Of Hydrogen Energy, [S.L.], v. 36, n. 14, p. 8697-8703,
jul. 2011. Elsevier BV. DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.ijhydene.2010.05.120. Disponivel
em: https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0360319910010906. Acesso em: 10
jul. 2024.

PATTRA, Sakchai; SANGYOKA, Suksaman; BOONMEE, Mallika; REUNGSANG,
Alissara. Bio-hydrogen production from the fermentation of sugarcane bagasse hydrolysate by
Clostridium butyricum. International Journal Of Hydrogen Energy, [S.L.], v. 33, n. 19, p.
5256-5265, out. 2008. Elsevier BV. DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.ijhydene.2008.05.008.
Disponivel em: https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0360319908006897.
Acesso em: 10 jul. 2024.

PAIVA, Suelya da Silva Mendonca de. Produc¢ao de hidrogénio verde ambientalmente
sustentavel. 2022. 111f. Dissertagcdo (Mestrado em Engenharia Quimica) - Centro de
Tecnologia, Universidade Federal do Rio Grande do Norte, Natal, 2022. Disponivel em:
https://repositorio.ufrn.br/items/b9606ba8-548c-4a86-a91d-fac327e5ald6.



66

PARKINSON, B.; BALCOMBE, P.; SPEIRS, J. F.; HAWKES, A. D.; HELLGARDT, K..
Levelized cost of CO2mitigation from hydrogen production routes. Energy &
Environmental Science, [S.L.], v. 12, n. 1, p. 19-40, 2019. Royal Society of Chemistry
(RSCO). http://dx.doi.org/10.1039/c8ee02079¢. DOI: https://doi.org/10.1039/CS8EE02079E.
Disponivel em: https://pubs.rsc.org/en/content/articlelanding/2019/ee/c8ee02079¢. Acesso
em: 11 jul. 2024.

PLANGKLANG, Pensri; REUNGSANG, Alissara; PATTRA, Sakchai. Enhanced bio-
hydrogen production from sugarcane juice by immobilized Clostridium butyricum on
sugarcane bagasse. International Journal Of Hydrogen Energy, [S.L.], v. 37, n. 20, p.
15525-15532, out. 2012. Elsevier BV. DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.ijhydene.2012.02.186.
Disponivel em: https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0360319912005514.
Acesso em: 15 jul. 2024.

RAMPRAKASH, Balasubramani; LINDBLAD, Peter; EATON-RYE, Julian J.;
INCHAROENSAKDI, Aran. Current strategies and future perspectives in biological
hydrogen production: a review. Renewable And Sustainable Energy Reviews, [S.L.], v. 168,
p. 112773, out. 2022. Elsevier BV. DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.rser.2022.112773.
Disponivel em: https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1364032122006578.
Acesso em: 12 jul. 2024.

RAWAT, Nidhi; NEELAM, Kumari; TIWARI, Vijay K.; DHALIWAL, Harcharan S..
Biofortification of cereals to overcome hidden hunger. Plant Breeding, [S.L.], v. 132, n. 5, p.
437-445, 15 mar. 2013. Wiley. http://dx.doi.org/10.1111/pbr.12040. Disponivel em:
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/pbr.12040. Acesso em: 13 set. 2024.

RIBEIRO, Jaqueline Cardoso. Avalia¢do da producao de biohidrogénio e acidos organicos
em reatores acidogénicos a partir de soro de queijo e vinhaca de cana-de-acicar sem
ajuste de pH e de agua residuaria rica em proteinas gerada em industria de
processamento de atum. 2022. 173 f. Tese (Doutorado) - Curso de Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncias da Engenharia Ambiental, Universidade de Sao Paulo, Sao Carlos,
Sao Paulo, 2022. Disponivel em: https://www.teses.usp.br/teses/disponiveis/18/18139/tde-
06092022-154559/en.php. Acesso em: 05 out. 2024.

RIBEIRO FILHO, Sérgio da Silva. Avaliacdo dos impactos econémicos, sociais e
ambientais da producio de hidrogénio verde com énfase no processo de fermentagao
anaerébia. 2022. 58 f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduagdo em Engenharia Quimica)
- Departamento de Engenharia Quimica, Universidade Federal do Rio Grande do Norte,
Natal, 2022. Disponivel em: https://repositorio.ufrn.br/items/25f85bf2-1¢25-4dc9-9f61-
78ab3a489¢19. Acesso em: 14 jul. 2024.

ROCHA, Maria Valderez Ponte; RODRIGUES, Tigressa Helena Soares; MELO, Vania M.
M.; GONCALVES, Luciana R. B.; MACEDO, Gorete Ribeiro de. Cashew apple bagasse as a
source of sugars for ethanol production by Kluyveromyces marxianus CE025. Journal Of
Industrial Microbiology & Biotechnology, [S.L.], v. 38, n. 8, p. 1099-1107, 30 nov. 2010.
Oxford University Press (OUP). DOI: http://dx.doi.org/10.1007/s10295-010-0889-0.
Disponivel em: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/21116682/. Acesso em: 20 jun. 2024.

RODRIGUES, Caroline Varella. Producao biotecnologica de hidrogénio a partir do
glicerol, bioproduto da producéao do biodiesel. 2016. 151 f. Dissertacao (Mestrado) - Curso


https://doi.org/10.1039/C8EE02079E

67

de Quimica, Universidade Estadual Paulista (Unesp), Araraquara, 2016. Disponivel em:
https://repositorio.unesp.br/entities/publication/c0230fb2-2304-4¢92-b9fe-01529ca9962a.
Acesso em: 15 out. 2024.

ROMAO, Betania Braz. Otimiza¢io das varidveis que influenciam a producio de
hidrogénio por fermentacao escura. 2015. 130 f. Tese (Doutorado em Engenharias) -
Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia, 2015. DOI
https://doi.org/10.14393/ufu.te.2015.62. Disponivel em:
https://repositorio.ufu.br/handle/123456789/15083. Acesso em: 16 jul. 2024.

SA, Livian R. Vasconcelos de; CAMMAROTA, Magali C.; FERREIRA-LEITAO, Viridiana
S.. HYDROGEN PRODUCTION BY ANAEROBIC FERMENTATION - GENERAL
ASPECTS AND POSSIBILITY OF USING BRAZILIAN AGRO-INDUSTRIAL

WASTES. Quimica Nova, [S.L.], v. 37, n. 5, p. 857-867, 03 abr. 2014. GN1 Sistemas e
Publicacoes Ltd.. http://dx.doi.org/10.5935/0100-4042.20140138. Disponivel em:
https://www.scielo.br/j/qn/a/LGkGzMDS5C7RCZ7xxvk8rVB{/?format=pdf&lang=pt. Acesso
em: 04 set. 2024.

SANTOS, Fernando Miguel Soares Mamede dos; SANTOS, Fernando Antdénio Castilho
Mamede dos. Combustivel "hidrogénio. Millenium - Journal of Education, Technologies,
and Health, n. 31, p. 252-270, fev. 2016. Disponivel em:
https://revistas.rcaap.pt/millenium/article/view/8428. Acesso em: 26 maio 2025.

SARMA, Saurabh Jyoti; BRAR, Satinder Kaur; SYDNEY, Eduardo Bittencourt; BIHAN,
Yann Le; BUELNA, Gerardo; SOCCOL, Carlos Ricardo. Microbial hydrogen production by
bioconversion of crude glycerol: a review. International Journal Of Hydrogen Energy,
[S.L.], v. 37, n. 8, p. 6473-6490, abr. 2012. Elsevier BV. DOI:
http://dx.doi.org/10.1016/j.ijhydene.2012.01.050. Disponivel em:
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0360319912001000. Acesso em: 15 jul.
2024.

SERPA, Juliana de Franca; MATIAS, Gabriel Ab; FECHINE, Pierre Ba; COSTA, Victor M
da; FREIRE, Rafael M; DENARDIN, Juliano C; GONCALVES, Luciana Rb; MACEDO,
André C de; ROCHA, Maria Vp. New nanocomposite made of cashew apple bagasse lignin
and Fe304 for immobilizing of lipase B from Candida antarctica aiming at

esterification. Journal Of Chemical Technology & Biotechnology, [S.L.], v. 96, n. 9, p.
2472-2487, 5 jun. 2021. Wiley. DOI: http://dx.doi.org/10.1002/jctb.6770. Disponivel em:
https://scijournals.onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1002/jctb.6770. Acesso em: 15 ago.
2024.

SHUBA, Eyasu Shumbulo; KIFLE, Demeke. Microalgae to biofuels: ‘promising’ alternative
and renewable energy, review. Renewable And Sustainable Energy Reviews, [S.L.], v. 81,
p. 743-755, jan. 2018. Elsevier BV. DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.rser.2017.08.042.
Disponivel em: https://ideas.repec.org/a/eee/rensus/v81y2018ip1p743-755.html. Acesso em:
12 ago. 2024.

SILVA, J.s.; MENDES, J.s.; CORREIA, J.A.C.; ROCHA, M.V.P.; MICOLI, L.. Cashew apple
bagasse as new feedstock for the hydrogen production using dark fermentation

process. Journal Of Biotechnology, [S.L.], v. 286, p. 71-78, nov. 2018. Elsevier BV. DOLI:
http://dx.doi.org/10.1016/j.jbiotec.2018.09.004. Disponivel em:


https://revistas.rcaap.pt/millenium/article/view/8428

68

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S016816561830631X. Acesso em: 05 jun.
2024.

SINGH, Renu; POOJA, L. R.; TOMER, Ritu; SHUKLA, Ashish. Current State of the Art of
Lignocellulosic Biomass: future biofuels. Clean Energy Production Technologies, [S.L.], p.
1-17, 2022. Springer Nature Singapore. DOI: http://dx.doi.org/10.1007/978-981-16-4509-9 1.
Disponivel em:

https://www.researchgate.net/publication/358980699 Current State of the Art of Lignocell
ulosic_Biomass Future Biofuels. Acesso em: 05 jul. 2024.

SINHA, Pallavi; PANDEY, Anjana. An evaluative report and challenges for fermentative
biohydrogen production. International Journal Of Hydrogen Energy, [S.L.], v. 36, n. 13, p.
7460-7478, jul. 2011. Elsevier BV. DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.ijhydene.2011.03.077.
Disponivel em: https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0360319911006677.
Acesso em: 12 jul. 2024.

SLUITER, A.; HAMES, B.; RUIZ, R.; SCARLATA, C.; SLUITER, J.; TEMPLETON, D.;
CROCKER, D. Determination of structural carbohydrates and lignin in biomass: Laboratory
Analytical Procedure (LAP). Technical Report NREL/TP-510-42618, Revised August 2012.
National Renewable Energy Laboratory, Golden, CO, 2012. Disponivel em:
https://docs.nrel.gov/docs/gen/fy13/42618.pdf. Acesso em: 11 jun 2024.

TAI Jung; ADAV, Sunil S.; SU, Ay; LEE, Duu-Jong. Biological hydrogen production from
phenol-containing wastewater using Clostridium butyricum. International Journal Of
Hydrogen Energy, [S.L.], v. 35, n. 24, p. 13345-13349, dez. 2010. Elsevier BV. DOI:
http://dx.doi.org/10.1016/j.ijhydene.2009.11.111. Disponivel em:
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0360319909019442. Acesso em: 03 set.
2024.

UMUNNAWUIKE, Chika; MAHAT, Siti Qurratu' Aini; NWAICHI, Peter Ikechukwu;
MONEY, Barima; AGI, Augustine. Biohydrogen production for sustainable energy transition:
a bibliometric and systematic review of the reaction mechanisms, challenges, knowledge gaps
and emerging trends. Biomass And Bioenergy, [S.L.], v. 188, p. 107345, set. 2024. Elsevier
BV. DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.biombioe.2024.107345. Disponivel em:
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0961953424002988. Acesso em: 07 ago.
2024.

VENDRUSCOLO, Francielo. Starch: a potential substrate for biohydrogen

production. International Journal Of Energy Research, [S.L.], v. 39, n. 3, p. 293-302, 5 jul.
2014. Hindawi Limited. DOI: http://dx.doi.org/10.1002/er.3224. Disponivel em:
https://www.researchgate.net/publication/263669934 Starch A potential substrate for bioh
ydrogen production. Acesso em: 10 ago. 2024.

VON ZUBEN, Theodora; MOREIRA, Daniel; GERMSCHEIDT, Rafael; YOSHIMURA,
Rafael; DORRETTO, Daniel; ARAUJO, Ana de; SALLES JUNIOR, Airton; BONACIN,
Juliano. Is Hydrogen Indispensable for a Sustainable World? A Review of H2 Applications
and perspectives for the Next Years. Journal Of The Brazilian Chemical Society, [S.L.], v.
33, n. 8, p. 824-843, 2022. Sociedade Brasileira de Quimica (SBQ). DOI:


https://docs.nrel.gov/docs/gen/fy13/42618.pdf?utm_source=chatgpt.com

69

http://dx.doi.org/10.21577/0103-5053.20220026. Disponivel em:
https://www.researchgate.net/publication/358291396 Is Hydrogen Indispensable for a Sust
ainable World A Review of H2 Applications and Perspectives for the Next Years https
dxdoiorg10215770103-505320220026. Acesso em: 19 set. 2024.

WANG, Bing; LI, Yongfeng; REN, Nanqi. Biohydrogen from molasses with ethanol-type
fermentation: effect of hydraulic retention time. International Journal Of Hydrogen
Energy, [S.L.], v. 38, n. 11, p. 4361-4367, abr. 2013. Elsevier BV. DOI:
http://dx.doi.org/10.1016/j.ijjhydene.2013.01.120. Disponivel em:
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0360319913002292. Acesso em: 17 jul.
2024.

WANG, Jianlong; YIN, Yanan. Clostridium species for fermentative hydrogen production: an
overview. International Journal Of Hydrogen Energy, [S.L.], v. 46, n. 70, p. 34599-34625,
out. 2021. Elsevier BV. DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.ijjhydene.2021.08.052. Disponivel
em: https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0360319921032225. Acesso em: 02
jul. 2024.

WANG, J; WAN, W. Factors influencing fermentative hydrogen production: a

review. International Journal Of Hydrogen Energy, [S.L.], v. 34, n. 2, p. 799-811, jan.
2009. Elsevier BV. http://dx.doi.org/10.1016/j.ijhydene.2008.11.015. Disponivel em:
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0360319908015073. Acesso em: 04
set. 2024.

WOODWARD, Jonathan; ORR, Mark; CORDRAY, Kimberley; GREENBAUM, Elias.
Enzymatic production of biohydrogen. Nature, [S.L.], v. 405, n. 6790, p. 1014-1015, jun.
2000. Springer Science and Business Media LLC. DOI: http://dx.doi.org/10.1038/35016633.
Disponivel em: https://www.nature.com/articles/35016633. Acesso em: 11 jul. 2024.

XU, Xianxian; ZHOU, Quan; YU, Dehai. The future of hydrogen energy: bio-hydrogen
production technology. International Journal Of Hydrogen Energy, [S.L.], v. 47, n. 79, p.
33677-33698, set. 2022. Elsevier BV. http://dx.doi.org/10.1016/j.ijhydene.2022.07.261.
Disponivel em: https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0360319922033961.
Acesso em: 04 set. 2024.

YIN, Yanan; WANG, Jianlong. Isolation and characterization of a novel strain Clostridium
butyricum INET1 for fermentative hydrogen production. International Journal Of
Hydrogen Energy, [S.L.], v. 42, n. 17, p. 12173-12180, abr. 2017. Elsevier BV. DOI:
http://dx.doi.org/10.1016/j.ijjhydene.2017.02.083. Disponivel em:
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S036031991730558X. Acesso em: 02 out.
2024.

YU, Junxia; TONG, Mi; SUN, Xiaomei; LI, Buhai. Cystine-modified biomass for Cd(II) and
Pb(II) biosorption. Journal Of Hazardous Materials, [S.L.], v. 143, n. 1-2, p. 277-284, maio
2007. Elsevier BV. http://dx.doi.org/10.1016/j.jhazmat.2006.09.021. Disponivel em:
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304389406010612. Acesso em: 08 out.
2024.

YUAN, Zhuliang; YANG, Haijun; ZHI, Xiaohua; SHEN, Jianquan. Enhancement effect of I-
cysteine on dark fermentative hydrogen production. International Journal Of Hydrogen



70

Energy, [S.L.], v. 33, n. 22, p. 6535-6540, nov. 2008. Elsevier BV. DOI:
http://dx.doi.org/10.1016/j.ijhydene.2008.07.065. Disponivel em:
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0360319908009282. Acesso em: 04 jun.
2024.

ZHANG, Jin Zhong; LI, Jinghong; CURRENT, Yat Li. Hydrogen Generation, Storage and
Utilization. Hoboken, New Jersey, Eua: Wiley-Science Wise, 2014. DOI:
10.1002/9781118875193. Disponivel em:
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/book/10.1002/9781118875193. Acesso em: 10 jun. 2024.



	4fb721957846561a9a974c9098b2204b2298bbf31a52ac1a3dad9f83d8d79c40.pdf
	4fb721957846561a9a974c9098b2204b2298bbf31a52ac1a3dad9f83d8d79c40.pdf
	4fb721957846561a9a974c9098b2204b2298bbf31a52ac1a3dad9f83d8d79c40.pdf
	4fb721957846561a9a974c9098b2204b2298bbf31a52ac1a3dad9f83d8d79c40.pdf

