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RESUMO

A macrofita Hydrilla verticillata, conhecida por sua proliferacdo invasora em corpos
d’agua eutrofizados como o Lago Itaipu, na fronteira entre Brasil e Paraguai,
representa um desafio ambiental significativo. A remocéo dessa biomassa tornou-se
imperativa para o controle ambiental e, ao mesmo tempo, configura uma
oportunidade promissora para a geracéo de energia, especialmente na producéo de
biogas. Contudo, sabe-se que o pré-tratamento dessa biomassa vegetal pode tornar
sua estrutura mais acessivel aos microrganismos, aumentando a digestibilidade e a
eficiéncia na producdo de biogas. No pré-tratamento bioldgico, utilizam-se
microrganismos, como bactérias e fungos, ou enzimas microbianas capazes de
degradar eficientemente a matéria vegetal. Neste estudo, a biomassa da macrofita
Hydrilla verticillata, abundante no lago Itaipu em Foz do Iguacu (PR), foi submetida a
um pré-tratamento para producdo de biogas. Para isso, foi utilizado o extrado
enzimatico bruto com atividade de lacase extraido do fungo Trametes polyzona
CCMIBA_19, com ou sem adi¢cado do mediador 2,6-dimetoxifenol. Posteriormente, a
biomassa foi submetida ao processo de codigestdo com dejeto bovino para geracao
de biogas. A atividade enzimatica foi quantificada por espectrofotometria, enquanto
a producdo de biogas foi avaliada pelo Potencial Bioquimico de Biogas (PBB). A
analise demonstrou a atividade da lacase no cultivo do fungo, e os resultados
evidenciaram a producdo de biogds nos tratamentos com e sem mediador
enzimatico. No entanto, a rota sem pré-tratamento foi mais eficiente, gerando 49 LN/
kgSv de biogas. O melhor desempenho entre os ensaios pré-tratados (MEA-T2)
alcancou apenas 34 LN/kgSv. Esses resultados sugerem que, nas condi¢cdes
testadas, o pré-tratamento biolégico nao foi vantajoso, possivelmente devido a baixa
concentracao e eficiéncia do extrato enzimatico bruto, que ndo apresenta a mesma
atividade de uma enzima purificada, sugerindo a necessidade de otimizacdes futuras,
como 0 aumento da carga enzimatica, purificacdo da enzima.

Palavras-chave: digestdo anaerdbia; codigestao; biogas; dejeto bovino; Hydrilla
verticillata; Trametes polyzona,



RESUMEN

La macrdfita Hydrilla verticillata, conocida por su proliferacion invasiva en cuerpos de
agua eutrofizadas como el lago Itaipt, en la frontera entre Brasil y Paraguay,
representa un importante desafio medioambiental. La eliminacion de esta biomasa se
ha convertido en algo imprescindible para el control medioambiental y, al mismo
tiempo, supone una prometedora oportunidad para la generacidon de energia,
especialmente en la produccion de biogas. Sin embargo, se sabe que el
pretratamiento de esta biomasa vegetal puede hacer que su estructura sea mas
accesible a los microorganismos, aumentando la digestibilidad y la eficiencia en la
produccion de biogas. En el pretratamiento biolégico se utilizan microorganismos,
como bacterias y hongos, o enzimas microbianas capaces de degradar eficazmente
la materia vegetal. En este estudio, la biomasa de la macréfita Hydrilla verticillata,
abundante en el lago Itaipu en Foz do Iguacu (PR), fue sometida a un pretratamiento
para la produccion de biogas. Para ello, se utilizé el extracto enzimatico bruto con
actividad lacasa extraido del hongo Trametes polyzona CCMIBA 19, con o sin la
adicion del mediador 2,6-dimetoxifenol. Posteriormente, la biomasa se sometio al
proceso de codigestion con deshechos bovinos para la generacion de biogas. La
actividad enzimatica se cuantific6 mediante espectrofotometria, mientras que la
produccién de biogas se evalu6é mediante el Potencial Bioquimico de Biogas (PBB).
El andlisis demostré la actividad de la lacasa en el cultivo del hongo, y los resultados
evidenciaron la produccion de biogas en los tratamientos con y sin mediador
enzimatico. Sin embargo, la ruta sin pretratamiento fue mas eficiente, generando 49
LN/kgSv de biogas. El mejor rendimiento entre los ensayos pretratados (MEA-T2)
alcanzé solo 34 LN/kgSv. Estos resultados sugieren que, en las condiciones probadas,
el pretratamiento biolégico no fue ventajoso, posiblemente debido a la baja
concentracion y eficiencia del extracto enziméatico bruto, que no presenta la misma
actividad que una enzima purificada, lo que sugiere la necesidad de optimizaciones
futuras, como el aumento de la carga enzimatica y la purificacion de la enzima.

Palabras clave: digestion anaerdbica; codigestion; biogas; desechos bovinos; hydrilla
verticillata; trametes polyzona.



ABSTRACT

The macrophyte Hydrilla verticillata, known for its invasive proliferation in
eutrophicated water bodies such as Lake Itaipu, on the border between Brazil and
Paraguay, represents a major environmental challenge. The removal of this biomass
has become essential for environmental control and, at the same time, represents a
promising opportunity for energy generation, especially in biogas production.
However, it is known that pretreating this plant biomass can make its structure more
accessible to microorganisms, increasing digestibility and efficiency in biogas
production. Biological pretreatment uses microorganisms, such as bacteria and fungi,
or microbial enzymes capable of effectively degrading plant matter.. In this study,
biomass from the macrophyte Hydrilla verticillata, abundant in Lake Itaipu in Foz do
Iguacu (PR), was subjected to pretreatment for biogas production. For this purpose,
crude enzyme extract with laccase activity extracted from the fungus Trametes
polyzona CCMIBA 19 was used, with or without the addition of the mediator 2,6-
dimethoxyphenol. Subsequently, the biomass was subjected to co-digestion with
bovine manure to generate biogas. Enzymatic activity was quantified by
spectrophotometry, while biogas production was evaluated by Biogas Biochemical
Potential (BBP). The analysis demonstrated laccase activity in the fungus culture, and
the results showed biogas production in treatments with and without enzymatic
mediator. However, the route without pretreatment was more efficient, generating 49
LN/kgSv of biogas. The best performance among the pretreated tests (MEA-T2)
reached only 34 LN/kgSv. These results suggest that, under the conditions tested,
biological pretreatment was not advantageous, possibly due to the low concentration
and efficiency of the crude enzyme extract, which does not have the same activity as
a purified enzyme, suggesting the need for future optimizations, such as increasing
the enzyme load and purifying the enzyme.

Keywords: anaerobic digestion; co-digestion; biogas; cattle manure; Hydrilla
verticillata; trametes polyzona.
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1 INTRODUCAO

A crise climética que o planeta esta enfrentando € uma consequéncia
direta das a¢des humanas, como a queima de combustiveis fosseis, desmatamento
e a poluicdo ambiental (Feigin et al., 2023). Essas atividades aumentam
significativamente a concentracéo de gases de efeito estufa na atmosfera terrestre,
provocando o aquecimento global, e afetando tanto econémicas como sociedades
ao redor do mundo. De acordo com o relatorio de 2018 do Painel intergovernamental
sobre Mudancas Climaticas - IPCC, as atividades humanas tém provocado o
aumento de cerca de 1,0 °C do aquecimento global acima do nivel pré-industrial,
com variagdes entre 0,8 °C a 1,2 °C.

Em adicdo, o relatério mais recente referente a temperatura do
planeta, publicado pela organizacdo meteoroldgica mundial - OMM de 2024, informa
que existe 80% de probabilidade de que em pelo menos nos préximos cinco anos a
temperatura do planeta exceda de maneira transitoria em 1,5 °C os niveis pré-
industriais. Tal aumento pode resultar na intensificacdo de eventos climaticos
extremos, como secas, inundacfes e tempestades severas, 0 que evidencia a
urgéncia de alternativas inovadoras para mitigar esses impactos negativos.

Nesse contexto, os biocombustiveis podem ser uma estratégia com
capacidade de mitigar as mudancas climaticas (IPCC, 2023). Estas fontes de
energia sustentavel sdo derivadas da biomassa vegetal que contam com
caracteristicas especiais como a nao toxicidade, biodegradabilidade, eficiéncia
econdmica e abundancia, o que os torna excelentes candidatos para a geracéo de
energia frente a situacéo atual (Malik et al., 2024). O biogas em particular, tem se
destacado por sua capacidade de gerar energia a partir de residuos organicos,
contribuindo ndo apenas na reducdo da dependéncia de combustiveis
convencionais, mas também no gerenciamento adequado dos residuos (Sousa &
Rizzatto, 2022).

A geracdo de biogas, assim como sua utlizacdo para fins
energéticos, pode ser acessivel ao publico ou acontecer em escala industrial, sendo
produzido em biodigestores de grande porte até os mais simples, feitos com

materiais reciclaveis. Isso demonstra que todos os cidaddos podem ter acesso a
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essa fonte de energia, de forma direta ou indireta, e contribuir para com o
desenvolvimento local e mudanca climéatica (Lins et al., 2022).

O biogas € produzido pela degradacdo da matéria organica em
auséncia do oxigénio, processo conduzido por diferentes grupos de microrganismos
cuja atividade depende, sobretudo, de fatores como: pH, temperatura, tipo de
substrato, carga organica e disponibilidade de oxigénio (Karlsson et al., 2014). Esse
processo acontece por meio da digestdo anaerdbia (DA), que so funciona dentro de
determinados parametros fisico-quimicos, permitindo transformar desde residuos
de alimentos, dejetos de animais, esgoto doméstico e biomassa vegetal em energia.
A geracdo de biogas, por meio da digestdo anaerdbia, € uma alternativa promissora
para converter biomassa vegetal em energia renovavel, contribuindo para a
diversificacdo da matriz energética e o aproveitamento de residuos organicos.

Dentre as diversas op¢des de biomassa vegetal, a macrofita Hydrilla
verticillata destaca-se por sua proliferagao invasora em corpos d’agua eutrofizados,
como o Lago lItaipu, na fronteira entre Brasil e o Paraguai. A remocdo dessa
biomassa, que se tornou um imperativo no controle ambiental, representa uma
oportunidade para a geracdo de energia. Especialmente na producdo de biogas,
essa abordagem ndo apenas resolve o problema ecoldgico de sua proliferacdo
descontrolada, mas também valoriza um residuo vegetal como alternativa
energética, contribuindo para a economia circular e para a reducao da dependéncia
de combustiveis fosseis.

O impacto ambiental causado pela presenca desta macrofita
constitui aspectos mais negativos do que positivos, pois pode causar prejuizos
econdmicos as usinas hidrelétricas devido a obstrucdo das grades de tomada de
agua nos reservatorios, pela contribuicdo para o assoreamento dos reservatorios,
pela reducéo das taxas de trocas gasosas entre 0 ambiente aquatico e a atmosfera,
pela reducdo da turbuléncia das &guas, pela perda da biodiversidade, pelo
impedimento a navegacéao e por outros motivos (Henares et al., 2011).

Apesar de a biomassa lignocelulosica apresentar um potencial
consideravel para geracdo de biometano, seu aproveitamento tem sido limitado.
Essa dificuldade pode ser atribuida a natureza recalcitrante do substrato, que resiste
a decomposicao durante a digestdo anaerobia. Por isso, a utilizacdo dessa matéria
organica para a producdo de biogas pode demandar pré-tratamento, para

degradacédo de seu material recalcitrante, processo que visa aumentar a taxa de
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degradacdo e, por consequéncia, o volume de producao do biogas.

Entre os pré-tratamentos que existem, como biolégico, quimico,
fisicos ou combinados, aquele que pode causar menor impacto ambiental € o
biolégico, pois ndo produzem subprodutos toxicos ou inibidores que possam
prejudicar a comunidade microbiana do biodigestor (Alokika et al., 2023).

Este tipo de pré-tratamento pode fazer uso de fungos que, em funcéo
de suas caracteristicas de reproducdo e crescimento, sdo capazes de degradar
tanto a celulose como a hemicelulose e utilizd-las como fonte de carbono e energia.
Neste processo de degradacgéo, alguns fungos podem produzir um grupo complexo
de enzimas celulases capazes de clivar as ligagdes B-(1—4) -glicosidicas presentes
na celulose e seus derivados.

A combinacao de enzimas de celulase com outras enzimas, como as
hemicelulases, contribui para uma hidrélise mais eficiente da biomassa e para o
aumento da producdo de monossacarideos, que sdo adequados para a digestao
anaerobia (Meenakshisundaram et al., 2022). Entretanto, além da celulase e da
hemicelulase, a presenca de um consorcio de enzimas € fundamental para a
formulacdo de um coquetel enzimatico eficaz. A identificacdo de enzimas
celuloliticas fungicas adequadas e capazes de hidrolisar carboidratos na matriz
vegetal continua sendo um desafio no pré-tratamento biolégico (Liu et al., 2021).

Além das celulases e hemicelulases, o pré-tratamento bioldgico
envolve, frequentemente, a participacdo de enzimas ligninoliticas, tendo destaque
as lacase no que se refere a degradacao de biomassas lignocelulésicas, isto, devido
a sua acao favoravel na catalise relacionada a substratos fendlicos e néo fendlicos,
onde estes ultimos reagem melhor com mediadores redox (Civzele; Stipniece-
Jekimova; Mezule, 2023; Matei et al., 2020).

Considerando o exposto, este estudo teve como objetivo avaliar a
producdo de biogads por meio da codigestdo, com dejeto bovino, da macrdfita
Hydrilla verticillata, previamente submetida ao pré-tratamento bioldgico. A
abordagem proposta envolve o pré-tratamento fangico utilizando o extrato
enzimatico do cultivo do fungo Trametes Polyzona CCMIBA_19 com ou sem a
associacdo do mediador 2,6-dimetoxifenol, em dois meios distintos: MEA (extrato
de malte com agar) e FT (farelo de trigo). Em seguida, realizou-se a codigestédo da

macrofita previamente tratada com esterco bovino, em batelada mesofilica.


https://www.zotero.org/google-docs/?p0Ezr7
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 BIOGAS

O biogads é uma mistura gasosa, produto da decomposicao
anaerdbia de compostos organicos. Ele é predominantemente composto por 40-
80% de metano (CH4) e 30-50% de diéxido de carbono (CO2), além de outros
componentes como sulfeto de hidrogénio 1-4% (H2S), amonia (NHs), hidrogénio
(H2), nitrogénio (N2), monoxido de carbono (CO) e oxigénio (O2). A sua composicao
depende do tipo de substrato digerido e do processo de digestdo biologica
(Mignogna et al., 2023).

A producdo de biogas apresenta relevancia ambiental, pois
representa uma alternativa de fonte de energia renovavel a partir de recursos
amplamente disponiveis, como a biomassa vegetal. Além de contribuir para a
diversificacdo da matriz energética, essa tecnologia favorece a economia circular ao
viabilizar a reutilizacdo de residuos organicos, reduzindo a poluicdo e promovendo
a sustentabilidade (Alves et al., 2022).

Sua utilizacéo para fins energéticos pode se dar de para geracao de
energia elétrica, térmica, cogeracdo e, cada vez mais, para a producdo de
biometano (Ashokkumar et al., 2025). O uso mais comum do biogas ocorre em
unidades de cogeracdo descentralizadas, conhecidas como CHP (Combined Heat
and Power) (Kamusoko & Mukumba, 2025).

O biogas produzido € primeiro seco, dessulfurizado e, em seguida,
utilizado em um motor a gas que aciona um gerador que fornece energia elétrica e
calor. A energia normalmente € utilizada externamente e, portanto, alimentada na
rede elétrica. Parte do calor gerado é necessaria para operar o digestor (Riley et al.,
2020). O calor restante pode ser utilizado externamente, por exemplo, para aquecer
edificios ou para a secagem de colheitas. A eficiéncia elétrica geralmente esta entre
30 e 40%, e a eficiéncia térmica correspondente é de 35 a 55% (Mertins &
Wawer, 2022).

Através da queima direta, o biogas pode ser utilizado com
campanulas para aquecimento de animais em granjas, ou em fogdes domésticos
como substituto do gas de cozinha (GLP - Gas Liguefeito de Petrdleo). Ja a sua

conversdo de biogds em biometano é considerada uma tecnologia madura. O
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processo de conversdo envolve principalmente a separacdo de varias impurezas
(Lopez et al., 2024).

A parte mais importante do processo de conversao € a separacao do
gas carbdnico, com o objetivo de aumentar o teor de metano do biogés. A ordem
das etapas individuais para conversdo depende das propriedades do gas e do
meétodo de captura do gas carbonico. Os métodos de conversdo sdo lavagem com
agua, lavagem quimica, lavagem fisica, adsor¢cdo por oscilacdo de pressdo e
separacao por membrana (Ardolino et al., 2021).

O biometano oferece a vantagem de multiplas aplicabilidades,
podendo ser usado como combustivel no setor de mobilidade, como substituto do
gas natural no setor de aquecimento ou fora do local em uma unidade de cogeracao
(Ali et al., 2024). A converséo leva a custos mais altos, maior consumo de energia
e maior consumo de material. Apés o enriquecimento (remocdo de impurezas), 0

biogas pode ser utilizado em motores de veiculos (Noussan et al., 2024).

2.2 DIGESTAO ANAEROBIA (DA)

A digestdo anaerdbia (DA) € um processo biol6gico complexo e
degradante no qual residuos e residuos organicos sdo convertidos na auséncia do
oxigénio (O2) (Silva & Abud, 2016). Os produtos resultantes podem ter enorme valor
econdmico e ambiental, como o metano e o digestato, o qual € um liquido efluente
e que pode ser utilizado como fertilizante ja que tem muitos nutrientes para o solo e
planta na agricultura (Resende et al., 2015). A DA conta com a sinergia de
consorcios microbianos e o processo pode ser dividido em quatro etapas: hidrélise,
acidogénese, acetogénese e metanogénese, cada etapa € realizada por diferentes
grupos de microbios e sob condicbes especificas (Kunz et al., 2022). A Figura 1,
mostra o esquema das diferentes etapas da DA.
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Figura 1 - Etapas do processo da digestdo anaerdbia
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Fonte: Adaptado de Karlsson et al. (2014).

Na primeira etapa, o processo de hidrélise, como resultado da
atividade de enzimas liberadas pelos microrganismos, as ligagbes das moléculas
complexas sdo quebradas, resultando na formacdo de moléculas menores e mais
simples. A producdo de &cidos, conhecida como acidogénese, € um processo
realizado por bactérias no hidrolisado. Elas transformam essas moléculas em acidos
organicos (como acido acetico, butirico e propidnico) além de outros compostos
como acetona, etanol, dioxido de carbono e hidrogénio. Durante a producdo dos
acidos, as moléculas produzidas na etapa anterior sdo convertidas por bactérias
acetogénicas (acetogénese) em acetato, hidrogénio e dioxido de carbono.
Finalmente, a metanogénese € o estagio em que as archaeas produzem gas metano.
Esse grupo de microrganismos é dividido em dois tipos, um chamado de bactérias

metanogénicas  hidrogenotroficas  (Methannospirillum, Methanocullesi e
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Methanoculleus), que utilizam hidrogénio e dioxido de carbono, e outro que
corresponde as bactérias metanogénicas acetoclasticas, que utilizam acido acético
(Methanosarcina e MethanosaetaMethanosaeta) e metanol para produzir gases
metano e didxido de carbono (Caldas Alencar, 2017; Albuquerque & Araujo, 2016;
Christy, Gopinath & Divya, 2014; Xu et al, 2018).

A Tabela 1 especifica os parametros ambientais, como a temperatura,
o pH e a relacdo C:N:P:S (carbono, nitrogénio, fosforo e enxofre), essenciais para a
atuacdo dos microrganismos em cada fase do processo de digestdo anaerdbia.
(Kunz, 2019).

Tabela 1 - Etapas e parametros para acdo dos microrganismos na digestao
anaerobia

Hidrolise/

Parametro Acidogénese

Metanogénese

Temperatura (°C) 25-35 32-42
pH 52-6,3 6,7-7,5
Relagédo C:N 10-45 20-30
Relacado de C:N:P:S necessaria 500: 15: 5: 3 600: 15: 5: 3

Fonte: Adaptado de Kunz, 2019

2.3 MONODIGESTAO E CODIGESTAO ANAEROBIA

A monodigestdo anaerdbia, definida como a digestdo de um dnico
substrato, é frequentemente limitada por fatores como as caracteristicas intrinsecas
dos componentes organicos e a baixa diversidade microbiana encontrada no meio
(Mata-Alvarez et al., 2014).

A codigestdo, também conhecida como "co-fermentacdo”, € o

processo de digestdo simultdnea de uma mistura de diferentes tipos de substratos,
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usados em conjunto para obter maiores rendimentos de fermentagdo anaerdbia
(DA), ou seja, a codigestado anaerdbia é uma técnica de tratamento de residuos em
que diferentes tipos de materiais fermentaveis sdo combinados e processados
simultaneamente, permitindo uma decomposi¢do conjunta e eficiente dos residuos
(Agdag & Sponza, 2007).

A codigestao pode apresentar algumas limitacdes, como o aumento
da demanda quimica de oxigénio (DQO). A DQO, que mede a quantidade de
oxigénio necessaria para decompor os poluentes na agua, pode aumentar, tornando
o efluente mais dificil de ser tratado antes do descarte. Por essa razédo, o efluente
pode precisar de pré-tratamento antes de ser enviado para o seu destino final
(SARATALE et al., 2018). Por outro lado, a codigestdo pode favorecer o aumento da
diversidade de espécies microbianas, provenientes dos diferentes substratos,
ajudando a estabilizar o sistema no biodigestor (Noonari et al., 2020; Zheng et al.,
2014) e favorecendo a producéo de biometano.

Embora a monodigestédo seja frequentemente limitada por sua baixa
eficiéncia, a codigestdo anaer6bia, ao combinar diferentes substratos, pode
aumentar significativamente a producdo de biogas. Yu e colaboradores (2024),
estudaram o efeito da codigestdo de residuos de repolho e dejeto bovino na
producdo de metano. Experimentos em batelada foram conduzidos usando os
substratos puros e diferentes propor¢des de mistura. Os resultados indicaram que a
codigestdo apresentou um efeito sinérgico, com proporcdo apropriada de residuos
de repolho para esterco bovino de 3:1 e produziu uma quantidade maxima de metano
de 440 mL/g SV que foi 28,3%, 19,6%, 41,1% e 51,2% maior do que as proporc¢des
de mistura 1:0, 3:1, 1:1 e 0:1, respectivamente (Malik et al., 2023).

2.4 PLANTA INVASORA Hydrilla verticillata

Os tipos de biomassa que podem produzir biocombustiveis incluem
biomassa vegetal ou lignocelulésica, que consiste em varios componentes, como
celulose, hemicelulose e lignina, dispostos em agregados estruturais tridimensionais
complexos (Irmak, 2019). Essas estruturas tornam o substrato vegetal muito
resistente ao ataque de microrganismos. Diante dessas dificuldades, geralmente é

necessario o pré-tratamento desses substratos para a geragédo de biogas (Zheng et
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al., 2014).

Entre os diversos tipos de biomassa vegetal estdo as macrofitas,
plantas aquaticas encontradas nas margens e aguas rasas de rios, lagos,
reservatorios e cachoeiras, bem como em outros corpos d'dgua mesmo em
profundidades superiores a 10 m (Abranches, 2013). Segundo o relatério anual da
Itaipu Binacional (2024), foram identificadas 53 espécies de plantas aquaticas. Em
2024 continuou a tendéncia de declinio na populacdo de certas espécies invasoras,
para Hydrilla verticillata foi registrada uma frequéncia similar a 2023, uma das
menores ja registrada na série historica. Normalmente, esses tipos de plantas
crescem em locais distantes da area central do reservatorio, mais frequentemente
em pequenas margens de rios nos ramais do reservatorio, para se proteger do vento
(Thomaz & Bini, 2003).

Esta planta invasora € uma monocotiledénea de angiosperma que
prospera em agua doce quente ou fria. O caule pode ter 1-2 m de comprimento. Suas
folhas estéo dispostas em 2-8 espirais ao redor do caule, cada folha com 5-20 mm
de comprimento e 0,7-2 mm de largura, com espinhos dentados ou pequenos ao
longo da margem da folha; os nervos centrais das folhas frescas sdo geralmente
vermelhos, mondicos (as vezes dioicos), flores masculinas e femininas aparecem
separadamente em uma planta. As flores sdo pequenas, com trés sépalas, trés
pétalas de 3-5 mm de comprimento, transparentes, com listras vermelhas. Reproduz-
se principalmente por fragmentacéo, rizomas e turbidez (no inverno) e raramente sao
vistas as flores (Sousa, 2011). A Figura 2 mostra a estrutura de uma Hydrilla

verticillata removida de um corpo d’agua (Jain & Kalamdhad, 2018).
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Figura 2 - Hydrilla verticillata

Fonte: Acervo pessoal Rodrigues, 2019.

2.5 METODOS DE CONTROLE DE PLANTAS AQUATICAS

Devido ao crescimento exacerbado de algumas plantas aquaticas,
programas de monitoramento e controle devem ser implementados para mitigar os
problemas gerados por essa proliferagdo. Esses programas tém como objetivo obter
conhecimento sobre a diversidade, o desenvolvimento e dinAmica das espécies, a
fim de apoiar um manejo racional desses organismos (Abranches, 2013; Pompéo,
2017). Antes de iniciar o controle, é fundamental considerar os niveis em que a
abundancia pode ser considerada probleméatica (Thomaz & Bini, 2003).

E preciso fazer uma anélise abrangente ao fazer monitoramento e
controle considerando as caracteristicas biolégicas e ecoldgicas das espécies que
se encontram nesse habitat, desta maneira se deve considerar a area colonizada,
nivel de infestacdo, procurando assim um método para o controle da planta. Para
saber se o controle foi eficaz se deve observar se existe uma reducéo total ou parcial
das macrofitas, além de isso, se deve observar se existe uma coexisténcia
equilibrada entre a planta e o0 meio depois da manutencéo. Dessa forma, para um
controle mais eficiente, sdo empregados diferentes métodos que podem ser
implementados de forma isolada ou integrada. Tais abordagens sao classificadas em
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trés grupos principais: métodos fisicos, quimicos e bioldgicos (Figura 3) (Abranches,

2013).

Figura 3 - Métodos de controle de plantas invasoras de
corpos d’agua.

FiSICOS
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Fonte: Adaptado de Pompéo, 2017.

2.5.1 Métodos Fisicos
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O método fisico, € o método mais utilizado para o controle de plantas

aguaticas, mesmo sendo este metodo um dos mais custosos. Ele consiste na

extragdo manual ou com maquinaria da biomassa vegetal, ajudando assim a reduzir

consideravelmente a infestacao por esta planta invasora. Mas, ao extrair a planta do

meio aquatico o seguinte passo € a eliminacédo da biomassa extraida. Pelo geral o

biomaterial é descartado em aterros sanitarios ou ser aproveitado na biossorcéo,

fitorremediacéo, fitoquimico ou ser aproveitado pelos animais (Pompéo, 2017).

Os métodos fisicos utilizados para o controle de macréfitas, podem

ser aplicados tanto diretamente como indiretamente. O controle direto utiliza técnicas

como a recolha de macrofitas, aplicacdo de calor (fogo) e poda. As técnicas podem

ser implementadas manualmente em areas pequenas e mecanicas em areas de
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maior tamanho, ao utilizar técnicas mecanizadas inclui desde maquinaria ligeira até
dispositivos de grande envergadura de acordo com a infestacdo da planta. E importe
gue depois de implementar uma das técnicas € preciso retirar as macrofitas da agua,
porque os fragmentos podem regenerar-se originando assim novas infestagdes
(Pompéo, 2017; Jain & Kalamdhad, 2018).

O método indireto tem como objetivo reduzir o bloquear a quantidade
de luz que esta disponivel para o desenvolvimento da macrdfita. A técnica utilizada
neste método consiste em utilizar barreiras fisicas, ou diminuir o nivel da agua do
reservatério para desestabilizar o habitat e reduzir a proliferacdo das plantas (Jain &
Kalamdhad, 2018).

Os pesquisadores propéem que o melhor método de controle é a
colheita mecanica sendo mais eficaz no controle da Hydrilla verticillata invasora.
Como resultado, se tem a biomassa que pode ser utilizada para a producdo de

bioenergia e biofertilizantes (Evans & Wilkie, 2010).

2.5.2 Métodos Quimicos

Os métodos consistem no uso de herbicidas ou outras substancias
similares que podem ser aplicados no ambiente aquético. O herbicida é considerado
0 mais rapido e eficaz porque atua em um curto periodo de tempo. Mesmo que seja
uma das mais rapidas, este método pode ter um impacto negativo a outras plantas
gue ndo sejam o alvo. Dentre os impactos que podem gerar este tipo de herbicidas
estdo: qualidade da &gua, diminuicdo da biodiversidade, entre outras limitantes. Para
mitigar os impactos negativos ao implementar as substancias quimicas é preciso
analisar a dosagem; niumero de aplicacdes; tipos de herbicidas; a eficacia do produto
(Pompéo, 2017).

De acordo com a literatura, herbicidas como o Diquat afetam
principalmente as partes aéreas das plantas, o que impede seu impacto em
estruturas submersas, como rizomas e tubérculos. Outro herbicida frequentemente
utilizado, € o Fluridone, que precisa de varias aplicaces para que sua eficacia seja
alcancada (Jain & Kalamdhad, 2018).
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2.5.3 Métodos Bioldgicos

Outra alternativa utilizada para o controle de macréfitas € o método
biolégico, que consiste na utilizagdo de agentes biolégicos que neutralizam
naturalmente o avanco da infestacdo desta espécie invasora. Uma das técnicas
utilizadas é introduzir espécies herbivoras que sejam capazes de se alimentar das
macrofitas diminuindo a propagacao das plantas. O uso mais comum é da espécie
Ctenopharyngodon Idella conhecida pelo nome popular carpa herbivora, os
resultados mostram que foi efetivo em varias regides (Abranches, 2013). Outras
alternativas sao as espécies Hydrellia pakistanae, onde as larvas se alimentam de
folhas, do mesmo jeito que a espécie Hydrellia balciunas (Udugamasuriyage;
Kahandawa; Tennakoon, 2024). Além disso, existe a aplicacao de bioherbicidas, que
consiste em utilizar microrganismos patégenos como os fungos, bactérias e virus
que infectam especificamente a planta invasora (Pompéo, 2017; Thomaz & Bini,
2003).

O método ndo pode ser utilizado a grande escala pelo qual limita o
método de controle das macréfitas. Sendo assim, € preciso fazer pesquisas sobre a
ecologia de agentes biolégicos na bioprospeccao para identificar novas espécies,
viabilidade econbmica e o uso do método para ser utilizado a grande escala. Além

disso, € preciso testar seu impacto a longo prazo (Abranches, 2013).

2.6 DESAFIOS NO APROVEITAMENTO DE PLANTAS AQUATICAS PARA
PRODUCAO DE BIOGAS

O pré-tratamento de biomassa vegetal visa a desconstru¢éo da lignina
e hemicelulose na célula vegetal, com o fim de aumentar a superficie de contato e
deixa-la exposta a agcdo dos microrganismos. Entre os distintos pré-tratamentos,
mecanico, térmico ou quimico, o bioldégico emprega bactérias e fungos para degradar
matéria organica. Por meio da acdo de enzimas extracelulares, esses
microrganismos quebram moléculas poliméricas recalcitrantes, convertendo
compostos de elevado peso molecular em moléculas simples, o que possibilita a
produgédo de biogas (Ferdes et al., 2020). Em comparagdo com os outros métodos,

esta abordagem requer menos energia para sua execucdo e ndo gera residuos
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nocivos, tornando-a um procedimento ecologicamente correto (Olatunji & Ahmed
Ogun Kunle, 2021).

A biomassa lignocelulésica apesar de ser abundante é dificil de
biodegradar, representando um grande obstaculo para a producao de biogas a partir
dessa biomassa, requerendo que a matéria prima passe por pré-tratamento. Ao ser
pré-tratada adequadamente, pode contribuir com uma producdo de biogas mais
eficaz. Além disso, ao utilizar matéria organica como matéria prima pode ajudar a
produzir o biogas reduzindo a contaminacdo ambiental tornando uma producao de
energia renovavel (Olatunji; Ahmed; Ogunkunle, 2021). Diferentes pré-tratamentos
podem ser empregados, como fisicos, quimicos, fisico-quimicos e bioldgicos, tal
como indicados na Tabela 2, onde todos eles tém com o objetivo de promover a
deslignificacdo, solubilizacdo de aclcares e a reducdo da cristalizacdo da celulose,

em substratos lignocelulosicos (Ali; Abomohra; Sun, 2017).

Quadro 1 - Pré-tratamentos de biomassa lignoceluldsica para a producao de biogas.

Tipo de Pré-

Pré-tratamento Vantagens Desvantagens

tratamentos

Reducéo da cristalinidade da

celulose e do tamanho das Alta demanda de

Fresagem particulas da &rea superficial, eletricidade.
facil gerenciamento do substrato.
Fisico Rompimento das ligacdes de
hidrogénio e cristalinidade da Alta demanda de energia,
Irradiacéo celulose, incremento da 4rea da | problemas de
superficie, transferéncia de calor | escalabilidade.
rapida, tempo de reacao curto.
Destruic@o da estrutura de
Extruséo celulose, aumento da area de Alto consumo de energia.

Fisico-quimico

superficie;

Hidrotérmico

Hidrélise da hemicelulose e
lignina, destruicdo da estrutura
de celulose

Alto consumo de agua,
alta entrada de energia.

Exploséo a vapor

Hidrélise de hemicelulose e
lignina, destruicéo da
cristalinidade da celulose.

Alta demanda da energia,
formacédo de compostos
recalcitrantes.

Quimico

Acido

Hidrélise da hemicelulose,
alteracdo da estrutura da
celulose.

Alto custo dos acidos,
formacao de inibidores.
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Hidrdlise da lignina, alteracao da

Alcalino Formacdéo de inibidores.
estrutura da celulose.
N Remocao da hemicelulose e Custo dos quimicos,
Oxidativo o - L
lignina formacao de inibidores.

Custo do solvente,

Solubilizacdo de hemicelulose/ ~
etapas de remocao do

Organo-solventes | ;-
lignina e celulose.

solvente.

Hidrélise de lignina e
hemicelulose, alteracéo da Processo lento, perdas

Microbiano estrutura da celulose. Sem de carbono, necessidade
formacéo de compostos de uma grande area
inibitdrios, baixo consumo de esteéril.

C energia.
Bioldgico 9
Alteracéo da estrutura da
celulose, deslignificagéo, Alto custo das enzimas,
Enzimas hidrélise parcial da hemicelulose, | adigdo continua pode ser

processo rapido, baixa demanda | necesséria.

de energia.

Fonte: Adaptado de Abraham et al. (2020).

2.6.1 Pré-Tratamento Fisico

Os pré-tratamentos fisicos reduzem o tamanho das particulas,
aumentando a area de superficie da biomassa. Essa diminuicdo no tamanho da
particula aumenta a acessibilidade da biomassa, tornando-a mais suscetivel a
agressao por micrébios ou enzimas durante o processo de digestdo anaerdbia
(Abraham et al., 2020). Os procedimentos de pré-tratamento fisico incluem moagem,
explosdao a vapor (autohidrélise), pré-tratamento com agua liquida quente
(hidrotermolise), extruséo e irradiacdo (ultrassom e micro-ondas). E fundamental
destacar que essa abordagem nédo produz residuos perigosos que interferem na
digestdo anaerobia (Zheng et al., 2014), embora seja um usuario significativo de

energia.

2.6.2 Pré-Tratamento Quimico

O pré-tratamento quimico é um dos procedimentos mais preferidos

quando comparado as abordagens fisicas e bioldgicas, devido a sua eficacia e




27

capacidade de facilitar a digestdo de matérias-primas complicadas. Os solventes de
pré-tratamento quimico sado classificados como acidos, alcalinos, oxidativos e
organicos. Os agentes de pré-tratamento quimico incluem acido sulfdrico (H2S0Oa4),
acido clorhidrico (HCI), acido acético (CH3COOH), acido férmico (CH2032), acido
nitrico (HNO3), peroxido de hidrogénio (H202), hidroxido de potassio (KOH), hidréxido
de sodio (NaOH) e amonia (NHs). Esse tratamento funciona principalmente
removendo a lignina ou a hemicelulose da biomassa, e 0 mecanismo de acao é
determinado pelo produto quimico utilizado, bem como pelos parametros
operacionais do processo (Abraham et al., 2020; Olatunji; Ahmed; Ogunkunle, 2021,
Zheng et al., 2014).

2.6.3 Pré-Tratamento Bioldgico

O pré-tratamento biolégico concentra-se no uso de microrganismos,
principalmente fungos, na forma de consércios microbianos, que podem ser
aplicados diretamente a biomassa. Em comparacdo com outros métodos de terapia,
como o tratamento fisico-quimico, esse processo consome menos energia € nao
utiliza produtos quimicos, o que o torna um procedimento ecologicamente benéfico.
No entanto, o tempo necessario para realizar essas técnicas tém limitado seus usos
comerciais (Olatunji; Ahmed; Ogunkunle, 2021; Zheng et al., 2014). As estratégias
que incorporam esse tipo de terapia sdo mais compativeis com a DA porque néo
produzem subprodutos téxicos ou inibidores que possam prejudicar 0 processo,
resultando em vantagens para o processo (Wagner et al., 2018; Zheng et al., 2014).
O objetivo fundamental do tratamento biologico é a deslignificacdo, ou seja, a quebra
da lignina para revelar a celulose e a hemicelulose (holocelulose), o que favorece a
DA (Abraham et al., 2020).

Pré-tratamentos biol6gicos com fungos ligninoliticos, seguidos de
codigestao anaerobia, tem a capacidade de desenvolver altos rendimentos de
biometano (Meraj et al., 2021). O pré-tratamento biolégico pode melhorar a
digestibilidade, tornando a celulose e a hemicelulose mais disponiveis para as
enzimas que convertem carboidratos em agucares livres fermentéaveis durante a fase
de hidrdlise (Figura 4) (Dos Santos Ferreira et al., 2020).
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Figura 4 - Processo de pré-tratamento biologico de biomassa lignoceluldsica.

Lignina

Hemicelulose Enzimas

Bactérias, Fungos,
Consorcio Microbiano

Celulose cristalina

Celulose amorfa

Fonte: Adaptado de ABRAHAM et al (2020).

Os fungos sdo microrganismos com alto potencial biotecnologico
devido a sua atividade enzimatica. Os microrganismos, como bactérias, leveduras e
fungos, produzem enzimas que degradam materiais lignoceluldsicos. Dentro dos
organismos que destroem rapidamente a lignocelulose estao os fungos de podridao
branca, podriddo marrom e podriddo mole, os fungos de podriddo branca e mole
atacam a lignina e, até certo ponto, a celulose, enquanto os fungos de podridao
marrom tém como alvo a celulose (Wagner et al., 2018). Os basidiomicetos de
podriddo branca estédo entre os fungos mais eficientes, pois podem quebrar a lignina
na superficie da holocelulose (celulose e hemicelulose), enquanto os fungos de
podriddo marrom e mole degradam apenas uma pequena quantidade de lignina
(Nadir, N; Ismail, N. L; Hussain, A. S., 2019).

Os fungos basidiomicetos exigem atencdo especial, pois podem
produzir grandes concentracdes e diversas enzimas que atuam sobre o polimero de
celulose, iniciando assim o processo de sacarificacdo da biomassa lignoceluldsica
(Florencio; Badino; Farinas, 2017). De acordo com (Olatunji et al., 2021), um dos
principais problemas com o pré-tratamento biologico empregando cultura de fungos
€ o desenvolvimento lento do fungo que pode alcancar até, aproximadamente, 30

dias.

Apesar do desafio do desenvolvimento lento, estudos tém
demonstrado que o pré-tratamento biolégico pode ser otimizado para gerar
resultados satisfatorios na producdo de biogas. Em uma pesquisa realizada por
Yadav e Vivekenand (2020), o pré-tratamento de palha de trigo e milheto com o fungo

Curvularia lunata resultou em um aumento significativo de biogas. A producéo do
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biocombustivel aumentou 19%, passando de 449 para 533 mL/gVs. Ja na palha de
milheto, o aumento foi de 28% com a producdo subindo de 360 para 463 mL/gVs.
Esses resultados indicam que o pré-tratamento, quando otimizado, é uma via eficaz
para aprimorar a digestibilidade da biomassa e, consequentemente, a producao de

biogas.

2.6.3.1 Pré-tratamento Enziméatico
As enzimas lignoliticas incluem a lignina peroxidase, manganés

peroxidase e a lacase. As lacases sao classificadas como oxidases de cobre multiplo
porque contém quatro atomos de cobre dispersos em trés locais de ligacéo (Baldrian,
2006). Essas enzimas catalisam a oxidacdo de uma série de compostos aromaticos
doadores de hidrogénio, incluindo a lignina, e a subsequente reducéo de oxigénio a
agua. Elas tém baixa especificidade para seus substratos redutores, o que significa
gue podem realizar acdes em uma variedade de substratos (Baldrian, 2006; Majeau;
Brar; Tyagi, 2010). A maioria das laccases identificadas na literatura pode ser isolada

de fungos, principalmente dos filos Ascomycota e Basidiomycota. (Baldrian, 2006).

Estudos como os de Sarnthima & Khammuang, (2018) e Deng e
colaboradores (2019) mostram os efeitos do pré-tratamentos feitos com a enzima
lacase em substratos como palha de trigo e arroz, evidenciando a hidrolise de
estruturas como a lignocelulose e/ou modificacdo da estrutura da mesma. Esse
comportamento foi evidenciado por microscopia de infravermelho, que mostrou uma
reducado na intensidade dos picos associados ao grupo carbonila da hemicelulose e
a vibracdo do anel aromatico da lignina, confirmando a modificacdo da estrutura da

biomassa.

Complementando estudos sobre o pré-tratamento enzimatico, Matei
et al. (2020) descreve o tratamento de biomassa com lacase produzida pelo fungo
Trametes villosa. O processo foi otimizado com o uso do mediador 2,6-dimetoxifenol,
0 que resultou em um aumento de mais de 10 vezes na liberacdo de agucares. A
importancia do mediador se da por sua capacidade de penetrar na estrutura
complexa da lignina, que a enzima por si sO nao consegue alcancgar. Ao ser oxidado

pela lacase, o mediador age com um transportador de elétrons entre a enzima e o
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substrato, promovendo uma degradagdo da lignina mais eficiente e permitindo

acesso dos microrganismos ao substrato.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a producdo de biogas a partir da codigestdo anaerobia da
planta aquatica invasora, Hydrilla verticillata, pré-tratada com o extrato enzimatico do
fungo Trametes polyzona CCMIBA_19 e dejeto bovino.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar a atividade da enzima lacase nos extratos enzimaticos
brutos obtidos a partir dos meios de cultivo, Extrato de malte (MEA) e Meio com farelo
de trigo (FT).

- Caracterizar os substratos (Hydrilla verticillata e dejeto bovino) e o
in6culo quanto aos teores de solidos totais (ST), sdlidos volateis (SV) e solidos fixos
(SF).

- Avaliar a eficacia do pré-tratamento biolégico, com e sem mediador

enzimatico 2,6-dimetoxifenol, no aumento do rendimento do biogas.

- Quantificar o potencial bioquimico de biogas (PBB) das diferentes

rotas (pré-tratadas e nao tratadas) de codigestdo da macrofita com dejeto bovino.

- Identificar as alteracdes morfolégicas na superficie da H. verticillata

induzidas pelo pré-tratamentos biolégico, com e sem mediador.
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4 METODOLOGIA

A metodologia detalha os procedimentos adotados para o pré-
tratamento da Hydrilla verticillata, incluindo a inoculacéo do fungo Trametes polyzona
CCMIBA_19, a obtencdo do extrato bruto enzimético, a andlise da atividade
enziméatica nos meios Extrato de malte (MEA) e Malte enriquecido com farelo de trigo
(FT), e o pré-tratamento da planta para a producéo de biogas.

Este trabalho também detalha os procedimentos para a coleta e
caracterizacdo de biomassas, tanto vegetal quanto animal, além do digestato. Os
substratos utilizados nos ensaios foram a macréfita Hydrilla verticillata, o dejeto
bovino e a celulose, com os dois Ultimos servindo como controle positivo e negativo,

respectivamente.

4.1 CULTIVO FUNGICO

O fungoTrametes polyzona CCMIBA_19 depositado na Colegao de
Cultura de Microrganismos de Importancia Biotecnolégica e Ambiental, CCMIBA, da
Unila foi reativado em meio sélido contendo 20 g/L de agar extrato de malte, 10 g/L de
peptona e 5 g/L extrato de levedura (MEA) a 28 °C. por 7 dias em estufa, conforme o
método descrito por Baldrian, (2009).

Apés o crescimento do fungo nas placas, 3 plugs de
aproximadamente 1 cm do micélio foram transferidos para erlenmeyers de 125 mL,
para a pré-inoculacao, totalizando 12 ensaios. Desses ensaios, seis continham 50 mL
de MEA (extrato de malte, 20 g/L; peptona, 10 g/L; e extrato de levedura, 5 g/L) e os
outros seis continham 50 mL de Meio Malte enriquecido com farelo de trigo (FT) (59
de farelo de trigo; 100 mg de NH4Cl/g; 50 mg de extrato de malte e 12 mL de agua
destilada). Foram preparados, ainda, dois controles negativos (meios de cultura sem
o fungo) para cada meio de cultivo utilizado. O fungo nos diferentes meios e 0s seus

controles negativos foram incubados por 4 dias em agitacdo (28 °C, 140 rpm).

4.2 OBTENCAO DOS EXTRATOS ENZIMATICOS

Para a obtencdo do extrato enzimatico bruto a partir do fungo
Trametes polyzona CCMIBA_19, os ensaios do cultivo em MEA ap06s incubacgao foram

transferidos para frascos estéreis e submetidos a centrifugacéo a 10.000 rpm, 4 °C,
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durante 30 minutos. Em seguida, a solucao resultante, o extrato enzimatico livre de
biomassa, foi transferida para um novo tubo. Uma aliquota dessa solucéo foi analisada
por espectrofotometria para determinagao da atividade da enzima lacase, enquanto o
volume resultante foi armazenado a 4 °C para posterior uso no pré-tratamento da
macrdofita.

Para as amostras com meio Malte enriquecido com farelo de trigo por
se tratar de um meio semissolido, foi necesséario um o pré-tratamento para obtencéo
do extrato enzimatico. Apos o cultivo, foi adicionando uma solugéo de acetato de sodio
0,1 M (pH 4,5), em uma propor¢cao de 1/1 (p/v). Em seguida, as amostras foram
incubadas sob agitacdo por 1 h. Apds esse tempo, o material foi transferido para tubos
esterilizados e centrifugado a 10.000 rpm (4 °C) por 30 minutos. Depois de separada
a fase liquida da sélida, o sobrenadante foi transferido para um novo tubo e
armazenado a 4 °C para sua posterior analise de atividade enzimética e pré-
tratamento da macrofita.

O processo da obtencédo do extrato enzimatico pode ser observado de
forma integral na Figura 5, que mostra de forma resumida o processo de inoculagéo
até o processo de andlise com os meios caldo extrato de malte e malte enriquecido

com farelo de trigo.

Figura 5 - Esboco da obtencéo do extrato enzimatico
com o fungo Trametes polyzona CCMIBA _19.

/ Inoculacgo do fungo \

Trametes polyzona

CCMIBA_19
Medio1- Caldo extrato de . -
malte ’\ X3 Medio 2 - Malte

e e enriquecido com farelo
de trigo
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7 Dias 7 Dias
28°C 3 Plugins 28°C
140 RPM 4 Dias 140 REM
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Extrato enzimatico \ #°C Extrato enzimatico

Andlise - Avaliogéo da
atividade da lacase
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\é » i > I »
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Fonte: Autoria propria 2025.
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4.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE DA ENZIMA LACASE

Nesta etapa, para cada um dos extratos provenientes da inoculagao
do fungo nos meios (MEA e Malte Farelo de trigo), foi avaliada a atividade enzimética
por meio de espectrofotometria UV-VIS. Para isso, foram tomados microtubos
correspondentes a cada meio, sendo adicionado 600 pL de solugéo tampao de acetato
de sodio 1M, 1200 pL de solugédo enzimatica e 1200 pL de ABTS 2,2'-azino-di [3-
etilbenzo-tiazolin-sulfonato] (0,03%). Em seguida, foi configurado o espectrofotdmetro
em 420 nm, zerado com 1mL de agua destilada, e 1mL do controle negativo do
respectivo experimento, sendo realizado na proporcao de (1:1). Assim sendo, foram
transferidos os microtubos para a cubeta e posterior analise.

O procedimento para determinar a atividade enzimética da lacase
consistiu em duas etapas de medicdo. Primeiramente, as amostras foram submetidas
a uma leitura inicial. Em seguida, apds 10 min de incubacao a 37 °C, foi realizada a
leitura final de absorbancia. Utilizando esses dados, a atividade enzimética foi
calculada com base na Lei de Lambert-Beer (Equacdo 1), seguindo a adaptacéo
proposta por Baltierra-Trejo; Marquez-Benavides; Sanchez-Yafez, (2015). A atividade
da lacase foi quantificada em unidade por litro (U/L), onde uma unidade equivale a

oxidagao de 1 umol de ABTS por minuto.

_ @A ) (Dbyr)

ULt = Equacéo 1
(t)(e)(Vs) quac

Onde:

U = Atividade Enzimatica (4 mol min~1L™1)

AA = Absorvancia final - absorc¢ao inicial

V; = Volume total da reacdo (mL)

Dy = Fator de dilui¢éo

t = Tempo de reacao (min)

e = Coeficiente de extingdo molar (M~1cm™?! ou mol~tcm™?)

Vs = Volume da amostra (mL)
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4.4 PRE-TRATAMENTO DA Hydrilla verticillata COM O EXTRATO ENZIMATICO
BRUTO

A Hydrilla verticillata previamente coletada foi submetida a quatro
tratamentos enzimaticos (Tabela 2), conforme Curran et al. (2022) e modificagdes.
No primeiro e terceiro tratamento (MEA T1 e FT 3), foram adicionados 2 g de
macrofita, 5 mL de tamp&o acetato de sodio pH 4,5; 10 mL de extrato enzimatico do
cultivo em MEA ou do cultivo em Malte enriquecido com farelo de trigo; 2,5 mL de
peréxido de hidrogénio (2 nM) e 2,5 mL do mediador redox 2,6-dimetoxifenol (1 mM).
No segundo e quarto tratamento (MEA T2 e FT 4), foram acrescentados 2 g da
macrofita, 10 mL de tampao acetato de sédio pH 4,5; 10 mL de extrato enziméatico
preparado com MEA ou com o Malte enriquecido com farelo de trigo, sem o mediador
redox. Foram preparados os controles negativos, substituidos 10 mL do substrato

enzimatico, por 10 mL de caldo de controle negativo.

Tabela 2 - Identificacdo das amostras pré-tratadas com diferentes extratos
enzimaticos.

Extrato enziméatico Mediador 2,6-

Nome da amostra utilizado dimetoxifenol

MT1 Extrato de Malte (MEA) Com mediador
MT2 Extrato de Malte (MEA) Sem mediador
MT3 Farelo de trigo (FT) Com mediador
MT4 Farelo de trigo (FT) Sem mediador

MT1: meio com extrato de malte e mediador. MT2: meio com extrato de malte sem mediador. MT3:
meio com farelo de trigo e mediador. MT4: meio com farelo de trigo sem mediador.

Fonte: Autoria propria, 2025.

Os ensaios foram montados em triplicata. Apos a preparacado, os pré-
tratamentos foram incubados a 37 °C sob agitacdo de 170 rpm por 24 horas. Ao final
do periodo de incubagdo, as biomassas foram filtradas com auxilio de bomba a

vacuo, e a fracao insoluvel foi lavada com agua destilada. Em seguida, as amostras


https://www.zotero.org/google-docs/?gxSV4s
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foram secar em estufa a 40 °C até atingir peso constante para uso como substrato

pré-tratado no processo de digestao.

4.5 COLETA E ACLIMATACAO DO INOCULO

O indculo foi obtido do biodigestor de mistura completa (CSTR) da
empresa Centro Internacional de Energias Renovaveis e Biogas (CIBiogés), que é
principalmente um lodo anaerébio estabilizado. Ap6s a coleta, o material foi
armazenado em frascos de 2 L e mantido sob refrigeramento a 4 °C (Caldas Alencar,
2017; Jankoviova et al., 2025).

Antes do inicio das reacdes experimentais, o inéculo foi aclimatado
por um periodo de 15 dias em temperatura de 37,0 = 1,0 °C. (Caldas Alencar, 2017,
VDI 4630, 2006).

4.6 ANALISES FISICO-QUIMICAS DOS SUBSTRATOS E INOCULO.

A caracterizacao fisico-quimica dos substratos dejeto bovino, H.
verticillata pré-tratada ou néo, da celulose e in6culo dos biodigestores, foi realizada
pela determinacdo dos teores de sdlidos totais (ST), fixos (SF) e volateis (SV). As
analises seguiram as recomendacfes do Standard Methods for the Examination of
Water and Wastewater (APHA, 2005), utilizando o método 2540-B para ST e o0 2540-
E para SF e SV, permitindo comparar os substratos e monitorar a eficiéncia da
degradacéo.

4.6.1 Teor De Sdélidos

Os solidos totais (ST), volateis (SV) e fixos (SF) foram determinados
conforme a VDI, (2006). As amostras analisadas foram nominadas conforme
descrito: M: Hydrilla verticillata; MT1: Hydrilla verticillata pré-tratamento 1; MT2:
Hydrilla verticillata pré-tratamento 2; MT3: Hydrilla verticillata pré-tratamento 3; MT4:
Hydrilla verticillata pré-tratamento 4; DB: Dejeto Bovino; indculo e; celulose.

As amostras, em triplicata, foram secas em estufa a 105°C até atingir

a massa constante. Posteriormente, procedeu-se para determinacdo dos sélidos
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volateis (SV) e fixos (SF) das amostras, apds serem secas em estufa a 105 °C, foram
levadas para a mufla a 570 °C por 1h.
O teor de sélidos das amostras utilizadas foram calculados de acordo

com Apha (2005), através das seguintes formulas:

Sendo:
ST % = ﬁ X 100 Equacéao 02
SV % = ﬁ X 100 Equac&o 03
SF % = == X 100 Equacio 04
Onde:

A = Peso da amostra seca
B = Peso do cadinho
C = Peso da amostra Umida

D = Peso da amostra calcinada

4.6.2 Determinacédo das Proporc¢des dos Substratos

A determinacgao das proporc¢des dos substratos foi feita segundo as
orientacdes da norma alema VDI (2006) e Yavini et al. (2014). Todos os reatores de
121 mL possuiam 24 g de substratos e agua (W), com teor de 9% de ST, massa
seca (K). Entdo, cada reator recebeu 2,16 g de massa seca (Equacdao 5), distribuidas
entre a massa seca do dejeto bovino e da macrofita, na propor¢éo de 2:1 (Equacgéo
6). Logo, para atender a proporgédo de massa seca nas biomassas, foram calculadas

as suas massas umidas conforme Equacgéo 7.
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(K . W) E x
Ms = guacao 05
s 100
Ms =2X Msd + 1x Msm Equacao 06
Mu = (MSd X 100) +(Mm s 100 Equagéo 07
=\ (57 )
Onde:
Ms = Massa seca das biomassas;
W = Massa total das biomassas e 4gua que serdo adicionadas ao
biodigestor;

K = Porcentagem de solidos totais que se pretende colocar nos reatores;
Msd = Massa seca dos dejetos bovinos;

Msm = Massa seca da macrdfita;

Mu = Massa das biomassas que serdo adicionadas nos reatores;

ST = sélidos totais das biomassas.

Depois de calcular as quantidades de cada um dos substratos, foi
adicionada a agua até completar 24 g.

A proporcao de inéculo foi de 0,9:1, inéculo:substrato, com base nos
SV, conforme Equacdo 08. As massas dos substratos, da agua e do indculo estdo
descritas na Tabela 4.

_ mixSVi Equag&o 08

ms x SVs
Onde:
mi = massa de in6culo a ser utilizada;

ms = massa Umida do substrato (24 g);

SVi = Sélidos volateis do in6culo;
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SVs = Solidos volateis dos substratos conforme suas contribuicées na

mistura.

Tabela 3 - Quantidades das biomassas (dejetos bovinos e macrdfita H. verticillata),
agua e inoculo adicionados nos ensaios PBB.

Amostras DB (9) Macrofita (g) Agua (9) Inoculo (g)
DB + M + H20 + Inéculo 8,0 0,8 15,2 10,2
DB + MT1 + H20 + In6culo 8,0 0,8 15,2 10,2
DB + MT2 + H20 + In6culo 8,0 0,8 15,2 10,2
DB + MT3 + H20 + In6culo 8,0 0,8 15,2 10,2
DB + MT4 + H20 + In6culo 8,0 0,8 15,2 10,2
Inéculo -- -- -- 12,7

M: macrofita sem pré-tratamento. MT1: pré-tratamento com meio agar extrato de malte e mediador. MT2: pré-
tratamento com meio com &gar extrato de malte sem mediador. MT3: pré-tratamento com meio com farelo de trigo
e mediador. MT4: pré-tratamento com meio com farelo de trigo sem mediador. DB: dejeto bovino. In6culo: controle

negativo

Fonte: Autoria prépria, 2024.

4.6.3 pH

Foi avaliado o pH das amostras e/ou substratos que foram
adicionados aos reatores, antes e depois do processo de biodigestdo com papel

indicador universal.

4.7 APARATO EXPERIMENTAL

A avaliacdo de producdo de biogas foi realizada em frascos de
penicilina de 121 mL, como biodigestores. Os afluentes foram colocados nos
biodigestores e submetidos a atmosfera de nitrogénio (N2). Depois, os frascos foram
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lacrados com um septo de borracha e tampa de aluminio com o auxilio de um alicate
recravador. Para manter uma temperatura mesofilica, os frascos foram mantidos em
um banho-maria a 37,0 + 1,0 °C, conforme VDI 4630 (2006) e mostrados na Figura
6.

Figura 6 - Biodigestores em banho-maria.

Fonte: Autoria propria, 2024.

4.8 TESTE DO POTENCIAL BIOQUIMICO DE BIOGAS(PBB)

Foram realizados os ensaios do Potencial Bioquimico de Biogas,
conforme a norma VDI 4630 (2006). Os ensaios foram feitos em batelada e em
triplicata, ocorrendo em temperatura mesofilica (37,0 £ 1,0 °C), em reatores contendo
de 9% de solidos totais (O’Sullivan et al., 2010). Foram avaliadas a codigestdo do
dejeto bovino e da macrdfita (razdo 2:1) com indculo. Também foi feita a codigestao
do dejeto bovino com a celulose, para controle. Os ensaios foram feitos com indculo
narazéao de 0,9:1 (in6culo: substratos), com base nos solidos volateis. As proporc¢des
de substrato utilizados nos ensaios de Potencial Bioquimico de Biogas (PBB) foram
definidas com base nas recomendacdes metodologicas apresentadas por
Albuquergque & Araujo, (2016). Os ensaios de PBB foram mantidos por 40 dias e,
durante esse processo, foram realizadas leituras diarias (de segunda a sabado e
exceto feriados), das pressdes de biogas produzido, com o auxilio do mandémetro
Greisinger GMH-3100.
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5 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA - MEV

A morfologia da superficie da Hydrilla verticillata sem e com os pré-
tratamentos foi avaliada por microscopia eletronica de varredura (MEV) utilizando o
microscoépio eletrénico de varredura Zeiss Evo-MA10 com aproximacao de 500 vezes
(10 pm).

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho, a geracdo de biogas foi avaliada a partir do pré-
tratamento biolégico do substrato vegetal H. verticillata, utilizando o extrato
enzimatico do fungo T. polyzona CCMIBA_19. A Producdo do biocombustivel foi
conduzida por meio da codigestado da H. verticillata com o dejeto bovino. Para fins
de comparacdo, a celulose foi utilizada como controle positivo, e o proprio in6culo

serviu como controle negativo.

A atividade enzimatica do fungo avaliada foi a lacase produzida em
dois meios de cultivo diferentes, um em caldo Extrato de malte (MEA) e outro em
Malte enriquecido com farelo de trigo. Somente 0 meio extrato de malte (Tabela 4)
resultou na atividade da enzima lacase, 2,90 U/L. Apesar do segundo meio nao ter
apresentado atividade enzimética para a enzima lacase, ndo se descarta a
possibilidade da presenca de outras enzimas. Neste sentido, mesmo sem lacase, 0
extrato enzimatico do meio FT também foi selecionado para o pré-tratamento da

macrofita.

Tabela 4 - Meio com solucéo de agar extrato de malte - MEA.

Vias Inoculadas Concentracao de lacase (U/L)

| I 1

A 5,06 £ 0,16
B 3,63 £0,08
C 0,09+ 0,13

Fonte: Autoria prépria, 2024.
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Varios estudos confirmam que diferentes espécies de Trametes
produzem quantidades significativas de lacase quando cultivadas em meios
contendo farelo de trigo, seja como substrato principal ou como co-substrato. Tanto
0os métodos de fermentacdo em estado sélido quanto os de fermentacdo submersa
tém sido utilizados com sucesso (Corréa et al., 2024; Rusitashvili at al., 2024). A
auséncia de atividade de lacase em Trametes cultivado em farelo de trigo geralmente
se deve a condi¢cdes de cultivo subdtimas, a falta de indutores ou nutrientes
necessarios, ou a limitagdes intrinsecas da cepa. A otimizagdo da composi¢édo do
substrato, dos parametros ambientais e a adicdo de indutores podem aumentar

significativamente a producéo de lacase.

O pré-tratamento contou com ensaios com a adicdo de 2,6-
dimetoxifenol, um mediador considerado eficiente na degradacdo de material
lignocelulésico. Este composto atua como um mediador redox, facilitando a
transferéncia de elétrons entre a enzima lacase e os compostos fendlicos do
substrato, aumentando dessa forma a eficiéncia da degradacao da lignina (Matei et
al., 2020). Este fator aumenta a expectativa de que a lignina do substrato em questao
seja quebrada, fazendo com que 0s microrganismos tenham maior acesso aos

acucares do vegetal para a geracéo do biogas.

Os SV séo definidos como o material carbonaceo passivel de virar
energia mediante a biodigestdo anaerdbia e os solidos fixos como a matéria mineral
ou inorganica (Rodrigues et al., 2020). A producéo de biogas € inerente a presenca
dos SV, resultando num processo proporcional, ou seja, quanto maior a quantidade
de soélidos volateis, maior a possibilidade de geracdo do biocombustivel. A
determinacdo do teor de sdlidos totais dos substratos de entrada no biodigestor,
resulta de vital importancia, com o fim de evitar a sobrecarga de matéria organica no
sistema. Portanto, de acordo com a diretriz VDI (2006), os ST da mistura dos
substratos, ndo devem ultrapassar os 10%.

Os dados obtidos mediante o teor de solidos das amostras encontram-

se representados na Tabela 7.


https://www.zotero.org/google-docs/?broken=0h1yKk
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=0h1yKk
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=0h1yKk
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Tabela 5 - Teor de solidos das amostras.

Amostra ’ ST (%) l SV (%)

M 90,18 £ 0,07 7791 231
MT1 91,8+0,1 70,1+0,4 29,9+04
MT2 91,4+0,3 75,1+0,4 249+04
MT3 83,0+0,1 73,3 0,3 26,7+0,3
MT4 929+0,1 76,7+0,6 23,3+0,6

DB 18,8 £ 0,7 771 231

In6culo 4,2+0,6 60 = 2 40+ 2

M: Hydrilla verticillata; MT1: Hydrilla verticillata pré-tratamento 1; MT2: Hydrilla verticillata pré-
tratamento 2; MT3: Hydrilla verticillata pré-tratamento 3; MT4: Hydrilla verticillata pré-tratamento 4; DB:
Dejeto Bovino.

Fonte: Autoria prépria, 2024.

A andlise de solidos realizada neste estudo para a Hydrilla verticillata
e o dejeto bovino encontra-se em consonancia com os dados da literatura. Para a H.
verticillata, o teor de Sélidos Totais (ST) obtido (90%) esta alinhado com o valor de
92% reportado por Chen et al. (2016), Da mesma forma, o teor de Sdlidos Volateis
(SV) de 77% (Autoria Prépria, 2024) é similar ao 72,4% encontrado na literatura (Chen
et al., 2016). Em relacédo ao Dejeto Bovino, o teor de ST (18%) e SV (76) obtido nos
ensaios (Autoria Propria, 2024) demonstrou se comparavel aos valores de referéncia
(19,13% de ST e 23,2 de SV) descritos por Rodrigues (2019). Esses resultados
confirmam que as biomassas utilizadas neste trabalho apresentam um elevado teor

de sdlidos volateis, indicando seu potencial para a producéo de biogas

O pH foi avaliado no inicio e no final do experimento de biodigestéo, e
observou-se que ele permaneceu estavel entre 7 a 8. Essa faixa € reconhecida como
O6tima para o desenvolvimento de microrganismos metanogénicos, um intervalo

consistente com os estudos de Mata-Alvarez et al. (2014) e Xu et al. (2018).

Também, foi avaliada a capacidade de geracdo de biogas na
codigestdo do dejeto bovino e a H. verticillata com e sem o pré-tratamento. Os
resultados da producdo acumulada de biogas sdo mostrados na Tabela 7 e indicam
gue a biomassa da macréfita HV (M), sem o pré-tratamento biologico, foi apropriada

para producao de biogas, produzindo 49 LN/kgSV. Com relacéo aos pré-tratamentos,
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0 MT2 foi guem melhor produgéo teve, sendo de 34 LN/ kgSV. Os demais produziram
abaixo desse valor (MT1: 29 LN/ kgSV; MT3: 27 LN/ kgSV; MT4: 26 LN/ kgSV). Os
tratamentos (MT1 e MT3) que continham o mediador ndo mostraram bom
desempenho como esperado, pois, obtiveram uma producao abaixo da macrofita sem
pré-tratar. Esses resultados sugerem que a lacase pode ndo ser a principal
responsavel pela variacdo observada na biomassa pré-tratada, indicando que outros

metabdlitos ou enzimas podem estar envolvidos no processo.

Tabela 6 - Producdo acumulada de biogas da macrofita com e sem pré-tratamento

Tipo de Substrato Vol L N/ kg Sv

DB + M + H2O + In6culo 49+1
DB + MT1 + H,0 + Inéculo 294
DB + MT2 + H,O + In6culo 34+1
DB + MT3 + H,0 + Inéculo 272
DB + MT4 + H,O + In6culo 26 =1

Fonte: Autoria prépria, 2024.

A Figura 7 também mostra a producédo de biogas acumulada num
periodo de 41 dias, onde foram analisadas a producgéo de 6 vias (4 vias com pré-
tratamento; 1 via com indculo; e uma via sem pré-tratamento). Conforme o grafico, a
amostra sem pré-tratamento teve uma maior producdo de biogds em comparacao
com aquelas submetidas ao pré-tratamento (MT1, MT2, MT3 e MT4). Este fendmeno
pode ter sido causado por diferentes fatores, um deles é que o fungo usado no pré-
tratamento, ndo produz suficiente enzima lacase como era esperado fazendo com
gue o substrato se mantivesse na sua estrutura complexa, impossibilitando o acesso
a comunidade de microrganismos durante a digestdo anaerobia, tendo impacto de
forma direta na geracdo de biogas.
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Figura 7 - Producéo acumulada do biogas.
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Fonte: Autoria prépria, 2025.

A Figura 8 apresenta a producédo diaria das biodigestées. O maximo
da producéo de biogas ocorreu nos primeiros 14 dias da biodigestao (Pugliese et al.,
2015). Apods esse periodo, houve a diminuicdo da producdo diaria até atingir os 40
dias, tempo no qual a producéo foi menor ou igual a 1% do total acumulado. Os
resultados encontrados séo similares aos de Rodrigues et al. (2020) que também
obteve 0 méaximo da producdo didria na primeira semana da experimentacdo e

utilizando H. verticillata.

Na Figura 8, também é possivel observar que, durante esse periodo
inicial, a rota sem pré-tratamento apresentou o melhor desempenho em termos de
producgdo. Entre as rotas com pré-tratamento, a MT2 se destacou pela maior geragéo

de biocombustivel, enquanto a MT4 apresentou os valores mais baixos.
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Figura 8 - Producéo diaria de biogas dos ensaios.
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Fonte: Autoria prépria, 2025.

A biodegradacdo do substrato vegetal, apds o pré-tratamento
biolégico, foi avaliada pela sua morfologia por microscopia eletrénica de varredura
(MEV). As micrografias da Hydrilla verticillata sem e com os diferentes pré-
tratamentos podem ser vistas na Figura 9. Os resultados da MEV revelaram que a
integridade estrutural da Hydrilla verticillata foi amplamente preservada mesmo apoés
0S processos de pré-tratamento biologico. Esses resultados mostram a eficacia
limitada do pré-tratamento usado para aumentar a biodegradabilidade desse
substrato. As micrografias A e B correspondem a Hydrilla verticillata sem pré-
tratamento, apresentando uma superficie compacta e firme nas ampliacées de 500
X (10 pm). As imagens C e D referem-se ao pré-tratamento com MEA sem sinais
evidentes de degradacdo. De forma semelhante, as imagens E e F correspondem
aos tratamentos com farelo de trigo. FT-T1 (imagem E) e FT-T2 (imagem F), que

igualmente ndo apresentaram degradacao satisfatoria da parede celular da planta.
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Esses resultados estruturais sédo consistentes com os baixos rendimentos de biogas
nas rotas prée-tratadas.

Figura 9 - Micrografias da Hydrilla verticillata sem e com pré-tratamento.
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A) Hydrilla verticillata sem pré-tratar 10 um. B) Hydrilla verticillata sem pré-tratar 10 um. C) MEA - T1 -
Hydrilla verticillata pré-tratamento 1. 10 um. D) MEA - T2 - Hydrilla verticillata pré-tratamento 2. 10 um.

E) FT-T1 - Hydrilla verticillata pré-tratamento 1. 10 um. F) FT-T2 - Hydrilla verticillata pré-tratamento 2.
10 pm.

Fonte: Autoria propria, 2025.
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Apesar dos resultados encontrados neste estudo, o uso de agente
bioldgicos (fungos) no pré-tratamento de H. verticillata para geracdo de biogas nao
deve ser descartado. A literatura cientifica sustenta que pré-tratamentos biolégicos
degradam satisfatoriamente o material lignocelulésico, resultado em aumentos
significativos na producéo de biogés, com rendimentos que podem variar entre 19%

e 28%, conforme demonstrado no trabalho de Yadav e Vivekanand (2020).

CONCLUSOES

Neste estudo, foi avaliado o potencial de producéo de biogas do pré-
tratamento biologico do substrato de Hydrilla verticillata com o extrato enzimético do
fungo Trametes polyzona CCMIBA_19. A producéao de biogas foi obtida por meio da
codigestdo com esterco bovino. A celulose foi usada como controle positivo, e 0
in6culo foi usado como controle negativo. A atividade enzimética da lacase foi
avaliada em Extrato de Malte (MEA) e Malte enriquecido com farelo de trigo. O meio
MEA apresentou atividade enzimatica de até 5,05 U/L, enquanto o meio de farelo de
trigo ndo apresentou atividade enzimatica para a lacase.

A codigestao de Hydrilla verticillata com dejeto bovino, sem aplicacéo
de pré-tratamento, resultou em uma producdo de 49 49 LN/kgSV de biogas,
demonstrando que a biomassa da macréfita apresenta potencial para a geracdo do
biocombustivel. O sistema de codigestdo apresentou desempenho satisfatorio,
favorecendo a formacgéo de uma comunidade microbiana estavel, resultando um fator
essencial para a eficiéncia da digestdo anaerdbia, como evidenciado pelas

tendéncias observadas ao longo do periodo experimental.

Por outro lado, os pré-tratamentos bioldgicos com e sem adi¢cdo do
mediador redox ndo apresentaram os resultados esperados. Tal desempenho limitado
pode ser atribuido a baixa atividade da enzima lacase detectada nos extratos
enzimaticos obtidos a partir do fungo Trametes Polyzona CCMIBA 19. Ainda assim,
ndo se pode descartar a possivel atuacdo de outras enzimas ligninoliticas no

pProcesso.

Os resultados obtidos neste estudo indicam que a Hydrilla verticillata

€ uma candidata promissora para a producao de biogas. No entanto, o pré-tratamento
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bioldgico utilizando o fungo Trametes polyzona CCMIBA_19 associado ao mediador
2,6-dimetoxifenol mostrou-se ineficaz na otimizacdo do processo, provavelmente

devido aos baixos niveis de lacase apresentados.

Recomenda-se que pesquisas futuras se concentrem na otimizacao
das condi¢Bes de pré-tratamento, bem como na caracterizagdo mais detalhada da
atividade enzimatica envolvida. Além disso, a investigacdo dos beneficios ambientais
associados ao uso de plantas aquaticas, como a Hydrilla verticillata, pode contribuir

para o desenvolvimento de solucfes sustentaveis para a producédo de biogas.
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