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RESUMO 
 

O aproveitamento sustentável de resíduos agroindustriais e o desenvolvimento de 
biocombustíveis são estratégias essenciais para a bioeconomia circular. Este 
trabalho teve como objetivo avaliar o potencial de diferentes resíduos agroindustriais 
utilizados como substrato para a produção de enzimas celulolíticas pelo fungo 
Trichoderma asperellum e, subsequentemente, aplicar o extrato enzimático bruto na 
sacarificação da biomassa da microalga Scenedesmus sp., visando a produção de 
açúcares fermentescíveis. A produção de enzimas foi realizada por fermentação 
submersa utilizando, palha de milho, palha de trigo, sabugo de milho e bloco de 
composto pós-cultivo (SMS) do cogumelo Pleurotus pulmonarius. A biomassa da 
microalga foi submetida a diferentes pré-tratamentos físicos (autoclavagem, 
sonificador e ruptura mecânica) e químicos (hidrólise com HCl, H₂SO₄ e NaOH) para 
otimizar a liberação de glicose, previamente à sacarificação enzimática. Os resultados 
demonstraram que o composto pós-cultivo de cogumelo (SMS) foi o substrato mais 
eficaz para a indução de celulases totais, alcançando uma atividade enzimática de 
0,37 U/mL. Na etapa de pré-tratamento da biomassa microalgal, a autoclavagem 
(121 °C por 30 min) destacou-se como o método mais eficiente, produzindo, após a 
sacarificação enzimática (a 50 °C e pH 4,8), a concentração de 1,45 g/L de glicose 
em 15 dias, um rendimento mais de 300% superior à biomassa não tratada. O 
aumento de escala em biorreator, contudo, foi interrompido por contaminação, 
atingindo um pico de apenas 0,84 g/L de Açúcares Redutores Totais (ART). Conclui-
se, portanto, que a rota biotecnológica proposta é cientificamente viável, validando o 
SMS como um substrato superior para produção de enzimas e a autoclavagem 
como um pré-tratamento indispensável para a sacarificação de Scenedesmus sp. 
Embora as concentrações de glicose obtidas ainda sejam um desafio para a 
produção industrial de etanol, o estudo aponta para a necessidade de otimizações 
em maior escala e controle de assepsia. 

 
Palavras-chave;  Bioetanol;  Trichoderma  asperellum;  Scenedesmus  sp; 
Sacarificação; Resíduos Agroindustriais. 



ABSTRACT 

The sustainable use of agro-industrial residues and the development of third- 
generation biofuels are essential strategies for the circular bioeconomy. This study 
aimed to evaluate the potential of different agro-industrial residues as substrates for 
production of cellulolytic enzymes by the fungus Trichoderma asperellum and, 
subsequently, to apply the crude enzyme extract for the saccharification of the 
microalgae Scenedesmus sp. biomass, aiming at the production of fermentable 
sugars. Enzyme production was carried out through submerged fermentation using 
soybean meal, corn straw, wheat straw, corn cob, and spent mushroom substrate 
(SMS) from the fungus Pleurotus pulmonarius. The microalgal biomass was subjected 
to different physical (autoclaving, sonication, and mechanical disruption) and chemical 
(hydrolysis with HCl, H₂SO₄, and NaOH) pretreatments to optimize glucose release. 
The results demonstrated that the spent mushroom substrate (SMS) was the most 
effective substrate for cellulase induction, reaching an enzyme activity of 0.37 U/mL. 
In the microalgal biomass pretreatment stage, autoclaving (121 °C for 30 min) stood 
out as the most efficient method, yielding, after enzymatic saccharification (at 50 °C 
and pH 4.8), a glucose concentration of 1.45 g/L in 15 days, a yield over 300% higher 
than that of the untreated biomass. The scale-up in a bioreactor, however, was 
interrupted by contamination, reaching a peak of only 0.84 g/L of Total Reducing 
Sugars (TRS). It is concluded, therefore, that the proposed biotechnological route is 
scientifically viable, validating SMS as a superior substrate for enzyme production and 
autoclaving as an indispensable pretreatment for the saccharification of Scenedesmus 
sp. Although the glucose concentrations obtained remain a challenge for industrial 
ethanol production, the study points to the need for larger-scale optimizations and 
aseptic control. 

Keywords: Bioethanol; Trichoderma asperellum; Scenedesmus sp; Saccharification; 

Agro-industrial Residues. 
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1 INTRODUÇÃO 

 
As atividades agroindustriais representam um dos setores primários da economia 

de um país, principalmente daqueles que se caracterizam por altas taxas de 

produção de commodities agrícolas, como o Brasil (Pellera; Gidarakos, 2017). 

Contudo, essas atividades geram anualmente toneladas de resíduos, cuja maioria é 

deixada no solo ou queimada a céu aberto, causando poluição do ar e significativos 

riscos ambientais (Menezes et al., 2022). 

Esses resíduos agroindustriais compreendem todos os subprodutos gerados na 

agricultura e na pecuária, como os rejeitos de culturas (café, cacau, banana, soja, 

milho, etc.), dejetos animais, e os efluentes produzidos nas agroindústrias (Azelee et 

al., 2020). 

A busca pela sustentabilidade tem incentivado fortemente o aproveitamento 

dessa biomassa residual, de composição, em grande parte, lignocelulósica 

(Santana; Durães, 2013). 

Nesse cenário, o Brasil detém uma posição estratégica para liderar o 

aproveitamento integral desses materiais, devido a uma combinação única de 

fatores: a maior biodiversidade do planeta, vasta disponibilidade de matérias-primas 

renováveis, intensa radiação solar, abundância de água e diversidade climática. 

Somado a isso, o pioneirismo do país na produção de etanol combustível, desde o 

programa PRÓ-ÁLCOOL em 1975, em larga escala e o surgimento de novas fontes 

promissoras, como as microalgas, reforçam seu potencial para gerar bioenergia e 

produtos químicos de alto valor (CGEE, 2010). 

Diante dessa abundância, a necessidade de soluções inovadoras para o manejo 

de resíduos lignocelulósicos impulsiona pesquisas há décadas. Diversos estudos se 

dedicam ao desenvolvimento de técnicas eficazes para transformar esses materiais 

em produtos de alto valor agregado, como biocombustíveis e biomateriais 

(Rabemanolontsoa; Saka, 2016; Kumari; Singh, 2018). Nessa jornada, a exploração 

do potencial biotecnológico de microrganismos é fundamental, abrindo caminho para 

um futuro mais sustentável, no qual esses resíduos deixam de ser um problema e se 

tornam a base para uma nova geração de produtos (Aguiar; Ferraz, 2011; Orlandelli 

et al., 2012). 
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A degradação de resíduos lignocelulósicos é eficientemente realizada por 

diversos fungos, com destaque para o gênero Trichoderma, reconhecido por sua 

capacidade de secretar coquetéis enzimáticos extracelulares complexos e de alta 

atividade (Druzhinina; Shelest; Kubicek, 2012).). 

Nesse contexto, a fermentação surge como um processo biotecnológico chave, 

permitindo a valorização de resíduos agroindustriais de baixo custo, que servem 

como substratos ideais para a produção dessas enzimas. O uso dessas matérias-

primas complexas é particularmente vantajoso, pois induz microrganismos a 

expressar justamente o conjunto de celulases e hemicelulases necessárias para 

uma hidrólise completa (Bajar; Singh; Bishnoi, 2020). 

Embora tradicionalmente conhecido como agente de biocontrole, o T. asperellum 

é um candidato excelente para esta aplicação devido ao seu crescimento robusto e 

notável capacidade de secreção enzimática (Wang et al., 2015). 

Apesar das vantagens, o alto custo de produção das enzimas ainda é um desafio 

para sua viabilidade em larga escala (Monteiro; Silva, 2009). Por isso, pesquisas que 

se dedicam ao desenvolvimento de técnicas para obtenção de enzimas mais 

eficientes e economicamente viáveis são de fundamental importância. Tais estudos 

visam viabilizar economicamente a conversão da biomassa, impulsionando a 

sustentabilidade e a geração de valor (Boondaeng et al., 2024). 

A aplicação de complexos enzimáticos em microalgas é uma rota biotecnológica 

particularmente promissora, especialmente quando se considera que esta biomassa 

oferece vantagens únicas para um cultivo sustentável. Notadamente, o rápido ciclo 

de crescimento algal e a resiliência em condições ambientais adversas permitem o 

cultivo intensivo em terras não agricultáveis e o uso de águas salinas, o que evita a 

competição com a agricultura tradicional por terra e água doce. Desta forma, a 

versatilidade das microalgas as estabelece como uma plataforma de alto potencial 

para a produção futura e concomitante de diferentes biocombustíveis, incluindo 

biodiesel, hidrogênio, biogás e o próprio etanol (CGEE, 2010). 

O conceito de biorrefinaria compreende as instalações e processos que 

transformam matérias-primas renováveis e seus resíduos em uma gama de 

produtos, como biocombustíveis, energia, alimentos e produtos químicos de alto 

valor agregado, assumindo uma posição estratégica na era pós-petróleo (CGEE, 

2010). 
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Nesse contexto, as microalgas destacam-se como uma fonte de biomassa com 

alto potencial biotecnológico, capazes de produzir diferentes tipos de compostos 

economicamente importantes. A biomassa microalgal é rica em lipídeos e 

carboidratos, o que viabiliza a produção de biocombustíveis, e também é uma fonte 

promissora de compostos bioativos valiosos, como polímeros, vitaminas, peptídeos e 

carotenoides, com aplicações em diversas indústrias, incluindo a alimentícia, 

farmacêutica, cosméticos e de biofertilizantes (Rizwan et al., 2018). 

Contudo, apesar do seu vasto potencial para a produção de biocombustíveis e 

outros compostos de valor, a sua utilização em larga escala enfrenta gargalos 

significativos. Os principais desafios residem nas etapas de pós-processamento, 

sendo que a extração dos compostos de dentro das células é dificultada pela robusta 

parede celular que possuem, exigindo métodos de hidrólise eficientes (Priya, 2021). 

Desta forma, o objetivo deste estudo é o aproveitamento sustentável de resíduos 

agroindustriais da região oeste do Paraná, utilizando o fungo Trichoderma 

asperellum para a produção de enzimas capazes de realizar a sacarificação 

enzimática da parede celular de microalgas do gênero Scenedesmus, visando à 

subsequente produção de etanol de terceira geração. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 
2.1 RESÍDUOS LIGNOCELULÓSICOS 

 
Os materiais lignocelulósicos englobam vários resíduos agrícolas (palhas, cascas, 

cavacos), madeiras duras (dicotiledôneas), madeiras moles (coníferas) e resíduos das 

indústrias de papel (Tamanini; Hauly, 2004). Dentre os diversos materiais existentes, 

o bagaço de cana-de-açúcar, a palha de arroz, de trigo e de milho são insumos 

promissores para a bioconversão em produtos de alto valor agregado (Petenuci et al., 

2016). 

O Brasil possui condições ímpares para se destacar na produção e uso da 

biomassa lignocelulósica, graças aos seus privilégios naturais e geográficos, como a 

vasta área agricultável com condições favoráveis de solo e clima, além da intensa 

radiação solar ao longo do ano (MME, 2007). Essa combinação de fatores coloca o 

país em posição de vanguarda para o desenvolvimento da bioeconomia, 

impulsionando a geração de empregos, renda e o crescimento sustentável. A TABELA 

1 detalha a produção das principais culturas de grãos do país, ilustrando a magnitude 

do potencial de geração de biomassa. 

 
TABELA 1 - ÁREA PLANTADA E PRODUÇÃO DE MILHO, SOJA E TRIGO NO BRASIL ENTRE 

2021-2024 
 

Safras Total Área Plantada 
(ha) 

Total Produção 
(milhões de toneladas) 

Milho 2021/22 21.580,60 113.130,40 

Milho 2022/23 22.269,20 131.892,60 

Milho 2023/24 20.361,40 112.752,70 

Soja 2021/22 41.492,00 125.549,80 

Soja 2022/23 44.080,10 154.609,50 

Soja 2023/24 45.177,90 146.858,50 

Trigo 2022 3.086,20 10.554,40 

Trigo 2023 3.473,40 8.096,80 

Trigo 2024 3.264,70 9.587,90 

FONTE: Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), 2024. 



13 
 

 
 

 
A geração de resíduos lignocelulósicos em larga escala na agricultura, 

silvicultura e agroindústria exige soluções inovadoras para sua gestão e valorização. 

Segundo Oliveira (2022), diretor executivo da Brasil Biomassa Consultoria, a 

agricultura brasileira gera quase 880 milhões de toneladas de resíduos sem 

aproveitamento energético, representando um desafio ambiental e uma oportunidade 

para o desenvolvimento da bioeconomia. 

As culturas de soja, milho e trigo são notáveis pela grande quantidade de 

resíduos que geram (TABELA 2), porém, o aproveitamento desses materiais enfrenta 

desafios logísticos significativos. Na produção de milho, por exemplo, a palhada 

(caule, folhas, sabugo e palha) é descartada diretamente na lavoura, resultando em 

uma grande dispersão que dificulta e encarece sua coleta, armazenamento e 

transporte. De forma similar, os resíduos da soja, como folhas e talos, também são 

deixados no campo (ABIB, 2023). 

Esses materiais proporcionam um efeito benéfico para a saúde do solo 

(Beutler et al., 2021). No entanto, os custos adicionais com a sua coleta e transporte 

geralmente inviabilizam economicamente seu aproveitamento energético em usinas 

termelétricas. O mesmo desafio logístico se aplica à palha do trigo, que permanece 

no campo após a colheita, representando um obstáculo para sua valorização em 

larga escala (ABIB, 2023). 

TABELA 2 - QUANTIDADE DE RESÍDUOS GERADOS POR CADA CULTURA 

Resíduo Quantidade (ton./ano) 

Palha e Sabugo de Milho 257.370.000,00 

Palha e Casca de Soja 290.625.000,00 

Palha de Trigo 13.475.000,00 

FONTE: Brasil Biomassa Bioenergia Bioeletricidade (ABIB), 2023. 



14 
 

 
 

 
A gestão de resíduos lignocelulósicos no Brasil está diante de um cenário que 

combina desafios e possibilidades. Por um lado, há a necessidade de lidar com a 

grande quantidade desses resíduos, buscando alternativas para seu aproveitamento. 

Por outro lado, vislumbra-se um futuro promissor onde esses mesmos resíduos 

podem ser a chave para impulsionar a bioeconomia, com potencial de serem 

transformados em uma variedade de aplicações de alto valor, gerando benefícios 

ambientais, econômicos e sociais significativos (Ballesteros, 2001). A TABELA 3 

destaca os principais mercados atuais para esses materiais no país. 

 
TABELA 3 - PRINCIPAIS USOS DOS RESÍDUOS LIGNOCELULÓSICOS NO BRASIL ENTRE 2021- 
2023 

 

Uso 
Estimativa de Mercado 

(toneladas/ano) 
Referências 

Combustão direta, 

cogeração, biogás, 

biocombustíveis de 

segunda geração. 

 

 
12 milhões 

 

 
(ABIB, 2023; CGEE, 2023) 

Celulose, papel, madeira 

compensada, 

biomateriais. 

 
10 milhões 

(ABIP, 2023; IBAMA, 

2023) 

Compostagem, biochar. 5 milhões 
(EMBRAPA, 2023; MMA, 

2023) 

Ração animal, biofiltros, 

materiais de construção. 
3 milhões (MAPA, 2023; ABC, 2023) 

FONTE: O autor (2025). 
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2.2 ESTRUTURA CELULAR DOS RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS 

 
A estrutura das células vegetais é caracterizada por uma parede celular rígida, 

constituída principalmente por polissacarídeos que correspondem a 

aproximadamente 70% da sua massa total. Essa parede confere características físico- 

químicas à planta, tais como plasticidade, elasticidade, resistência à tensão e à 

decomposição por microrganismos (Santos, 2012). A espessura da parede celular 

varia conforme a função de cada célula na estrutura da planta. Ela é formada por duas 

camadas: a parede primária, desenvolvida durante o crescimento celular, e a parede 

secundária, que se forma após a célula ter finalizado seu crescimento e a parede 

primária não aumentar mais sua superfície (Raven et al., 2001). 

Toda biomassa lignocelulósica possui uma estrutura básica composta por três 

componentes principais: os polissacarídeos, como a celulose (C₆H₁₀O₅)n e a 

hemicelulose (C₅H₈O₄)n, e um componente não polissacarídico, a lignina (C₉H₁₀O₂, 

C₁₀H₁₂O₃, C₁₁H₁₄O₄)n (Demirbas, 2010). 

Esses componentes são arranjados de modo que as cadeias de celulose e 

hemicelulose sejam interligadas pela lignina, conforme ilustra a FIGURA 1. Nessa 

estrutura, as cadeias de celulose se mantêm compactadas através de ligações de 

hidrogênio, que promovem a rigidez da planta, ao passo que a lignina atua como um 

aglutinante e como uma barreira física ao ataque de microrganismos. A hemicelulose, 

por sua vez, proporciona a ligação entre a celulose e a lignina, formando a rede fibrosa 

(Rabelo, 2010) 

 

FIGURA 1 - ESQUEMA DA ESTRUTURA CELULAR DAS PLANTAS 

 

FONTE: Adaptada de US DOE et al. (2006). 
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Além dos três polímeros principais, há outros constituintes menores presentes, 

como compostos orgânicos, também denominados extrativos (ésteres, álcoois, 

esteroides, entre outros), e compostos inorgânicos (sulfatos, oxalatos, carbonatos e 

silicatos de cálcio, potássio e magnésio). A quantidade desses constituintes depende 

do tipo de material (Bidlack et al., 1992). 

A composição química da biomassa lignocelulósica é geralmente de 32-50% 

de celulose, 20-35% de hemicelulose e 10-25% de lignina, além de uma pequena 

quantidade de cinzas e extrativos (Santos et al., 2012). Entretanto, esta composição 

varia em função de fatores como o tipo de biomassa, a idade do vegetal e as 

condições de plantio. A TABELA 4 apresenta a composição química parcial dos 

principais resíduos lignocelulósicos. 

 
TABELA 4 - COMPOSIÇÃO QUÍMICA PARCIAL DOS RESÍDUOS DE MILHO E SOJA 

 

Resíduo Celulose (%) 
Hemicelulose 

(%) 

Lignina 

(%) 

Cinzas 

(%) 

Pectina 

(%) 
Referências 

Palha de Milho  
32,0 - 40,0 

 
22,0 - 32,0 

18,0 - 24,0 5,0 - 10,0  
2,0 - 4,0 

(SILVA et al., 2023; 

CARVALHO et al., 

2022) 

Casca de 

Soja 
 

40,0 - 50,0 
 

25,0 - 35,0 
12,0 - 18,0  

3,0 - 6,0 
 

5,0 - 8,0 
(GOMES et al., 2023; 

SILVA et al., 2022) 

Palha de Trigo 
 

35,0 - 45,0 
 

20,0 - 30,0 
15,0 - 20,0  

5,0 - 8,0 
 

2,0 - 4,0 
(SANTOS et al., 2024; 

ROCHA et al., 2023) 

FONTE: O Autor (2025). 
 

 

Diante dessa estrutura complexa e recalcitrante, o aproveitamento 

biotecnológico dos polissacarídeos da biomassa depende de uma etapa inicial 

denominada, pré-tratamento. O objetivo fundamental deste processo é desestruturar 

a matriz lignocelulósica, reduzindo a cristalinidade da celulose e removendo 

parcialmente a hemicelulose e a lignina, para assim aumentar a acessibilidade dos 

carboidratos à hidrólise enzimática subsequente (Mood et al., 2023). 
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Os métodos de pré-tratamento são amplamente classificados em quatro 

categorias: físicos (como moagem), químicos (utilizando ácidos ou álcalis), físico- 

químicos (como a explosão a vapor e a hidrólise hidrotérmica) e biológicos (com o uso 

de microrganismos ou enzimas isoladas). A escolha da técnica mais adequada é um 

passo crítico e depende da natureza da biomassa e dos objetivos do processo de 

conversão (Foja, 2024). 

2.2.1 Celulose 

 
A celulose corresponde a aproximadamente 40% de toda a reserva de carbono 

disponível na biosfera, sendo a fonte mais abundante desse elemento (Rabelo, 2007). 

É o principal componente dos materiais lignocelulósicos, sendo uma molécula 

constituída por anéis de β-D-glicopiranose unidos por ligações do tipo β-D-(1,4) - 

glicosídicas. Sua fórmula geral (C₆H₁₀O₅), representa um homopolissacarídeo linear, 

cujo monômero é a glicose e a unidade repetitiva é a celobiose (Rabelo, 2010). 

A celobiose é definida como a unidade conformacional mínima da celulose, 

enquanto a glicose representa somente a unidade fundamental das cadeias do 

polímero (Pitarelo, 2007). O tamanho da cadeia de celulose, medido por seu grau de 

polimerização (GP), pode variar de 1.000 a 15.000 unidades de glicose, dependendo 

da fonte e do processamento das fibras (Fengel; Wegener, 1991; Pitarelo, 2010). 

As cadeias de glicose são unidas por forças de Van der Waals e por ligações 

de hidrogênio, que permitem um crescimento linear da macromolécula, conferindo-lhe 

elevada massa molecular, alto grau de cristalinidade, insolubilidade em água e 

estrutura rígida (Bidlack et al., 1992; Rabelo, 2007). 

As moléculas de celulose ligam-se umas às outras por pontes de hidrogênio 

intramoleculares e intermoleculares, formando fibrilas que, por sua vez, são 

agregadas em microfibrilas (Senna, 2014). As regiões dentro das microfibrilas com 

elevada organização são denominadas cristalinas, enquanto as menos organizadas 

são chamadas de amorfas (Rabelo, 2010). 

A região cristalina possui um empacotamento denso e ordenado das cadeias, 

o que a torna resistente à despolimerização e de difícil hidrólise. A região amorfa, por 

outro lado, possui menor orientação molecular e, dessa forma, é hidrolisada mais 

facilmente (Fengell; Wegener,1989). 
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A hidrólise total da celulose gera apenas glicose, que pode ser convertida em 

uma série de substâncias químicas e bioquímicas. Por ter uma via metabólica comum 

à grande maioria dos seres vivos, a glicose pode, assim como a sacarose, ser 

convertida biologicamente em etanol ou utilizada na produção de outras substâncias, 

como ácidos orgânicos, glicerol e enzimas, por processos químicos ou bioquímicos 

(CGEE, 2010). 

 
2.2.2 Lignina 

 
A lignina, depois da celulose, é a macromolécula orgânica mais abundante nos 

materiais lignocelulósicos. É um polímero complexo, incorporado à parede celular 

durante o amadurecimento do vegetal, sendo composto por unidades de fenilpropano 

que formam uma macromolécula tridimensional e amorfa (Rabelo, 2007). Este 

composto se deposita entre os polissacarídeos na parede celular, formando ligações 

covalentes com os monossacarídeos da hemicelulose (Carvalho, 2011). 

Sua estrutura é bastante heterogênea e consiste em uma rede de anéis 

aromáticos unidos, principalmente por ligações do tipo alquil-aril-éter, formando um 

arranjo com alto grau de ligações cruzadas (Argyropoulos; Menachem, 1997). Esta 

macromolécula possui natureza polifenólica e é produto da polimerização de três 

álcoois monoméricos precursores: p-cumarílico, coniferílico e sinapílico.A 

complexidade deste polímero na célula lhe confere alta eficiência na condução de 

água da base até o topo do vegetal, além de atuar como uma barreira física na defesa 

contra o ataque de patógenos (Senna, 2014) 

 
2.2.3 Hemicelulose 

 
As hemiceluloses desempenham um papel fundamental na constituição da 

parede celular das plantas, pois se ligam às microfibrilas de celulose, conferindo 

elasticidade à parede e impedindo o contato direto entre as fibrilas (Ramos, 2003). 

Assim como a celulose, as hemiceluloses são polissacarídeos, entretanto, são 

classificadas como heteropolissacarídeos, pois são constituídas por diferentes 

unidades de açúcares, como pentoses, hexoses e ácidos hexourônicos (Santos, 

2012). 
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Sua composição inclui açúcares como glicose, manose e galactose (hexoses), 

além de xilose e arabinose (pentoses), podendo ainda apresentar quantidades 

variáveis de ácidos urônicos em alguns tipos de vegetais (Rabelo, 2007). 

Frequentemente, a xilana é o principal polissacarídeo da hemicelulose, formada por 

unidades de D-xilose ligadas entre si por ligações β-(1,4)-xilopiranosídicas na cadeia 

principal (Senna, 2014). Estruturalmente, essas macromoléculas são ramificadas, 

apresentam cadeias curtas, são solúveis em soluções alcalinas e possuem natureza 

predominantemente amorfa, o que as torna mais suscetíveis a pré-tratamentos do que 

a celulose (Shleser, 1994). 

 
2.3 MICRORGANISMOS E ENZIMAS PARA A DEGRADAÇÃO DA BIOMASSA 

 
2.3.1 Microrganismos degradadores de lignocelulose 

 
Os materiais lignocelulósicos na natureza são degradados por diversos grupos 

de microrganismos, como bactérias, fungos e actinomicetos, os quais secretam uma 

grande diversidade de enzimas eficientes que auxiliam no processo de 

despolimerização da biomassa (Aguiar, 2010). Dentre eles, os fungos de 

decomposição branca (white-rot-fungi) e os de decomposição parda (brown-rot-fungi) 

são considerados os mais eficientes na degradação desses materiais (Fasanella, 

2009). 

Os fungos, em particular, formam um grupo bastante diversificado, podendo ser 

encontrados na natureza em solos, vegetais e até mesmo em animais (Andrade, 

2015). Eles se apresentam em duas conformações: leveduriforme (unicelular) e/ou 

filamentosa (Souza, 2015). Os fungos degradadores são responsáveis por um dos 

mais importantes ciclos do carbono na natureza. Graças à sua ação, o complexo 

polimérico dos lignocelulósicos pode ser despolimerizado, permitindo que outros 

microrganismos tenham acesso às estruturas dos vegetais que não estavam 

previamente acessíveis (Ferraz, 2004). 
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2.3.2 O gênero Trichoderma como biofábrica de enzimas 

 
Através de técnicas de isolamento e seleção, é possível encontrar na natureza 

uma vasta quantidade de fungos que produzem enzimas de interesse biotecnológico 

(Scheffer, 2018). O fungo filamentoso Trichoderma asperellum, frequentemente 

isolado de solos, raízes e madeira em decomposição, é amplamente estudado como 

um fungo micoparasita e utilizado como agente de biocontrole eficaz contra diversos 

microrganismos patogênicos, como Rhizoctonia solani e Fusarium oxysporum 

(Samuels; Lieckfeldt; Nirenberg, 1999; Ramot et al., 2004; Marcello et al., 2010; Marx 

et al., 2013). 

Contudo, seu potencial vai além, sendo também considerado um fungo 

benéfico para o crescimento de plantas e, de grande importância para a biotecnologia, 

um notável produtor de enzimas lignocelulolíticas (Qian et al., 2019). De fato, para a 

maioria dos fungos que competem nesse ambiente, a quebra das paredes celulares 

das plantas é de grande importância para invadir os tecidos hospedeiros e obter 

nutrientes (Jonkers; Rep, 2009). Essa mesma capacidade de degradar a parede 

celular, essencial para sua competição com patógenos, é a teoria que fundamenta 

seu uso para a obtenção de recursos energéticos (Sarrocco et al., 2009), uma vez que 

esta espécie secreta uma série de enzimas extracelulares capazes de degradar 

celulose e hemicelulose, sendo a produção delas induzida pela presença de celulose 

no meio (Marx et al., 2013; Wang et al., 2015; Karuppiah et al., 2021). 

 
2.3.3 O complexo enzimático lignocelulolítico 

 
Os fungos filamentosos produzem um vasto repertório de enzimas para a 

degradação de materiais lignocelulósicos, incluindo lacases, peroxidases, 

hemicelulases e pectinases (Van Dyk; Pletschke, 2012). Dentre elas, o conjunto de 

enzimas envolvidas na degradação da celulose é denominado complexo celulásico 

(Aguiar, 2010). Essas enzimas atuam sinergicamente para a liberação dos açúcares, 

mas possuem diferentes modos de ação. As três principais são denominados 

endoglucanases, exoglucanases e β-glicosidases (Prasad; Singh; Joshi, 2007). 
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O sucesso da sacarificação da celulose depende da ação sinérgica entre essas 

três classes. O rendimento da hidrólise quando elas atuam em conjunto é 

significativamente maior do que a soma de suas ações individuais. A sinergia ocorre, 

por exemplo, quando as endoglucanases criam pontos de acesso para as 

exoglucanases (sinergia endo-exo), e quando as β-glicosidases removem a celobiose 

do meio, que por sua vez inibe a ação das exoglucanases (sinergia exo-βG) (CGEE, 

2010). 

 
2.3.4 Produção de enzimas por fermentação submersa 

 
A fermentação é um processo bioquímico no qual a matéria orgânica é 

parcialmente degradada para a produção de energia na forma de ATP (adenosina 

trifosfato), a "moeda energética" das células (Nelson; Cox; Hoskins, 2022). Este 

processo, realizado por uma ampla variedade de organismos, é a base para a 

produção industrial de diversos produtos de interesse, como alimentos, 

biocombustíveis e as próprias enzimas (Neto, 2022). 

Para garantir a qualidade e a eficiência desses bioprocessos, é fundamental 

controlar cuidadosamente diversos parâmetros, como concentração do substrato, 

umidade, temperatura, pH e oxigênio dissolvido (Moreira, 2018). Duas técnicas 

principais são utilizadas na indústria: a fermentação em estado sólido (FES) e a 

fermentação submersa (FSm). A FSm, oferece maior controle sobre os parâmetros do 

processo e alta produtividade, embora geralmente apresente custos mais elevados. 

Em contraste, a FES tem menor custo e consumo de água, mas com maior dificuldade 

de controle (Farinas, 2015; Moreira, 2018). 

 
2.4 MICROALGAS E A PRODUÇÃO DE BIOETANOL  

 

 
2.4.1 O potencial das microalgas para produção de etanol de terceira geração 

 

 
As microalgas constituem um grupo diversificado de microrganismos 

fotossintéticos, com estrutura eucariótica, que se destacam pela sua grande 

adaptabilidade e potencial biotecnológico (Lourenço, 2006; Derner et al., 2006). 
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No contexto das biorrefinarias, a biomassa de microalgas é extremamente 

promissora para a produção de diversos produtos, incluindo biocombustíveis. Elas 

apresentam vantagens significativas sobre as biomassas tradicionais, posicionando 

os produtos gerados a partir delas (como biocombustíveis) como de terceira 

geração. 

Uma de suas principais características é a alta produtividade e a notável 

eficiência na fixação de CO₂, sendo capazes de utilizar o gás carbônico proveniente 

de fontes industriais (Chisti, 2004). Crucialmente, seu cultivo não compete 

diretamente com a agricultura por terras aráveis ou água potável, pois pode ser 

realizado em áreas marginais e utilizando águas residuais ou salinas. Esse 

processo, além de gerar biomassa, promove o tratamento de efluentes, valorizando 

um recurso que seria descartado (Demirbas, 2010; Rodolfi, 2009; Park et al., 2011). 

Em comparação com outras biomassas lignocelulósicas, as microalgas oferecem 

ainda outra vantagem estratégica: a ausência de lignina em sua parede celular, o 

que simplifica significativamente as etapas de hidrólise para acessar seus 

carboidratos e, consequentemente, diminui os custos associados a essa etapa no 

processo industrial (Alam; Wang, 2019; Chen et al., 2013; Ngamsirisomsakul et al., 

2019). 

A biomassa obtida é uma fonte rica de compostos que, quando processados 

em uma biorrefinaria, podem gerar uma gama de produtos, análogos aos derivados 

do petróleo em uma refinaria tradicional. Essa capacidade de gerar múltiplos 

produtos de alto valor, como combustíveis, produtos químicos de plataforma e outros 

materiais bio-baseados, é a base do conceito de biorrefinaria integrada, cujo 

fluxograma é apresentado na FIGURA 2. Neste modelo, para a produção de 

biocombustíveis como o etanol, o foco principal reside na fração de carboidratos, 

como a celulose, que pode ser hidrolisada para a obtenção de açúcares 

fermentáveis (Pancha et al., 2015). 
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2.4.2 A parede celular e as rotas de conversão      

 
Apesar do vasto potencial, a aplicação em larga escala das microalgas 

ainda enfrenta desafios significativos, principalmente no pós-processamento da 

biomassa. O principal gargalo tecnológico é a extração dos compostos 

intracelulares, como os carboidratos, que é dificultada pela natureza da estrutura da 

própria parede celular das microalgas, que, mesmo não contendo lignina, é 

frequentemente complexa e resistente, e cuja composição varia entre as cepas 

(Silva, 2022; Cristi, 2020) 

Para superar essa barreira recalcitrante e expor os polissacarídeos à ação 

catalítica, a aplicação de um pré-tratamento eficaz é uma etapa indispensável que 

visa o rompimento da parede celular. Estes métodos são amplamente classificados 

em físicos, químicos e biológicos. Os métodos físicos, utilizam energia térmica, ondas 

de choque ou força de cisalhamento para promover a lise e o rompimento mecânico 

da parede celular (Agarwalla et al 2023). 
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Já os métodos químicos empregam reagentes como ácidos ou álcalis para 

hidrolisar quimicamente os componentes estruturais da parede. Por fim, o pré- 

tratamento biológico utiliza a ação específica de enzimas para degradar polímeros 

específicos, como a celulose, enfraquecendo a estrutura da parede (Agarwalla et al., 

2023). 

Uma vez que a biomassa está pré-tratada e desestruturada, a etapa de 

sacarificação (a conversão dos polissacarídeos em açúcares simples) pode ser 

realizada com alta eficiência. Neste processo, a hidrólise enzimática se apresenta 

como a abordagem mais sustentável e específica, pois ocorre em condições brandas 

de temperatura (40 a 50°C) e não gera os compostos inibidores da fermentação, 

comuns nos métodos químicos (Juturu; Wu, 2014).A sacarificação da celulose 

presente na parede celular é mediada por um coquetel sinérgico de enzimas fúngicas, 

principalmente as celulolíticas (endoglucanases, exoglucanases e β-glicosidases), 

que atuam em conjunto para degradar as fibras em glicose (Silva, 2022; Demirbas, 

2010; Prasad; Singh; Joshi, 2007; Facundes, 2014; Rosa, 2014). 

A eficiência dessa sinergia enzimática é, portanto, um passo crucial para 

viabilizar economicamente a produção de etanol e outros produtos a partir de 

microalgas. As diferentes rotas tecnológicas para a conversão da biomassa em 

bioenergia são detalhadas no esquema da FIGURA 3. 

 
FIGURA 3 - FORMAÇÃO DE PRODUTOS A PARTIR DA BIOMASSA DE ALGAS 

 

 
FONTE: Gris (2011), Adaptado 
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2.4.3 O gênero Scenedesmus 

 
Dentre a vasta diversidade de microalgas, o gênero Scenedesmus (família 

Scenedesmaceae) é frequentemente destacado em estudos biotecnológicos. 

Tipicamente encontrado em águas doces e salgadas, seus fósseis indicam uma 

presença na Terra de 70 a 100 milhões de anos atrás (Hegewald, 1997). Estes 

organismos formam colônias de 4 a 16 células (FIGURA 4) e, assim como outras 

clorófitas, apresentam crescimento rápido e alta tolerância a diferentes condições de 

cultivo, justificando seu uso em diversas aplicações (Lürling, 1999; Rodrigues, 2008; 

Lourenço, 2006; et al.). 

A relevância do gênero Scenedesmus para este estudo é acentuada por seus 

mecanismos de defesa, que incluem a formação de paredes celulares notavelmente 

espessas e resistentes (Lürling, 1999; Lürling e Donk, 2000). Essa característica 

robusta, embora vantajosa para a sobrevivência do organismo, o torna um modelo 

ideal para investigar os desafios da hidrólise e avaliar a eficácia dos pré-tratamentos 

enzimáticos discutidos na seção anterior. 

 
 
 

FIGURA 4 – MORFOLOGIA DE DIFERENTES ESPÉCIES DO GÊNERO SCENEDESMUS 
 

FONTE: Comas Gonzáles (2020) 
 

 
LEGENDA: A) obliqua; B) quadricauda; C) dimorpha. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 
3.1 MICRORGANISMOS E CONDIÇÕES DE CULTURA 

 
3.1.1 Obtenção e manutenção do fungo 

 
A cepa do fungo filamentoso Trichoderma asperellum. foi obtida por doação 

do Núcleo Experimental de Micologia Aplicada (NEMA/UFPR). Após o recebimento, o 

fungo foi repicado em meio ágar PDA (Ágar Batata Dextrose) para manutenção e, em 

seguida, incubado em estufa a 28 ºC por 7 dias. 

 
3.1.2 Obtenção e manutenção da microalga 

 
A microalga do gênero Scenedesmus sp. foi doada pelo Laboratório de 

Aquariologia e Produção de Alimento Vivo (UFPR). Com base na metodologia de  

Sipaúba-Tavares e Rocha (2001), a microalga foi cultivada em um meio contendo 70 

g de NPK (Nitrogênio, Fósforo e Potássio) e 30 g de ureia, dissolvidos em um 

volume final de 2 litros de água previamente declorada com anticloro de aquário. A 

cultura permaneceu por 15 dias sob iluminação e aeração contínuas. 

 
3.2 OBTENÇÃO E PREPARO DAS BIOMASSAS 

 
3.2.1 Resíduos lignocelulóicos 

 
Os resíduos agroindustriais, incluindo palha de milho, palha de trigo e 

sabugo de milho, foram cedidos por uma cooperativa agroindustrial da região de 

Palotina, PR. Adicionalmente, foi utilizado um bloco de composto pós-cultivo (Spent 

Mushroom Substrate - SMS) do cogumelo Pleurotus pulmonarius, obtido por doação 

do trabalho de iniciação científica do discente Leo Vicente Ortega. A composição do 

SMS consistia em 80% de serragem (Pinus elliottii), 20% de farelo de trigo e 1% de 

carbonato de cálcio sobre o peso total. Após o recebimento, todas as amostras de 

resíduos foram moídas até atingirem partículas de 1 mm e, em seguida, secas em 

estufa a 30 ºC por 24 horas. 
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As amostras secas e moídas foram encaminhadas ao Laboratório de 

Nutrição Animal (LANA/UFPR) para a caracterização da parede celular, onde foram 

determinados os teores de Fibra em Detergente Neutro (FDN), Fibra em Detergente 

Ácido (FDA) e Lignina, seguindo a metodologia sequencial descrita por Van Soest 

(1967) e Van Soest e Wine (1967). 

 
3.3 PRODUÇÃO E ANÁLISE DE ENZIMAS CELULOLÍTICAS 

 
3.3.1 Fermentação submersa (FSm) 

 
A produção de enzimas foi realizada por Fermentação Submersa (FSm). 

Para cada tipo de resíduo agroindustrial, o experimento foi conduzido em triplicata. 

O cultivo foi realizado em frascos Erlenmeyer de 250 mL, contendo 80 mL 

de meio de cultura e 1,6 g (2% m/v) de resíduo agroindustrial. O meio, com pH inicial 

ajustado para 6,66 ± 0,3, era composto por 0,11% de K₂HPO₄; 0,1% de (NH₄)₂SO₄; 

0,06% de KCl; 0,1% de NH₄H₂PO₄; 0,0017% de MgSO₄; 0,0028% de ZnSO₄·7H₂O; 

0,1% de extrato de levedura e 1% de sacarose. 

Os frascos contendo o meio de cultura foram autoclavados a 121 °C por 15 

minutos e, após o resfriamento, foram inoculados com o fungo. As culturas foram 

incubadas em agitador orbital (shaker) a 180 rpm e 28 °C por 15 dias. Amostras de 1 

mL foram coletadas de cada frasco a cada três dias para análises posteriores. 

 
3.3.2 Extração das enzimas 

 
Para a recuperação das enzimas, o caldo fermentado foi submetido a um 

processo de duas etapas. Primeiramente, realizou-se a separação da biomassa 

fúngica e dos sólidos maiores por meio de filtração em tecido de nylon. Em seguida, 

o filtrado foi centrifugado a 5000 rpm por 5 min. O sobrenadante límpido, que constitui 

o extrato enzimático bruto, foi então cuidadosamente coletado para uso nos ensaios 

subsequentes. 
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3.3.3 Ensaio de atividade enzimática 

 
A atividade celulolítica total foi determinada pela metodologia descrita por 

Ghose (1987), utilizando papel de filtro Whatman nº 1 como substrato. A mistura 

reacional, preparada em triplicata, foi composta por uma tira de papel de filtro (1,0 x 

6,0 cm), 1,0 mL de tampão citrato 0,1 M (pH 4,8) e 0,5 mL do extrato enzimático bruto. 

Os tubos foram incubados em banho-maria a 50 °C por 60 minutos. 

Após a incubação, a reação foi interrompida e a quantificação de açúcares 

redutores liberados foi realizada pelo método do ácido 3,5-dinitrossalicílico (DNS), 

conforme Miller (1959) sendo a absorbância da mistura medida em espectrofotômetro 

a 540 nm. A concentração de glicose foi determinada por interpolação em uma curva 

padrão (0,1 a 1,5 g/L), preparada simultaneamente aos ensaios. 

A atividade enzimática foi expressa em Unidades de Papel Filtro por mililitro 

(FPU/mL). Conforme a definição de Ghose (1987), uma unidade FPU corresponde à 

quantidade de enzima capaz de liberar 2,0 mg de glicose a partir do substrato em 60 

minutos, sob as condições descritas no ensaio. 

 
3.4 SACARIFICAÇÃO E PRÉ-TRATAMENTO DA BIOMASSA MICROALGAL E 

ENSAIOS DE GLICOSE 

 
3.4.1 Pré-tratamentos da biomassa microalgal 

 
Com o objetivo de avaliar diferentes métodos de rompimento da parede celular, 

a biomassa da microalga foi submetida a distintos pré-tratamentos, divididos em 

métodos termo-químicos, físicos e biológicos. 

O pré-tratamento termo-químico consistiu na suspensão de 2,5 mL de 

biomassa úmida em 5 mL de soluções 3 M de Ácido Clorídrico (HCl), Ácido Sulfúrico 

(H₂SO₄) e Hidróxido de Sódio (NaOH), seguida por autoclavagem a 121 °C por 30 

minutos. Os pré-tratamentos físicos foram realizados com uma suspensão de 2,5 mL 

de biomassa em 5 mL de água, incluindo: tratamento térmico por autoclavagem (121 

°C por 30 min); ruptura por ultrassom (sonicação) a 100 W em 5 ciclos de 30 

segundos; e ruptura mecânica (Bead Beating) com 900 mg de esferas de vidro em 5 

ciclos de 1 minuto, sendo que os dois últimos métodos tiveram intervalos de 

resfriamento em banho de gelo. 
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Por fim, o pré-tratamento biológico foi realizado com 2,5 mL de biomassa 

úmida, 5 mL de extrato enzimático bruto de Trichoderma asperellum e 3 mL de 

tampão citrato 0,1 M (pH 4,8), incubados em banho-maria a 50 °C por 15 dias. Após 

cada um dos tratamentos, amostras foram coletadas para a quantificação de 

açúcares redutores liberados. Um fluxograma esquemático, detalhado o 

delineamento experimental e as diferentes rotas de pré-tratamento aplicadas à 

biomassa, é apresentado na FIGURA 5. 

 
FIGURA 5 - ESQUEMA ILUSTRATIVO DOS DIFERENTES PRÉ-TRATAMENTOS (FÍSICOS, 

QUÍMICOS E BIOLÓGICOS), SEUS RESPECTIVOS MECANISMOS DE RUPTURA E ALVOS NA 

PAREDE CELULAR DA MICROALGA SCENEDESMUS SP 

 

FONTE: O autor (2025). 
 

 

3.4.2 Sacarificação e ensaio de glicose 

 
Os ensaios iniciais de triagem, para avaliar a atividade de cada extrato 

enzimático bruto sobre a biomassa de origem e a eficácia dos pré-tratamentos, foram 

realizados em tubos de ensaio. A mistura reacional consistiu em 9 mL da suspensão 

de biomassa microalgal, 1 mL de tampão citrato 0,1 M (pH 4,8) e 5 mL do extrato 

enzimático bruto. Os ensaios foram incubados a 50 °C sob agitação constante em 

banho-maria. 



30 
 

 

 
Para avaliar a significância estatística da eficácia dos pré-tratamentos, as 

concentrações finais de glicose obtidas por cada método foram comparadas com o 

tratamento controle (hidrólise enzimática da biomassa sem pré-tratamento). A análise 

foi conduzida por meio de Análise de Variância (ANOVA), e as médias foram 

comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significância (p < 0,05), utilizando o software 

Microsoft Excel. 

A sacarificação otimizada, com o objetivo de maximizar a liberação de glicose, 

foi realizada em um biorreator de bancada (TEC-BIO-FLEX-III). Para este ensaio, a 

mistura reacional foi preparada em maior escala, utilizando 100 mL de biomassa 

úmida (previamente tratada pelo método de autoclavagem), 120 mL de tampão citrato 

0,1 M (pH 4,8) e 200 mL do extrato enzimático bruto obtido a partir do SMS. O 

biorreator foi operado por 12 dias a 50 °C com agitação constante de 80 rpm. 

Para todos os ensaios, amostras foram coletadas em intervalos de 3 em 3 

dias para monitorar o progresso da hidrólise. A concentração de açúcares redutores 

liberados foi quantificada, em triplicata, pelo método do ácido 3,5- dinitrosalicílico 

(DNS), conforme descrito por Miller (1959). As leituras de absorbância foram 

realizadas em espectrofotômetro a 540 nm e a concentração foi determinada 

utilizando uma curva-padrão de glicose. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
4.1 MANUTENÇÃO DO FUNGO 

 
O cultivo do fungo filamentoso Trichoderma asperellum foi realizado em placas 

de Petri com meio PDA, incubadas a 28 °C por 7 dias. Após este período, as colônias 

desenvolveram uma morfologia visualmente característica. Macroscopicamente, 

exibiam textura algodonosa e felpuda, elevação acentuada e superfície rugosa (Jesus, 

2020). As bordas mostraram-se irregulares e a coloração geral variava entre o branco 

e o verde, com maior densidade de conídios no centro da colônia (FIGURA 5A). 

A análise microscópica revelou um sistema de conidióforos de aparência 

piramidal, com ramos regularmente ramificados e fiálides retas e ligeiramente 

alargadas, que se apresentavam de forma solitária ou em verticilos (FIGURA 5B). Os 

conídios, por sua vez, tinham formato globoso a subgloboso e apresentavam discreta 

ornamentação de superfície, consistentes com as características do gênero 

(PANDIAN et al., 2016) (FIGURA 5C). 

 
FIGURA 5 - ASPECTO MORFOLÓGICAS DA COLÔNIA DE Trichoderma asperellum 

 

FONTE: O autor (2025). 
 

 
LEGENDA: A) Aspecto macroscópico da colônia em meio PDA após 7 dias de cultivo; B) Detalhe 
microscópico mostrando o sistema de conidióforos e as fiálides; C) Conídios de formato globoso a 
subgloboso. 
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4.2 MANUTENÇÃO DA MICROALGA 

 
O cultivo da microalga Scenedesmus sp. foi realizado em um meio de cultura 

alternativo de baixo custo, formulado com água de torneira previamente declorada e 

enriquecido com um substrato comercial à base de Nitrogênio, Fósforo e Potássio 

(NPK). O sistema foi mantido em temperatura ambiente, sob iluminação constante 

(fotoperíodo 24h/0h) e com aeração contínua fornecida por uma bomba de aquário. A 

avaliação periódica da cultura foi realizada por meio de microscopia óptica para 

verificar a morfologia celular. 

A análise microscópica, apresentada na FIGURA 6, confirma o crescimento 

saudável da cultura mesmo no meio alternativo proposto. É possível observar a 

predominância de colônias (cenóbios) dispersas, uma característica típica do gênero 

Scenedesmus. Pertencente ao grupo das algas verdes (Chlorophyta), esta microalga 

se organiza em agrupamentos formados por células de morfologia 

predominantemente fusiformes (em forma de fuso) e elipsoidais, que se mantêm 

unidas lateralmente (Bazan, 2024). 

 
FIGURA 6 - FOTOMICROGRAFIA DO CULTIVO DA MICROALGA SCENEDESMUS SP 

 

 
FONTE: O autor (2025). 
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4.3 CARACTERIZAÇÃO DOS RESÍDUOS AGROINDUSTRIAIS 

 
A viabilidade de resíduos agroindustriais como matéria-prima em processos de 

biorrefinaria está diretamente ligada à sua composição química, que determina o 

rendimento teórico e a eficiência da conversão em produtos de maior valor agregado, 

como os açúcares fermentescíveis. A TABELA 5 detalha a caracterização química dos 

quatro substratos investigados neste estudo: SMS, palha de milho, sabugo de milho 

e palha de trigo. A análise revela perfis distintos e levanta pontos cruciais para a 

discussão sobre o potencial de sacarificação. 

Os resíduos lignocelulósicos provenientes das culturas de milho e trigo 

apresentaram elevados teores de lignina, na faixa de 38,5% a 39,5%. Este resultado, 

por si só, já indica uma alta recalcitrância do material, uma vez que a lignina atua como 

uma barreira física e química, limitando o acesso de enzimas, como a celulase, aos 

polissacarídeos estruturais (Himmel et al., 2007). Contudo, o ponto mais notável na 

caracterização destes três resíduos foi o teor de celulose excepcionalmente baixo, 

medido entre 6,9% e 7,1%. Estes valores divergem significativamente dos dados 

tipicamente reportados na literatura para biomassas similares. Por exemplo, trabalhos 

de referência como o de Kim e Dale (2004) descrevem a composição da palha de 

milho com teores de celulose na faixa de 35-40% e lignina entre 15-20%. De forma 

análoga, a palha de trigo é frequentemente caracterizada com 33-38% de celulose e 

17-22% de lignina (Saha et al., 2005). A composição da biomassa pode variar 

significativamente em função de fatores como clima, tipo de solo e cultivares 

utilizados. Essa variação pode levar a diferentes proporções de seus componentes, 

como celulose e lignina. Independentemente da causa específica dessa composição 

observada, a baixa disponibilidade de celulose se torna o principal fator limitante 

para a etapa de produção de celulases neste estudo. 

Em contraste, o SMS, tecnicamente conhecido como bloco de composto pós 

cultivo (SMS), apresentou um perfil químico distinto, com o maior teor de celulose 

entre os materiais testados (11,5%) e o menor teor de lignina (36,7%). Essa 

composição é consistente com a literatura, que descreve o SMS como um material 

lignocelulósico que já sofreu uma degradação biológica seletiva. 
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Durante o cultivo do cogumelo, o fungo consome preferencialmente a celulose 

e a hemicelulose como fonte de energia, o que resulta na redução desses 

componentes e na concentração relativa da lignina, que é mais resistente à 

degradação fúngica (Phan e Sabaratnam, 2012). 

Diante deste quadro composicional, as implicações para a etapa de 

sacarificação enzimática com celulase são diretas e claras. O rendimento da 

conversão de biomassa em açúcares simples é primariamente dependente de dois 

fatores: a acessibilidade ao polissacarídeo (impactada pela lignina) e, 

fundamentalmente, a quantidade de substrato disponível (o teor de celulose). 

Para a palha de milho, sabugo e palha de trigo, mesmo que um pré-tratamento 

ideal removesse toda a lignina, o baixo teor de celulose (≈7%) limitaria o rendimento 

teórico de glicose a um patamar muito baixo, tornando o processo economicamente 

inviável com o uso exclusivo de celulases. Por outro lado, o SMS, ao apresentar 

quase o dobro de celulose, desponta como o substrato mais promissor entre os 

quatro analisados para a produção de açúcares fermentescíveis via hidrólise 

celulolítica. 

 
TABELA 5 - CARACTERIZAÇÃO QUÍMICA DE RESÍDUOS AGROINDUSTRIAIS 

Componente 
Bloco de 

composto pós-

cultivo 

Cogumelo 

Palha de 

Milho 

Sabugo de 

Milho 

Palha de 

Trigo 

Umidade (%) 10,4 7,9 7,9 7,9 

Proteína Bruta (PB) 

(%) 
2,2 3,1 3,1 5,2 

Hemicelulose 

(HEM) (%) 
7,9 31,8 33,9 22,6 

Lignina (LIG) (%) 36,7 39,5 38,5 39,3 

Celulose (CEL) (%) 11,5 7,1 6,9 7,1 

Extrato Etéreo (EE) 

(%) 
0,4 0,2 0,4 0,5 

FONTE: O autor (2025). 
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4.4 PRODUÇÃO DE ENZIMAS POR FERMENTAÇÃO SUBMERSA 

 
A capacidade de diferentes resíduos agroindustriais em induzir a produção de 

enzimas celulolíticas pelo fungo filamentoso T. asperellum foi avaliada ao longo de 

15 dias em fermentação submersa. O GRÁFICO 1 apresenta a atividade da celulase 

(U/mL) obtida para cada substrato, revelando diferenças marcantes no potencial 

indutor de cada biomassa. Os resultados demonstram uma hierarquia clara de 

eficiência, na qual o SMS se destacou como o substrato mais eficaz, atingindo um 

pico de atividade de 0,37 U/mL no 15º dia. A palha de trigo apresentou um 

desempenho intermediário, com uma produção enzimática crescente que alcançou 

0,30 U/mL. Por outro lado, a palha de milho e o sabugo de milho mostraram-se 

substratos pouco eficientes, resultando em atividades máximas de apenas 0,15 

U/mL e 0,040 U/mL, respectivamente. 

A discussão destes resultados encontra uma base sólida ao correlacioná-los 

diretamente com a caracterização química dos resíduos, apresentada na TABELA 5. 

A produção de celulases por fungos do gênero Trichoderma é um processo 

classicamente descrito como indutível, no qual a presença de celulose no meio é o 

principal fator que dispara a expressão dos genes responsáveis pela síntese dessas 

enzimas (Mandels e Reese, 1964; Gusakov, 2011). Neste contexto, o desempenho 

superior do SMS — tecnicamente um bloco de composto pós-cultivo (do inglês, 

Spent Mushroom Substrate - SMS) — é diretamente explicado por possuir o maior 

teor de celulose (11,5%) entre os substratos testados. Essa maior disponibilidade do 

composto indutor permitiu ao T. asperellum uma resposta metabólica mais robusta, 

resultando na maior secreção de enzimas, como explicado acima. 

De forma inversa e igualmente clara, a baixa performance da palha e do sabugo 

de milho está em total consonância com suas características químicas. Seus 

baixíssimos teores de celulose (≈7%) e elevados teores de lignina (≈39%) criaram um 

cenário duplamente desfavorável. Primeiramente, a escassez do substrato indutor 

(celulose) limitou a sinalização para a produção enzimática. Em segundo lugar, a alta 

lignificação do material, um fator conhecido por causar forte recalcitrância, 

provavelmente impediu o acesso do fungo à pouca celulose que estava presente, 

resultando em uma fraca resposta indutiva (Himmel et al., 2007). 
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O desempenho intermediário da palha de trigo, que induziu uma produção 

enzimática significativamente maior que a da palha de milho, apesar de ambas 

possuírem teores de celulose muito similares (≈7%), sugere a influência de outros 

fatores. A literatura aponta que, além da composição, a estrutura física da biomassa e 

a razão entre seus nutrientes, como a relação Carbono/Nitrogênio (C/N), 

desempenham um papel crucial no metabolismo fúngico. É possível que a palha de 

trigo possua uma estrutura mais porosa ou uma razão C/N mais adequada para o T. 

asperellum em comparação com a palha de milho, otimizando a assimilação de 

nutrientes e, consequentemente, a produção de enzimas (Ferreira et al., 2019). 

Adicionalmente, o sucesso do composto pós-cultivo (SMS) como substrato pode ser 

atribuído ao fato de ser um material já parcialmente degradado pelo cultivo fúngico 

anterior, o que pode ter tornado a celulose remanescente mais exposta e bioacessível, 

uma característica positiva para a produção de enzimas, como observado por Singh 

et al. (2019). 

Em suma, os resultados confirmam que a produção de celulase por 

Trichoderma asperellum é fortemente dependente da composição e da estrutura do 

substrato agroindustrial. Ficou evidente que o teor de celulose bioacessível, e não 

apenas a quantidade total de carboidratos, é o fator determinante para a indução 

enzimática. O composto pós-cultivo de cogumelo (SMS) provou ser um substrato 

superior, enquanto a alta recalcitrância e a baixa concentração de celulose tornaram 

os resíduos de milho e trigo menos adequados para este fim específico sem um pré- 

tratamento. 
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GRÁFICO 1 – ATIVIDADE CELULOLÍTICAS PELO FUNGO Trichoderma asperellum. 

UTILIZANDO DIFERENTES RESÍDUOS AGROINDUSTRIAIS EM FERMENTAÇÃO SUBMERSA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
FONTE: O Autor (2025). 

 

 

4.5 AVALIAÇÃO DA LIBERAÇÃO DE GLICOSE APÓS PRÉ-TRATAMENTOS 

 
A etapa de pré-tratamento é um gargalo crítico na produção de biocombustíveis 

a partir de microalgas, pois visa romper a resistente parede celular para liberar os 

carboidratos intracelulares. Neste estudo, foram avaliados seis métodos de pré- 

tratamento — três químicos (HCl, NaOH, H₂SO₄) e três físicos (mecânico/maceração, 

autoclave e sonificador) — para maximizar a liberação de glicose da biomassa de 

Scenedesmus sp. A eficácia de cada método, avaliada pela concentração de glicose 

liberada (GRÁFICO 2) e pela análise visual do material (FIGURA 7), foi o critério 

utilizado para selecionar a melhor abordagem para a etapa de sacarificação 

subsequente. 
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FIGURA 7 - ASPECTO VISUAL DA BIOMASSA MICROALGAL EM TUBOS FALCON APÓS A 

APLICAÇÃO DE DIFERENTES MÉTODOS DE PRÉ-TRATAMENTO FISICOS 
 

FONTE: O Autor (2025). 

LEGENDA: A) Biomassa após Autoclavagem; B) Biomassa após Sonificador; C) Biomassa após Bread 
 

 

Diferentemente da biomassa lignocelulósica, a principal barreira em microalgas 

como a Scenedesmus não é a lignina, mas sim uma complexa parede celular 

composta por polissacarídeos como celulose, hemicelulose e glicoproteínas (Scholz 

et al., 2014). O objetivo do pré-tratamento, portanto, é a lise celular. Os resultados 

demonstram que os métodos físicos que empregam energia térmica e mecânica foram 

os mais eficientes. O pré-tratamento em autoclave se destacou como o método 

superior, gerando a maior concentração de glicose (≈0,62 g/L). Este sucesso é 

atribuído à ação hidrotérmica, onde a combinação de alta temperatura e pressão do 

vapor hidrolisa os polissacarídeos da parede e causa o rompimento celular por choque 

térmico e osmótico, garantindo uma liberação extensiva do conteúdo citoplasmático 

(Carr et al., 2017). O método mecânico ("Bread") também se mostrou promissor (≈0,59 

g/L), indicando que a disrupção por força de cisalhamento é uma estratégia eficaz 

para o rompimento desta biomassa. 

O desempenho dos métodos químicos e do sonificador requer uma análise 

mais detalhada. O pré-tratamento alcalino (NaOH) apresentou uma eficácia moderada 

(≈0,22 g/L), superior aos ácidos. Sua ação em microalgas está associada à 

saponificação de lipídios da membrana celular e à hidrólise de proteínas e 

polissacarídeos da parede, enfraquecendo a estrutura e induzindo a lise (Chen et al., 

2013). Em contrapartida, os tratamentos ácidos (HCl e H₂SO₄) foram os menos 

eficazes. Na ausência de lignina, a ação do ácido em alta temperatura pode ter levado 

diretamente à degradação da glicose liberada, convertendo-a em compostos 

inibidores como o hidroximetilfurfural (HMF), o que explica a baixa concentração final 

de açúcar detectada. 
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O desempenho intermediário do sonificador (≈0,35 g/L), embora seja um 

método conhecido para lise celular por cavitação, pode ser explicado pela observação 

visual da biomassa pós-tratamento. Conforme visto na Figura 6, o tratamento por 

sonicação parece ter resultado em uma perda de material ou em uma degradação 

tão intensa que alterou a consistência da amostra. É provável que a energia aplicada 

tenha sido excessiva, não apenas promovendo a ruptura das células, mas também 

tornando a amostra difícil de homogeneizar. Essa agitação intensa pode ter 

dificultado a coleta de uma alíquota representativa para a análise, o que, por sua 

vez, pode ter subestimado o resultado final. Esta observação destaca que a 

otimização da intensidade e do tempo é crucial para o sucesso do pré-tratamento 

por ultrassom (Adam et al., 2016). 

 
GRÁFICO 2 - CONCENTRAÇÃO DE GLICOSE (g/L) LIBERADA DA BIOMASSA DE 

SCENEDESMUS SP. APÓS A APLICAÇÃO DE DIFERENTES MÉTODOS DE PRÉ-TRATAMENTO 
QUÍMICO E FÍSICO 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

FONTE: O Autor (2025). 
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A análise de variância (ANOVA) confirmou que houve diferenças 

estatisticamente significativas entre os resultados dos pré-tratamentos avaliados 

(p<0,05). O teste de Tukey revelou que o tratamento em autoclave foi 

significativamente superior a todos os outros grupos, incluindo o controle sem 

tratamento (p<0,001) e os demais métodos físicos (p<0,05), consolidando-o como a 

abordagem mais eficaz. Tanto a ruptura mecânica (Beads) quanto a sonicação 

também foram significativamente mais eficientes que o controle (p<0,01). Contudo, 

não foi observada diferença estatística significativa entre os métodos de sonicação e 

ruptura mecânica (p>0,05), indicando que ambos possuem um potencial de lise celular 

similar sob as condições testadas (Anexo 1).  

Em conclusão, para a biomassa de Scenedesmus sp., a autoclavagem provou 

ser o método de pré-tratamento mais robusto e eficiente para maximizar a liberação 

de glicose, superando métodos mecânicos e químicos. Por essa razão, este método 

foi o escolhido para preparar a biomassa para os ensaios de sacarificação em 

biorreator, detalhados na seção 4.6. 

 
4.6 SACARIFICAÇÃO DA BIOMASSA MICROALGAL 

 
A etapa de sacarificação representa o ponto de convergência deste estudo, 

onde a biomassa microalgal e as enzimas produzidas são utilizadas para gerar 

açúcares fermentescíveis, o precursor fundamental para a produção de etanol. Os 

experimentos foram conduzidos em três fases: (1) uma hidrólise da biomassa in natura 

para avaliar a atividade basal de cada extrato enzimático; (2) uma hidrólise da 

biomassa pré-tratada para quantificar o impacto dos melhores métodos de 

rompimento celular; e (3) uma hidrólise otimizada em biorreator, combinando as 

melhores condições identificadas. 

O primeiro ensaio (GRÁFICO 3) avaliou a capacidade de cada extrato 

enzimático em hidrolisar sua própria biomassa de origem, sem qualquer pré- 

tratamento. Os resultados demonstram que o extrato enzimático produzido com SMS 

foi o mais eficaz, liberando 0,46 g/L de glicose em 7 dias. Este desempenho superior 

está em consonância com os resultados da seção anterior (4.4), que identificaram 

este mesmo extrato como o de maior atividade celulolítica. 
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Isso sugere que a biomassa do composto pós-cultivo de cogumelo (SMS) não 

só foi o melhor indutor para a produção de enzimas pelo Trichoderma asperellum, 

como também se apresentou como o substrato mais facilmente degradável, 

provavelmente devido à sua maior concentração de celulose (11,5%) e menor 

recalcitrância estrutural, conforme discutido na caracterização (TABELA 5). 

 
GRÁFICO 3 - CINÉTICA DA SACARIFICAÇÃO DA BIOMASSA DE MICROALGA IN NATURA (SEM 

PRÉ-TRATAMENTO) UTILIZANDO OS DIFERENTES EXTRATOS ENZIMÁTICOS BRUTOS 

PRODUZIDOS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
FONTE: O Autor (2025). 

 

 

Com base nestes achados, o extrato enzimático do cogumelo foi selecionado 

para a segunda fase do estudo, onde seu potencial foi testado sobre a biomassa 

microalgal após os três melhores pré-tratamentos físicos. Os resultados (GRÁFICO 4) 

evidenciam de forma inequívoca a importância crítica da etapa de pré-tratamento. A 

autoclavagem, o método mais eficaz na liberação inicial de glicose (Seção 4.5), 

também resultou no maior rendimento de sacarificação, alcançando uma 

concentração de glicose de 1,45 g/L em 15 dias. Este valor é mais de três vezes 

superior ao obtido sem pré-tratamento (0,46 g/L), confirmando que a desestruturação 

da parede celular por via hidrotérmica é fundamental para expor os polissacarídeos 

internos à ação das celulases (Carr et al., 2017). 
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Os pré-tratamentos mecânico (Bread) e por sonicação também aumentaram 

significativamente o rendimento em comparação ao controle, atingindo 0,75 g/L e 0,67 

g/L, respectivamente, mas a superioridade da autoclavagem validou sua escolha para 

a etapa final. 

GRÁFICO 4 -EFEITO DE DIFERENTES PRÉ-TRATAMENTOS FÍSICOS NA 

SACARIFICAÇÃO DA BIOMASSA MICROALGAL, UTILIZANDO O EXTRATO ENZIMÁTICO BRUTO 

DE MAIOR ATIVIDADE 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
FONTE: O Autor (2025). 

 

 

A fase final do estudo consistiu em uma sacarificação otimizada em biorreator, 

utilizando a combinação mais promissora: biomassa pré-tratada em autoclave e o 

extrato enzimático de cogumelo, com o dobro da carga de biomassa para potencializar 

a concentração de açúcares. Conforme o GRÁFICO 5, o processo ocorreu com 

sucesso nos primeiros 9 dias, atingindo um pico de concentração de glicose de 0,84 

g/L. Contudo, uma queda abrupta para 0,65 g/L foi observada no 12º dia. Esta inversão 

na tendência ocorreu por uma contaminação microbiana no biorreator. Provavelmente, 

um fungo contaminante de crescimento rápido se desenvolveu no meio, consumindo 

a glicose que estava sendo liberada como sua fonte de carbono, o que levou à 

interrupção do experimento. 
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GRÁFICO 5 -PERFIL TEMPORAL DA SACARIFICAÇÃO OTIMIZADA DA BIOMASSA 

MICROALGAL EM BIORREATOR, UTILIZANDO O MELHOR PRÉ-TRATAMENTO E O MELHOR 

EXTRATO ENZIMÁTICO 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 

 
FONTE: O Autor (2025). 

 

 

Diante da contaminação e da consequente depleção de açúcares, as etapas 

subsequentes planejadas, como a fermentação alcoólica pela levedura 

Saccharomyces cerevisiae, não foram realizadas. O baixo pico de concentração de 

glicose obtido (0,84 g/L), mesmo antes da queda, já se apresentava como um desafio 

para a fermentação eficiente. A literatura indica que, para uma produção de etanol 

economicamente viável e com alto rendimento, são necessárias concentrações 

iniciais de glicose substancialmente maiores, geralmente acima de 20 g/L, para 

superar o estresse osmótico da levedura e garantir uma produtividade satisfatória (Lin 

et al., 2012). 
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Com concentrações abaixo deste patamar, o rendimento de etanol seria 

insignificante. Apesar do contratempo na etapa final, os resultados globais do estudo 

são positivos e demonstram uma prova de conceito clara: a biomassa da microalga 

Scenedesmus sp., quando submetida a um pré-tratamento adequado (autoclavagem) 

e hidrolisada por um extrato enzimático bruto eficaz (produzido em SMS), pode sim 

ser convertida em açúcares fermentescíveis. A otimização futura da carga de 

biomassa e o controle rigoroso da assepsia no biorreator são os próximos passos para 

alcançar concentrações de glicose compatíveis com a produção de bioetanol em 

escala. 
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5. CONCLUSÃO 

 
Este trabalho se propôs a investigar uma rota biotecnológica integrada, 

avaliando o potencial de diferentes resíduos agroindustriais para a produção de 

enzimas celulolíticas e, subsequentemente, aplicando o extrato enzimático mais eficaz 

na sacarificação da biomassa da microalga Scenedesmus sp., visando a geração de 

açúcares fermentescíveis para a futura produção de bioetanol. Os resultados obtidos 

permitiram alcançar conclusões claras sobre a viabilidade e os desafios de cada etapa 

do processo, validando a prova de conceito da rota proposta, ainda que com gargalos 

tecnológicos evidentes 

O estudo demonstrou de forma inequívoca que a composição do substrato é o 

fator determinante para a produção de celulases pelo fungo Trichoderma asperellum. 

O composto pós-cultivo de cogumelo (SMS) se destacou como um substrato superior, 

induzindo a maior atividade enzimática. Esta observação correlacionou-se 

diretamente com sua caracterização química, que revelou o maior teor de celulose 

(11,5%) entre os resíduos, confirmando que a disponibilidade do indutor é mais crítica 

que a quantidade total de carboidratos. Em contrapartida, os resíduos de milho e trigo, 

apesar da abundância, mostraram-se substratos pobres para este fim específico, 

devido à sua composição desfavorável, marcada pelo baixo teor de celulose (≈7%) e 

alta lignificação (≈39%) 

A importância da desestruturação da biomassa microalgal foi comprovada na 

etapa de pré-tratamento, onde a autoclavagem foi identificada como o método mais 

eficaz. A aplicação deste tratamento hidrotérmico elevou a liberação de glicose em 

mais de 300% durante a sacarificação (de 0,46 g/L para 1,45 g/L), um resultado 

expressivo que confirma a parede celular da Scenedesmus sp. como uma barreira 

significativa e valida a autoclavagem como uma estratégia essencial para expor os 

carboidratos intracelulares à ação enzimática. 

Apesar do sucesso na otimização das etapas individuais, a fase final de 

sacarificação em biorreator, mesmo combinando as melhores condições, foi 

comprometida. O pico de glicose de 0,84 g/L, seguido por uma queda abrupta, 

evidenciou uma contaminação microbiana que inviabilizou a continuidade do processo 

e a subsequente etapa de fermentação alcoólica. 
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Conclui-se, portanto, que a rota tecnológica proposta é cientificamente coerente 

e promissora. Foi possível produzir um extrato enzimático bruto eficaz a partir de um 

resíduo (SMS) e utilizá-lo para hidrolisar com sucesso a biomassa de uma microalga 

pré-tratada. Os principais desafios para a viabilidade futura residem no aumento da 

concentração de açúcares e no controle de contaminações em maior escala. 
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