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RESUMO 

 
No Brasil são gerados anualmente toneladas de resíduos agroindustriais de composição 

lignocelulósica, os quais podem ser utilizados como biomassa para produção de etanol de segunda 

geração (2G). Nesse trabalho avaliou-se a aplicação de uma rota biológica para a remoção da 

lignina de materiais lignocelulósicos e posterior sacarificação por celulases. Extratos brutos 

enzimáticos ricos em lacase foram produzidos em cultivo líquido estático pelo fungo Pleurotus 

ostreatus e utilizados na presença e ausência de mediadores químicos para o pré-tratamento de casca 

de arroz e serragem de eucalipto urofila. O pré-tratamento da casca de arroz com lacases possibilitou 

um aumento de 2,6 vezes na concentração de açúcares após a sacarificação em comparação com a 

biomassa não pré-tratada. Não foram obtidos resultados significativos na sacarificação com o pré-

tratamento da serragem de eucalipto pelas lacases, no entanto, modificações em picos 

correspondentes a lignina e a celulose foram observadas em análises realizadas por FTIR. 

 

Palavras-chave: Etanol de Segunda Geração. Hidrólise Enzimática. Pré-Tratamento 

Biológico. Resíduos Lignocelulósicos. 

 

INTRODUÇÃO 

 

O uso de combustíveis fósseis leva a problemas ambientais e econômicos, como as 

emissões de gases de efeito estufa. Por causa disto, existe a necessidade de se utilizar fontes 

renováveis de energia. O etanol de segunda geração (2G) é uma alternativa interessante 

considerando que para sua produção pode-se empregar materiais descartados de outros 

processos ou que têm baixo valor agregado (NUNES et al., 2013). 

Resíduos agroindustriais que têm em sua composição celulose (e hemicelulose) podem 

servir como fonte de açúcares fermentescíveis para produção de etanol. Entretanto, o ponto 

fundamental é permitir que esses componentes da parede celular vegetal estejam acessíveis à 

hidrólise. 

A metodologia ideal é aquela que permite a remoção da barreira de lignina e 

hemicelulose, levando a altos rendimentos na liberação de açúcares, porém sem gerar 

inibidores para a etapa de fermentação (OLIVA et al., 2003). Outra questão importante a ser 

considerada atualmente em um processo está relacionada à redução da geração de grande 

quantidade de resíduos ou mesmo de resíduos tóxicos. Considerando estes fatores, as rotas 
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enzimáticas tendem a ser as mais interessantes, pois exibem alta seletividade, evitando e/ou 

reduzindo a geração de inibidores e também de resíduos. 

Neste trabalho foi avaliado o potencial da aplicação de uma rota enzimática para a 

modificação e remoção da lignina da casca de arroz e da serragem de eucalipto urofila, e 

assim aumentar o acesso de enzimas celulolíticas à celulose.  

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

A primeira etapa do trabalho envolveu a produção de extratos enzimáticos brutos ricos 

em lacase, a qual foi realizada em cultivo líquido estático utilizando o fungo Pleurotus 

ostreatus. O meio utilizado para produção da enzima foi composto por glicose (10 g L-1), 

fosfato de potássio monobásico (3 g L-1), sulfato de magnésio heptahidratado (1,5 g L-1), 

peptona (0,5 g L-1), sulfato de cobre (1 mM) e serragem de eucalipto (2%)  (HOU et al., 2004; 

GALHAUP et al., 2002). O processo foi realizado em frascos Erlenmeyer contendo o meio de 

produção, inoculados com discos de agar-micélio, os quais foram obtidos após 7 dias de 

cultivo do fungo P. ostreatus em meio agar batata dextrose. Os frascos foram incubados em 

estufa a 28 oC por 7 dias. A biomassa foi separada do extrato enzimático bruto por filtração 

em papel de filtro e a atividade de lacase foi detectada espectrofotometricamente a 420 nm 

utilizando o ácido 2,2’-azino-bis(3-etilbenzetiazolino-6-sulfônico) (ABTS) como substrato 

(HOU et al., 2004). 

Em uma segunda etapa, os extratos brutos contendo lacase como principal enzima 

ligninolítica foram aplicados no pré-tratamento de casca de arroz e serragem de eucalipto 

urofila, objetivando a remoção da lignina e exposição da camada de celulose. Os 

experimentos de pré-tratamento enzimático foram baseados em metodologias descritas na 

literatura por Moilanen et al., (2011), Chen et al., (2012) e Gutiérrez et al., (2012). Em cada 

ensaio foram utilizadas 50 U de lacase por grama de material lignocelulósico, na presença ou 

ausência de mediadores químicos. O tratamento enzimático foi realizado em shaker a 130 rpm 

e 28 oC por 48 h. Extratos brutos foram fervidos para desnaturação enzimática e utilizados em 

experimentos controle. Ao término do período de tratamento enzimático, o material sólido 

residual foi separado por filtração e seco em estufa a 40 oC para posterior análise de 

espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR). Mudanças na 

intensidade de bandas correspondentes à lignina e à celulose foram avaliadas (PANDEY; 

PITMAN, 2003; ZHANG et al., 2007). A concentração de mono e dissacarídeos no filtrado 

foi determinada pelo método do ácido 3,5-dinitrosalicilíco (DNS) (SAQIB; WHITNEY, 

2011). 

Na etapa final deste trabalho realizou-se a aplicação do coquetel enzimático Cellic® 

Ctec2 (Novozymes) nas biomassas pré-tratadas e não pré-tratadas enzimaticamente para 

sacarificação segundo as condições estabelecidas previamente por Wang et al., 2013 e Dias et 

al., 2010. Após esta etapa de sacarificação, amostras foram submetidos à analise de mono e 

dissacarídeos por DNS (SAQIB; WHITNEY, 2011). 

 

RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

A aplicação dos extratos enzimáticos brutos de lacase na casca de arroz resultou em 

alterações na intensidade de picos relacionados à lignina e à celulose observadas nas análises 

realizadas por FTIR (Figura 1).  
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Figura 1. (A) Espectros de infravermelho para casca de arroz e (B) Espectros de infravermelho para 

eucalipto urofila; onde: I – in natura; II – tratamento com lacase desnaturada e ácido ferúlico; III – 

tratamento com lacase e siringaldazina; IV – tratamento com lacase e  ácido 4-hidroxibenzóico; C1, 

C2 e C3 (900, 1098 e 1395 cm-1) – bandas correspondentes a carboidratos; L1 e L2 (1427 e 1515 cm-

1) – bandas correspondentes à lignina. 

 

O tratamento enzimático mais eficiente na redução da lignina (intensidade dos picos) 

em comparação com o controle (lacase desnaturada) e com a biomassa não tratada foi aquele 

realizado com a lacase na presença do mediador AHB. Nesta condição houve o aparecimento 

de picos mais pronunciados relacionados à celulose nos espectros de FTIR (Figura 1A) e não 

foram detectadas quantidades significativas de açúcares após a aplicação da lacase 

(evidenciando a ausência de degradação da celulose antes da sacarificação).  

A concentração de glicose detectada após a sacarificação da casca de arroz pré-tratada 

com o extrato bruto de lacase e o mediador AHB foi de 16,3 µmol/mL, a qual é 2,6 vezes 

maior que a quantidade detectada após a sacarificação da casca de arroz não tratada (6,2 

µmol/mL).  

 O pré-tratamento enzimático da serragem de eucalipto não foi tão eficiente em 

comparação com aquele realizado na casca de arroz. A avaliação dos espectros de FTIR 

(Figura 1B) demonstrou pequena redução na intensidade de picos correspondentes à lignina 

nas amostras de eucalipto tratadas com lacase e o mediador siringaldazina e nas amostras 

tratadas com lacase e o mediador ácido ferúlico, em comparação com os controles.  

Quanto às análises de açúcares liberados após a sacarificação, não foram observados 

resultados significativos dos tratamentos. Portanto, a serragem do eucalipto urofila foi um 

material mais recalcitrante ao ataque das lacases nas condições estudadas, mas as diferenças 

de intensidade nos picos de lignina e celulose detectadas por FTIR, mesmo que em pequena 

escala, são indicativos de que a aplicação do extrato bruto pode ser otimizada. 
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CONCLUSÕES 

 

A aplicação do extrato bruto de lacases produzido por Pleurotus ostreatus foi eficiente 

no pré-tratamento de casca de arroz na presença de ácido 4-hidroxibenzóico, resultando em 

alterações na estrutura química do material lignocelulósico e aumentando a viabilidade da 

hidrólise da porção celulolítica por celulases, em comparação com a casca de arroz não 

tratada. O pré-tratamento da serragem de eucalipto com as lacases demonstrou apenas 

pequenas modificações na intensidade de picos correspondentes a lignina nas análises por 

FTIR, e não houve resultados positivos quanto a influência do pré-tratamento enzimático na 

etapa de sacarificação.  
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