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A biomassa lignocelulósica possui uma 
proporção significativa de celulose, ligada com 
polímeros de hemicelulose e imersa em uma 
matriz de lignina. Todas estas frações têm alto 
potencial como matéria-prima para a produção 
de energia, produtos químicos ou materiais. 
Entretanto, ainda existem desafios a serem 
superados para separá-los de maneira limpa e 
eficiente, sem degradação química indesejada. 
Uma importante área da biotecnologia é 
a produção de açúcares fermentescíveis, 
principalmente a glicose de biomassa 
lignocelulósica, e a subsequente conversão 
destes açúcares em outros produtos, como o 
etanol (ZHAO et al., 2012).

Para a produção bioquímica de álcool de 
segunda geração, o maior entrave é o acesso 
restrito da enzima à celulose imersa no material 
lignocelulósico. A dificuldade na hidrólise da 
celulose justifica os altos custos de produção 
do etanol lignocelulósico, quando comparado 
ao etanol da cana-de-açúcar. Por esta razão, 
o pré-tratamento da biomassa é uma etapa 

importante realizada antes da sacarificação, 
visando facilitar o acesso do agente de 
hidrólise. A desconstrução parcial da matriz 
lignocelulósica através do pré-tratamento pode 
envolver processos biológicos, físicos e/ou 
químicos, que podem atuar tanto na lignina 
como na hemicelulose, ou em ambas (AGBOR 
et al., 2011; MOSIER et al., 2005).

O desenvolvimento de uma metodologia para 
avaliação da susceptibilidade da biomassa 
à hidrólise enzimática é uma ferramenta 
laboratorial importante para a comparação entre 
processos de pré-tratamento e também entre 
diferentes biomassas. 

O objetivo deste trabalho é apresentar 
um método testado nos laboratórios de 
Tecnologia de Produtos Florestais da Embrapa 
Florestas para avaliar o rendimento de 
sacarificação (digestibilidade) de amostras 
de biomassa vegetal. Trata-se de hidrólise 
enzimática conduzida em condições ótimas de 
temperatura e pH, para a ação das enzimas, e 
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em baixas concentrações de substrato, para 
favorecer a sacarificação. Utilizam-se enzimas 
comerciais para hidrolisar a biomassa. A partir 
da quantidade de açúcar produzido, é possível 
calcular a digestibilidade do material. 

O método permite, entre outras aplicações, 
comparar o pré-tratamento realizado em 
diversos materiais lignocelulósicos, visando à 
produção de etanol de segunda geração.

Descrição da metodologia

Trata-se de um procedimento adaptado a partir 
de Selig et al. (2008).

Primeiramente, as amostras devem ser 
secas em estufa até peso constante, para 
padronização do procedimento. Todavia, deve-
se salientar que a secagem pode diminuir a 
digestibilidade enzimática dos materiais (SELIG 
et al., 2008). Provavelmente isto ocorre em 
virtude da formação de ligações de hidrogênio 
entre fibrilas de celulose após secagem, 
dificultando o acesso de moléculas de enzimas 
às cadeias de celulose. Entretanto, o método 
serve para comparação entre amostras 
diferentes.

Preparo da amostra

Após secagem, pesar uma porção de 
aproximadamente 0,200 g da biomassa 
(tratada ou não) em tubos tipo Falcon de 
50 mL. Sugere-se realizar o experimento em 
triplicata. Anotar o valor exato da massa para 
utilização em cálculos posteriores.

Preparo da solução tampão com enzimas

Para o preparo da solução tampão, 19,6 g de ácido 
cítrico monoidratado e 70,56 g de citrato de 
sódio diidratado são dissolvidos em água pura 
e a solução é avolumada para 1,0 L. O pH deve 
ser ajustado para 5,0, adicionando-se solução 
1 mol.L-1 de NaOH e/ou HCl.

Adicionar as enzimas celulase (Celluclast® 
1,5 L, adquirida da Sigma Aldrich) e celobiase 
(Novozyme 188, adquirida da Sigma Aldrich) na 
concentração de 2,25 e 1,125 mL.L-1 (volume de 
enzima/volume de tampão), respectivamente.

Hidrólise enzimática

A hidrólise deve ser realizada nos tubos 
Falcon com as amostras previamente pesadas, 
adicionando-se 40 mL da solução tampão com 
enzimas (Figura 1). Colocar os frascos em 
incubadora com agitação de 250 rpm por 24 h 
à temperatura de 50 oC.

Para interromper a hidrólise enzimática, colocar 
os tubos imersos em banho-maria com água 
fervente (~100 oC) por 10 min, para promover 
a desnaturação das enzimas.

Em seguida, centrifugar os frascos por 10 min 
a 5000 rpm, para separar os sólidos da solução 
hidrolisada. Com o auxílio de seringa, filtrar em 
membrana de nylon de 0,45 µm (Figura 2) e 
congelar em freezer a -20 °C, se a análise não 
for realizada imediatamente.

Figura 1. Tubos Falcon contendo solução tampão com 
enzimas e biomassa a ser hidrolisada.

Figura 2. Sistema de filtração das 
amostras hidrolisadas.
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Caracterização dos açúcares

Determinar a concentração de açúcares na 
solução hidrolisada por meio de cromatografia 
iônica.

Outra possibilidade é o emprego de 
metodologias por via úmida, como os métodos 
de Fehling (LAZZAROTTO et al., 2012), DNS 
(ácido dinitrosalicílico) (NEGRULESCO et 
al., 2012) ou Fenol-ácido sulfúrico (CHOW; 
LANDHAUSSER, 2004). Entretanto, o uso 
da cromatografia apresenta vantagens, 
principalmente por permitir a identificação e 
quantificação dos açúcares individualmente, 
incluindo açúcares não-redutores. Além disso, 
a técnica de cromatografia permite analisar 
maior número de amostras de maneira mais 
rápida e eficiente.

Cálculo da digestibilidade

A digestibilidade (D) é o percentual de açúcar 
liberado na hidrólise enzimática (mprática) em 
relação ao teor máximo de açúcar possível de 
se obter a partir da biomassa (mmáxima). O teor 
máximo de açúcar na biomassa (pré-tratada ou 
não) é medido através de hidrólise ácida total, 
cujo procedimento é detalhado a seguir.

    [Equação 1]

Hidrólise ácida total

Utiliza-se uma adaptação do protocolo de 
Sluiter et al. (2011).

Em um tubo de ensaio de vidro com tampa 
rosqueável, pesar 30 mg de amostra de madeira 
moída (partículas entre 0,25 e 0,35 mm) e 
previamente seca. Adicionar 1 mL de ácido 
sulfúrico 12 mol.L-1.

•	 Colocar o tubo de ensaio tampado em 
banho-maria a 37 °C, por 1 h.

•	 Adicionar 11 mL de água ultrapura, tampar 
novamente e colocar em autoclave a 121 °C, 
1 atm, por 30 min.

•	 Retirar os tubos da autoclave, resfriar e 
filtrar.

•	 Centrifugar os tubos a 5.000 rpm por 10 min.

•	 Transferir o sobrenadante com auxílio de 
pipeta de Pasteur para frascos com tampa.

Se a análise não for realizada imediatamente, 
congelar as amostras em freezer a -20 °C para 
análises posteriores por cromatografia iônica.

Exemplo de aplicação: avaliação da influência 
da temperatura do pré-tratamento alcalino 
de Eucalyptus benthamii pelo teste de 
digestibilidade 

Amostras moídas (partículas entre 0,25 e 
0,35 mm) de madeira de E. benthamii foram 
submetidas a um pré-tratamento alcalino, 
baseado em uma adaptação do processo 
Kraft de polpação. Foi realizado o cozimento 
das amostras com licor verde por 60 min, 
em reator de aço inoxidável cilíndrico com 
capacidade de 50 mL (marca Parr). A 
proporção utilizada de licor verde em relação à 
massa de madeira foi de 4:1 (v/m). Um bloco 
digestor com controle de temperatura (marca: 
Marconi, modelo: MA4005) foi utilizado para 
aquecimento dos reatores. Foram avaliadas 
duas temperaturas de pré-tratamento, 120 
e 180 oC. Os reatores foram inseridos no 
bloco digestor após este ter atingido a 
temperatura programada. A contagem do 
tempo (60 min) foi iniciada após a estabilização 
da temperatura. Ao final do período, a 
amostra pré-tratada foi transferida para um 
frasco erlenmeyer de 250 mL e o reator foi 
lavado com 100 mL de água. A mistura foi 
neutralizada com H2SO4 concentrado sob 
agitação constante. A seguir, o sólido foi 
filtrado e seco em estufa a 105 °C por 4 h.

As amostras obtidas após o pré-tratamento e 
também uma amostra de madeira sem tratamento 
foram submetidas ao teste de digestibilidade, 
conforme metodologia descrita anteriormente. As 
soluções de açúcares resultantes, chamadas de 
hidrolisados, foram analisadas quanto aos teores 
de açúcares redutores totais pela técnica do DNS. 
A digestibilidade dos materiais foi calculada pela 
Equação 1 e os resultados estão mostrados na 
Tabela 1.
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Os resultados indicaram que a temperatura de 
180 °C foi mais eficiente em desconstruir a 
biomassa e facilitar a sacarificação, quando 
comparada à temperatura de 120 °C. Assim, a 
metodologia de digestibilidade mostrou-se útil 
para comparação entre diferentes tratamentos 
e para a definição das melhores condições 
de processo, visando maiores rendimentos 
na etapa posterior de hidrólise enzimática. 
Entretanto, é importante ressaltar que no 
processo industrial a hidrólise enzimática 
poderá apresentar um rendimento menor do 
que o obtido no teste de digestibilidade. A 
proporção utilizada de água para biomassa (40 
mL:0,2 g) não é economicamente interessante, 
pois a concentração de açúcares resultante no 
hidrolisado é muito baixa  
(4,69 g L-1, para 180 °C). Alguns autores 
afirmam que, para que a recuperação do etanol 
no final do processo de fermentação seja viável 
economicamente, a concentração do etanol no 
meio fermentado deve ser superior a  
40 g L-1 (WINGREN et al., 2003). Para 
tanto, seria necessário que a concentração de 
açúcares no hidrolisado fosse superior a 87 g 
L-1, considerando um fator de conversão de 
0,46 g etanol/g açúcar. Assim sendo, a razão 
de líquido para sólido adotada na hidrólise 
deveria ser muito menor. Em contrapartida, 
esta condição pode provocar a diminuição do 
rendimento da reação de hidrólise enzimática, 
uma vez que maiores concentrações de 
açúcares podem inibir a ação das celulases 
(XIAO et al., 2004).

Tabela 1. Concentração de açúcares redutores totais obtidos no teste de digestibilidade, teor calculado de 
açúcares por massa de biomassa tratada, percentual de sólidos pré-tratados em relação à biomassa bruta, e 
digestibilidade calculada pela Equação 1.

E. benthamii
Com 0,6857 kg de 
holocelulose/kg de 

biomassa

Concentração de 
açúcares após 

hidrólise enzimática 
(g/L)

kg açúcar/kg 
biomassa tratada

Total de sólidos após 
o pré-tratamento (%)

Digestibilidade 
(kg de açúcar/kg 
de holocelulose 
na biomassa não 

tratada) (%)

Sem pré-tratamento 0,19 0,04 100,00 5,57

120 ºC /1 h 0,50 0,10 73,53 10,62

180 ºC /1 h 4,69 0,92 52,65 70,67
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