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Imobilização de lacase em nanofibrilas de 
celulose para aplicação em biorrefinaria de 
lignina

A lignina é um polímero fenilpropanóide altamente complexo, sintetizado principal-
mente a partir de três monômeros precursores, p-hidroxifenil, guaiacil e siringil. É a 
fonte de carbono mais abundante na Terra após a celulose, está presente na parede 
celular das plantas e, portanto, na biomassa lignocelulósica, compondo entre 20% 
– 32% em massa (Silva et al., 2012; Munk et al., 2015). Em todo o mundo, cerca 
de 50 milhões de toneladas de lignina são produzidas anualmente como subproduto 
em processos de polpação da madeira, para a produção de papel. Apesar de suas 
características únicas, a maioria da lignina disponível na indústria de celulose e papel 
é queimada para geração de energia (Gosselink et al., 2004; Sena-Martins et al., 2008;  
Gouveia et al., 2012).

No entanto, pesquisas têm mostrado que a lignina apresenta alto potencial além 
de combustível de baixo valor. A estrutura da lignina apresenta alta heterogeneidade, 
causada por variações na composição, tamanho e grupos funcionais, devido a diferen-
ças na matéria-prima e condições de isolamento (Sena-Martins et al., 2008; Gouveia 
et al., 2012). Para potencializar as aplicações da lignina é necessário superar a sua 
heterogeneidade, por meio de processos de fragmentação, purificação ou modificação 
da estrutura, produzindo idealmente a lignina para cada potencial aplicação (Gouveia 
et al., 2012; Stiefel et al., 2016). Esta modificação pode ser realizada por uma rota 
biotecnológica a partir de enzimas como a lacase, atuando como biocatalisador agre-
gando valor a produtos de lignina (Gouveia et al., 2012; Fiţigău et al., 2013; Mate; 
Alcalde, 2015; Munk et al., 2015; Ortner et al., 2015).

A enzima lacase gera radicais que aumentam a reatividade das moléculas de lig-
nina, levando a polimerizações de forma aleatória para formar polímeros tridimensio-
nais de maior peso molecular e com variedade de novas ligações. Como resultado, 
grande variedade de novos compostos com propriedades distintas podem ser obtidas 
(Sena-Martins et al., 2008). No entanto, o uso da enzima na forma livre possui menor 
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viabilidade devido ao fato de estar sujeita a fatores químicos, físicos e biológicos que 
limitam sua vida útil durante uso ou estocagem, tornando-a produto de alto custo. 
Muitas destas características indesejáveis podem ser amenizadas com o uso das en-
zimas na forma imobilizada. A fi xação das enzimas em suportes sólidos proporciona 
diversas vantagens sobre as enzimas livres, tais como promover maior estabilidade 
operacional, aumentar a vida útil da enzima e facilitar a separação entre produto e 
catalisador (Pacheco; Soares, 2014; Souza et al., 2017).

A celulose nanoestruturada é uma boa opção de suporte sólido devido ao baixo 
custo de obtenção e facilidade de produção por desfi brilação mecânica, podendo ser 
obtida inclusive em indústrias de papel e celulose, ser biodegradável e renovável. 
Mediante processo mecânico de compressão e forças de cisalhamento, quando a 
polpa é forçada pela abertura entre os discos do moinho coloidal, ocorre o processo 
de desfi brilação mecânica, sendo utilizada água e energia, obtendo nanofi brilas em 
suspensão (Magalhães et al., 2017). Sathishkumar et al. (2014) imobilizaram a enzi-
ma lacase sobre celulose. A celulose usada por estes autores foi obtida pelo método 
da eletrofi ação. A eletrofi ação é uma técnica que emprega elevado campo elétrico 
para puxamento das nanofi bras a partir de uma gota de solução de celulose (Wan et 
al., 2004). Para a dissolução da celulose é necessário solvente especial, em geral o 
N-óxido de N-metilmorfolina (NMMO) ou o LiCl/DMAc (dimetil formamida). A técnica 
é sofi sticada e resulta em um fi lme de nanocelulose com custos muito mais elevados 
que a nanocelulose obtida por desfi brilamento mecânico.

A metodologia aqui descrita propõe a imobilização de lacases em nanofi brilas de 
celulose obtidas por desfi brilação mecânica, visando a sua recuperação do meio re-
acional catalítico heterogêneo para reutilizá-la, diminuindo os custos de produção de 
processos envolvendo enzimas.

Nanofi brilas de celulose

As nanofi brilas de celulose (Figura 1) 
são obtidas a partir da polpa celulósica 
branqueada pelo método de desfi brila-
ção mecânica em moinho coloidal Super 
Masscoloider Masuko Sangyo, sob rota-
ção de 1.500 rpm e 20 passes, conforme 
procedimento descrito por Magalhães et 
al. (2017).

Figura 1. Suspensão de nanofi brilas de 
celulose.

Material e Métodos
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Oxidação das nanofibrilas

O processo de oxidação das nanofibrilas foi adaptado de Huang et al. (2011). Cada 
grama de nanofibrilas de celulose são oxidadas em 100 mL de solução 4,2 mg mL-1 de 
periodato de sódio (NaIO4; pH 6,1), sob agitação, em banho-maria a 30 °C, durante 7 
horas. Em seguida, a celulose nanofibrilada é lavada com 100 mL de água deionizada 
por centrifugação, a 5.000 rpm e 15 minutos, por três vezes, com o objetivo de gerar 
grupos aldeídos que atuem como local de ligação para a lacase.

Imobilização de lacase em nanocelulose

O processo de fixação propõe imobilizar lacase em nanofibrilas de celulose 
obtidas por desfibrilação mecânica (Figura 2), adaptado do método desenvolvido 
por  Sathishkumar et al. (2014), para filmes de nanofibras de celulose obtidas por 
eletrofiação.

A imobilização da lacase é realizada pela imersão das nanofibrilas de celulose 
oxidadas em tampão de acetato de sódio (100 mM; pH 5,5) contendo lacase por 30 mi-
nutos. Então, a mistura é resfriada a 4 °C, por 2 horas. A fixação da enzima é realizada 
com a adição de glutaraldeído (GA) mantendo por 12 horas a 4 ºC. Após, o material 

Figura 2. Processo de imobilização de lacase em nanofibrilas de celulose. 



5Imobilização de lacase em nanofi brilas de celulose para aplicação em biorrefi naria ...

Determinação da 
atividade e rendimento

As atividades da enzima livre (solução enzimática antes da imobilização) e da 
enzima imobilizada são determinadas utilizando ABTS (ácido 2,2’-azino-bis (3-etilben-
zotiazolina-6-sulfônico)) como substrato. Em tubos de ensaio acrescentam-se:

• 1,7 mL de tampão acetato de sódio (100 mM; pH 5,5).
• 100 µL de amostra (enzima livre e/ou imobilizada diluída em solução tampão).
• 200 µL de ABTS 10 mM.

Para a amostra imobilizada, as nanofi brilas são diluídas em solução tampão de 
acetato de sódio até o material atingir fl uidez adequada para ser pipetado, com con-
centração conhecida.

Os tubos são mantidos em banho-maria a 30 °C, por 5 minutos (tempo de reação) e 
obtida a leitura da absorbância em espectrofotômetro a 420 nm; evitando que o tempo 
máximo de reação de 5 minutos seja excedido. Para a linha base do espectrofotômetro 
utilizar somente tampão e ABTS, na mesma proporção da leitura da amostra.

A lacase livre é a solução inicial da enzima diluída em tampão acetato de sódio que 
será adicionada às nanofi brilas para o processo de imobilização, para o cálculo de 
atividade da lacase livre em U mL-1:

Atividade (U/mL) = 

Volume fi nal (mL) × Absorbância × Fator diluição

ε (mM-1 cm-1) × Caminho óptico (cm) × Volume de amostra (mL) × Tempo de reação (minutos)

U
mL

imobilizado é lavado com tampão de 
acetato de sódio (100 mM; pH 5,5) por 
centrifugação. Os grupos aldeídos gera-
dos na oxidação que não reagiram du-
rante a imobilização são recobertos com 
Tris-HCl. A seguir, o material imobilizado 
é lavado em solução tampão de acetato 
de sódio (100 mM; pH 5,5) e estocado 
em solução tampão a 4 °C, para uso 
futuro (Figura 3).

Figura 3. Enzima lacase imobilizada em 
nanofi brilas de celulose.
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* O volume final e o volume de amostra são referentes à reação preparada no tubo de ensaio.

* Coeficiente de extinção molar (ε) do ABTS a 420 nm = 36 mM-1 cm-1.

A atividade da lacase imobilizada em relação a massa de nanocelulose é determi-
nada por:

Atividade (U/mg) = 

Volume final (mL) × Absorbância

ε (mM-1 cm-1) × Caminho óptico (cm) × Tempo de reação (minutos) × Massa de nanocelulose (mg)

* A massa de nanocelulose é referente à massa de material imobilizado adicionada ao tubo de ensaio.

A atividade total disponível para o procedimento de imobilização em função da 
massa de nanocelulose é calculada por.

Atividade total disponível = Atividade lacase livre (U/mL) × Volume de enzima (mL)

* O volume de enzima é o volume total da enzima diluída em tampão acetato de sódio a ser utilizada no procedimento de 
imobilização e a massa de nanocelulose é a massa de nanofibrilas utilizadas.

O rendimento do processo de imobilização é calculado por (Pezzella et al., 2014; 
Souza et al., 2017):

Rendimento da imobilização (%) = Atividade imobilizada (U/mg) × 100 (%)

O procedimento de imobilização de lacase em nanofibrilas de celulose obtidas pelo 
método de desfibrilação mecânica apresentou rendimento de até 83% e atividade de 
272 U g-1, sendo próximo ao rendimento de 88% encontrado por Sathishkumar et al. 
(2014), para filmes de nanofibrilas de celulose obtidas por eletrofiação.

U
mg

Atividade lacase livre (U/mL) × Volume de enzima (mL)

Massa de nanocelulose (mg)

U
mL

Atividade imobilizada (U/mg) × 100 (%)

Atividade total disponível (U/mg)

U
mg

U
mg
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