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A lignina é o material renovável 
aromático mais abundante disponível 
na natureza e a segunda fonte de car-
bono mais abundante após a celulose 
(Hatakka, 2001; Munk et al., 2015). A 
sua estrutura química possui alta he-
terogeneidade, causada por variações 
nas fontes lignocelulósicas e condições 
de isolamento, não sendo possível defi-
nir precisamente a estrutura da lignina 
como uma única molécula (Saliba et 
al., 2001). Como resultado da união de 
unidades monoméricas, forma-se um 
composto aromático, complexo, tridi-
mensional, amorfo e altamente irregular 
na estrutura molecular (Henriksson, 
2009).

A lignina é um coproduto na in-
dústria de celulose ou um subproduto 
de pré-tratamento e sacarificação de 
biomassa, raramente é extraída como 
componente de interesse (Carvajal et 
al., 2016). Entretanto, as indústrias 
de papel e celulose estão em busca 
de novos produtos devido à queda na 
demanda por produtos tradicionais de 
celulose, à competição entre economias 

emergentes, ao fornecimento limitado 
de petróleo e ao incentivo a produtos 
verdes (Heiningen, 2006).

A lignina é comumente usada como 
combustível de baixo valor, mas tem 
apresentado um alto potencial para 
outras aplicações. Alguns exemplos 
dessas aplicações são: dispersante para 
a indústria química, aditivo/substituinte 
de resinas fenólicas utilizadas na fabri-
cação de painéis de fibras de madeira, 
fabricação de fibras de carbono, fonte 
de vários compostos químicos, sendo 
potencial à substituição de produtos 
oriundos de substâncias petroquímicas 
com a vantagem de ter baixo custo, e 
ser natural e renovável (Gouveia et al., 
2012; Stiefel et al., 2016).

A maioria das ligninas industriais são 
misturas heterogêneas com uma ampla 
distribuição de peso molecular, e isso 
tem um grande impacto nas proprie-
dades do polímero e na sua aplicação 
industrial (Crestini et al., 2003). Para 
produzir um material mais homogêneo, 
com distribuição de massa molecular 
definida, são aplicados processos como 
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Método

A lignina kraft utilizada foi cedida por 
uma indústria de papel e celulose da re-
gião de São Paulo, após o processo de 
precipitação ácida do licor negro. Para 
o processo de oligomerização, a fração 
solúvel em etanol da lignina (LE) foi utili-
zada como substrato inicial.

fragmentação, purificação ou modifica-
ção da estrutura.

O tratamento com a enzima lacase é 
frequentemente utilizado para promover 
a polimerização oxidativa de unidades 
fragmentadas e dissolvidas da lignina, 
após os processos de polpação (Fitigau 
et al., 2013; Ortner et al., 2015). Dentre 
as enzimas, a lacase é umas das mais 
importantes e de alto interesse industrial, 
pois utiliza O2 como receptor de elétron, 
catalisando a oxidação de hidroxilas 
de difenol e compostos relacionados, 
não necessitando da presença de H2O2 
como as enzimas peroxidases e manga-
nês peroxidases. A enzima lacase gera 
radicais que aumentam a reatividade 
das moléculas de lignina, levando a 
reações de forma aleatória formando 
polímeros tridimensionais de maior ou 
menor massa molecular e com uma 
variedade de novas ligações. Como re-
sultado, uma grande variedade de novos 
compostos com propriedades distintas 
podem ser obtida, além de agregar valor 
aos produtos de lignina (Sena-Martins et 
al., 2008).

As ligninas modificadas obtidas por 
polimerização oxidativa mediada por 
lacase podem ser aplicadas como fon-
te de matéria-prima para a síntese de 
polímeros, ligantes para compósitos de 
madeira, complexos quelantes, produto 
intermediário para a fabricação de rea-
gentes de alta reatividade, revestimen-
tos, tintas e gabaritos para complexos 
poliméricos (Sena-Martins et al., 2008).

O presente trabalho apresenta um 
processo de oligomerização de lignina 
por via da catálise enzimática, visando a 

Lignina

geração de novos produtos de alto valor 
à base de lignina kraft, pela modificação 
com a enzima lacase.

Preparo enzimático comercial forne-
cido pela Buckman – NZ51003, lacase 
de Aspergillus oryzea. Aspecto – líquido 
marrom. Temperatura recomendada de 
armazenagem 2 °C - 8 °C.

Enzima

A atividade da enzima foi determinada 
mediante uso de ABTS (ácido 2,2’-azino-
-bis (3 etilben-zotiazolina-6-sulfônico)) 
como substrato na mistura etanol e tam-
pão acetato de sódio (40:60). Para isso, 
em um tubo de ensaio, acrescentar:

•	 0,9 mL de tampão acetato de sódio 
(100 mM; pH 4,5).

Atividade enzimática



4 Comunicado Técnico nº 463

Volume final (mL) × Absorbância × Fator diluição
ε (mM-1 cm-1 × Caminho óptico (cm) × Volume de amostra (mL) 

× Tempo de reação (min)

•	 0,8 mL de etanol.
•	 100 μL da enzima lacase.
•	 200 μL de ABTS (10 mM).

Manter os tubos em banho-maria 
à temperatura de 40 °C, por 5 minutos 
(tempo de reação), após obter a leitura 
da absorbância em espectrofotômetro a 
420 nm; evitando que o tempo máximo 
de reação exceda 5 minutos. Para obter 
a linha base do espectrofotômetro, utili-
zar a mistura de tampão, etanol e ABTS, 
na mesma proporção da leitura da 
amostra, sem adição da enzima lacase 
(Magalhaes et al., 2018).

A atividade enzimática é medida de 
acordo com a Equação 1, onde:

Volume final = 2 mL.
Absorbância = o valor obtido na leitura 
em espectrofotômetro.
Fator diluição = aplicado na enzima para 
a determinação da absorbância.
Coeficiente de extinção molar (ε) do 
ABTS a 420 nm = 36 mM–1 cm–1.
Caminho óptico = a largura interna da 
cubeta.
Volume de amostra = 100 µL.
Tempo de reação = 5 minutos.

= Atividade
U

mL Equação 1

Um estudo anterior foi realizado a fim 
de estabelecer as condições operacio-
nais mais adequadas para a polimeriza-
ção de lignina. Adicionar 1,5 g de lignina 
(LE) em 1 L etanol: tampão acetato de 
sódio pH 4,5 (100 mM) (40:60). Adicionar 
a enzima lacase ao meio reacional atin-
gindo uma atividade final de 2 U mL-1, o 
volume de enzima necessário é determi-
nado a partir da atividade enzimática no 
meio reacional calculada anteriormente. 
Manter a reação sob agitação em banho 
à temperatura de 40  °C, por 2 horas. 
Finalizar a reação mantendo a amostra 
sob temperatura de 100 ºC, por 10 minu-
tos, seguida da redução do pH para 2,0, 
com ácido clorídrico fumegante. Filtrar 
o produto da reação em membrana de 
nylon 0,22 µm e lavar duas vezes com 
solução de ácido clorídrico com pH 2,0. 
Secar a lignina resultante da reação 
(E40) em estufa, na temperatura de 
60 ºC, por 12 horas (Figura 1). Realizar 
um experimento de controle, ou seja, 
sem a presença de enzima (S2), para 
garantir que os produtos obtidos sejam 
resultantes da atividade enzimática.

Reação lignina/lacase
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Figura 1. Processo de oligomerização da lignina kraft. O preparo enzimático comercial possui 
estabilizadores enzimáticos com a lacase, os quais atribuem a cor marrom à mistura, semelhante 
à lignina.

Para avaliar o processo de oligo-
merização, realizar análises como 
a Espectroscopia na região do 
Infravermelho com Transformada de 
Fourier (FTIR) da lignina antes (LE), 
após reação com a lacase (E40) do 
controle (S2). Homogeneizar alguns mi-
ligramas das amostras secas de lignina 
com KBr, na proporção de 1:100 (m:m), 
e analisar entre 550 cm-1 e 4.000 cm-1, 
com resolução de 4 cm-1. O espectro 
de FTIR apresenta os principais grupos 
funcionais e as alterações da estrutura 
da lignina (Figura 2).

Lignina resultante Embora os espectros obtidos sejam 
semelhantes, sugerindo uma estrutura 
similar, a modificação na região entre 
1.600 cm-1 – 1.700 cm-1, típica de car-
bonilas, ocorre apenas na amostra E40, 
comprovando a atividade enzimática da 
lacase que gera a oxidação das hidro-
xilas fenólicas e, consequentemente, a 
modificação da estrutura da lignina. A 
amostra controle S2 não apresenta alte-
ração na região de carbonilas (Gouveia 
et al., 2012; Munk et al., 2015).

A análise termogravimétrica (TGA) 
possibilita conhecer as alterações que 
o aumento da temperatura pode provo-
car na massa da amostra, permitindo 
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Figura 2. Espectro de infravermelho com transformada de Fourier das amostras LE (lignina sem 
reação), E40 (lignina após reação com lacase) e S2 (amostra controle: lignina passando pelo 
processo de reação sem a adição da enzima).

estabelecer a faixa de temperatura em 
que processos como a decomposição 
ocorrem. As TGAs foram conduzidas 
em um analisador térmico modelo Q600 
SDT, com uma taxa de aquecimento de 
10 ºC min-1 em atmosfera inerte de N2 da 
temperatura ambiente até 800 ºC. 

O perfil de degradação térmica da 
lignina modificada (E40) apresenta dife-
renças quando comparada com o mate-
rial de partida (LE), o que indica modi-
ficação em sua estrutura polimérica. A 
amostra controle S2 também apresenta 
alterações no perfil de degradação 
térmica, porém a maior estabilidade 
térmica é observada na amostra E40. 
O pico máximo da temperatura de 
degradação da LE ocorre ao valor de 
353 ºC, enquanto nos produtos obtidos 
estes valores foram 370 ˚C e 390 ˚C 
para S2 e E40, respectivamente (Figura 
3). Após a reação com lacase, a lignina 

apresenta maior estabilidade térmica, o 
que é esperado com o aumento na mas-
sa molecular resultante do processo de 
condensação promovido pela enzima 
(Gouveia et al., 2012; Poursorkhabi et 
al., 2013).

A calorimetria exploratória diferencial 
(DSC) é utilizada para medir a varia-
ção de energia entre uma amostra e o 
material de referência, em função do 
aumento da temperatura sob atmosfera 
controlada. No caso da lignina, a DSC 
foi utilizada para determinar a tempera-
tura de transição vítrea (Tg).

A Tg da lignina encontra-se em 
uma ampla faixa de temperatura, entre 
110 - 150 ºC, o valor depende da fonte 
da biomassa, taxa de aquecimento e 
massa molecular (Figura 4). Apesar da 
amostra controle S2 apresentar alte-
ração da Tg, a mudança significativa é 
vista na amostra E40, onde não ocorre 
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Figura 3. Análise termogravimétrica das amostras LE (lignina sem reação), E40 (lignina após 
reação com lacase) e S2 (amostra controle: lignina passando pelo processo de reação sem a 
adição da enzima).
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Figura 4. Calorimetria exploratória diferencial das amostras LE (lignina sem reação), E40 
(lignina após reação com lacase) e S2 (amostra controle: lignina passando pelo processo de 
reação sem a adição da enzima).
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a transição vítrea na mesma região da 
LE e S2 (Munk et al., 2015; Vural et al., 
2018).

O sistema de cromatografia Akta 
Pure da marca GE permite determinar a 
distribuição de massas moleculares de 
uma amostra em solução, a separação 
é realizada como resultado da distribui-
ção das moléculas presente na amostra 
pelos diferentes tamanhos dos poros 
da fase estacionária da coluna. A cro-
matografia por exclusão de tamanho foi 
realizada em coluna Superdex Peptide 
10/300 GL e eluição isocrática com o 
eluente NaOH 0,10 M e NaCl 0,15 M, pH 
13, e fluxo 0,5 mL min-1, com a detecção 
por UV a 280 nm.

Moléculas com maior massa molar 
não penetram nos poros e não são 
retidas na fase estacionária da coluna, 
consequentemente eluindo primeiro. 
Moléculas menores penetram nos poros 
e são retidas na fase estacionária da co-
luna e eluem por último (Amorim, 2019). 
O valor máximo da amostra de lignina 
não modificada (LE) apresenta tempo 
de retenção na coluna cromatográfica 

(19,84 minutos) maior que o da amos-
tra modificada pela lacase (E40) (17,54 
min). O cromatograma para a amostra 
de lignina após reação com lacase (E40) 
é formado por picos menos largos que a 
amostra original (LE). Isto ocorre quan-
do a distribuição de pesos moleculares 
é menos heterogênea. Mais ainda, o 
segundo pico em torno de 30 min teve 
uma diminuição de sua intensidade 
após a reação com a lacase. Este pico 
é relativo a moléculas de menores pe-
sos moleculares, sugerindo que houve 
oligomerização de parte das moléculas 
menores para formar estruturas de 
maior peso molecular. Esses resultados 
indicam que houve o aumento da massa 
molecular da lignina após a reação com 
a enzima lacase (Figura 5).

Em resumo, o processo de oligomeri-
zação da lignina kaft, por via da catálise 
enzimática em meio etanólico, é capaz 
de transformar a lignina, gerando um 
conjunto de moléculas de maior massa 
molar que o material de origem, menor 
heterogeneidade e com maior teor de 
carbonilas.
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