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RESUMO

HEINZ, O. L. Producao integrada de monossacarideos e lignosulfonatos a partir de
bagaco de cana-de-acicar. 2022. 92 p. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Escola de
Engenharia de Lorena, Universidade de Sdo Paulo, Lorena, 2022.

O pré-tratamento quimiotermomecanico utilizando sulfito-alcalino demonstra alta efici€éncia
para reduzir a recalcitrancia em materiais lignoceluldsicos. Porém, a avaliagdo técnico-
econdmica desse processo, integrando uma biorrefinaria de primeira e segunda
geracdo(1G2G) com bagago de cana-de-acticar para produgdo de etanol e energia elétrica,
indica que o custo elevado dos insumos quimicos de processamento € um limitante para a
viabilidade econdmica de todo o processo. Uma alternativa interessante para melhorar a
viabilidade econdmica do processo € diversificar os produtos no portfélio 1G2G. Neste
contexto, foi proposto um novo modelo de biorrefinaria que utiliza o processamento
quimiotermomecanico com sulfito-alcalino (127°C e 7,5% NaxS03/3,75% NaOH) como
pré-tratamento do bagaco da cana-de-acgucar e integra a produ¢do de monossacarideos por
sacarificacdo enzimadtica a producdo de lignosulfonatos. A sacarificacdo do material pré-
tratado converteu 74% da glucana e 75% da xilana a monossacarideos com enzimas
comerciais Cellic-Cetec 2. Os soélidos residuais do processo de sacarificagido (25,5% da
massa original do bagago de cana) foram entio reciclados com licor negro de pré-tratamento
que continha 7,1 g/L de sulfito de sédio residual para uma segunda etapa de sulfonacdo da
lignina contida nos sélidos (etapa denominada como ressulfonacido). As condicdes de
ressulfonacdo foram otimizadas indicando um ponto O6timo de rendimento em
lignosulfonatos a 159 °C e suplementacdo de NaOH ao meio reacional correspondente a
13%(m/m). Nestas condicdes, a concentracao de lignosulfonato aumentou dos 7,3 + 0,3 g/L
originalmente contidos no licor negro para 35 + 1 g/L.. O balango de massa para o processo
indicou que o lignosulfonato produzido ficou dividido em 57,3% contido no licor de
ressulfonacdo e 16.2% no hidrolisado enzimatico que continha os monossacarideos. Uma
fracdo do lignosulfonato preparado foi purificada por ultrafiltracio contra membrana de
corte em 1 kDa, gerando um lignosulfonato purificado que continha 16 grupos sulfonicos e
27 grupos fendlicos por 100 unidades C9 de lignina. A andlise do RMN-2D confirmou que
aproximadamente 9-10% de todas as subestruturas de éter f—O—4' foram a-sulfonadas. Os
dados sugerem que o lignosulfonato obtido € semelhante ao disponivel comercialmente e
pode ser um novo produto a ser adicionado ao portifélio de uma biorrefinaria de bagaco de
cana.

Palavras-chave: Biorrefinaria. Lignina. Lignosulfonato.



ABSTRACT

HEINZ, O. L. Integrated production of monosaccharides and lignosulfonates from
sugarcane bagasse. 2022. 92 p. Thesis (Doctoral of Science) — Escola de Engenharia de
Lorena, Universidade de Sdo Paulo, Lorena, 2022.

Chemothermomechanical pretreatment using alkaline sulfite demonstrates high efficiency
to reduce recalcitrance in lignocellulosic materials. However, the technical-economic
aspects of this process, integrating & first and second generation (1G2G) biorefinery with
sugarcane bagasse for the production of ethanol and electricity, indicate that the high cost of
chemical processing inputs is a limiting factor for the economic viability of the entire
process. An interesting alternative to improve the economic feasibility of the process is to
diversify the products in the 1G2G portfolio. In this context, a new biorefinery model was
proposed that uses chemothermomechanical processing with alkaline sulfite (127 ° C and
7.5% NaSO3/ 3.75¢ NaOH) as a pre-treatment of sugarcane bagasse and integrates the
production of monosaccharides by enzymatic saccharification to the production of
lignosulfonates. The saccharification of the pre-treated material converted 74% of the glucan
and 75% of the xylan to monosaccharides with Cellic-Cetec 2 commercial enzymes. The
residual solids from the saccharification process (25.5% of the original mass of the bagasse)
were then recycled with pretreatment black liquor containing 7.1 g/L of residual sodium
sulfite for a second step of sulfonation of the lignin contained in the solids (step named
resulfonation in the present thesis). Optimal resulfonation conditions were obtained at 159
°C and 13% (w/w) NaOH supplementation to the reaction medium, which increased
lignosulfonate concentration from 7.1 + 0.3 g/L in the black liquor to 35 + 1 g/L in the
resulfonation liquor. Mass balance for the process indicates that most of the original
sugarcane bagasse lignin was split into lignosulfonates contained in the resulfonation liquor
(57.3%) and in the enzymatic hydrolysate (16.2%). A fraction of the prepared lignosulfonate
was desalted through ultrafiltration using a 1 kDa cut-off membrane. The desalted fraction
of the lignosulfonate contained 16 sulfonic groups and 27 phenolic groups per 100 C9 lignin
units. 2D-NMR analysis confirmed that approximately 9-10% of all p—O-4' ether
substructures were o-sulfonated. The overall data indicate that the sugarcane bagasse
lignosulfonate is similar to that available commercially from other sources and may be a new
product to be added to the portfolio of a sugarcane bagasse biorefinery.

Keywords: Biorefinery. Lignin. Lignosulfonate.
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1 INTRODUCAO

A biorrefinaria de biomassa lignoceluldsica pode contribuir para equilibrar o
ciclo de carbono no planeta, minimizando o uso de combustiveis fésseis (KUAR et al.,
2020). Formas tecnicamente eficientes de processamento de biomassa foram desenvolvidas
nas ultimas décadas, mas os estudos mais abrangentes, que incluem a avaliacdo de
viabilidade econdmica destes processos, apontam também que existem gargalos de processo
que impedem o desenvolvimento rentdvel de alguns modelos de biorrefinaria (KLEIN et al.,
2019; VASCONCELOS et al., 2020; CULABA et al., 2021). Entre as conclusdes destes
estudos fica claro que a diversificagdo de produtos nas biorrefinarias pode maximizar o uso
de todos os componentes da biomassa, agregando valor na cadeia de produgdo, o que pode
permitir amortizar os custos relativamente elevados dos combustiveis liquidos e energia
atualmente obtidos a partir da biomassa lignoceluldsica (MENDES et al., 2018; KLEIN et
al.,2019; DE et al., 2021).

As biorrefinarias de cana-de-agicar sdo extremamente atrativas para o cenario
nacional, pois o pais € um grande produtor de agtcar e etanol a partir de cana, sendo que o
etanol brasileiro representa 38,6% da producdo mundial (FAOSTAT, 2019). Um dos
subprodutos deste processo produtivo € o bagaco de cana que € composto por trés
componentes principais, celulose, hemicelulose e lignina e representa cerca de 15% (em
massa seca) da cana in natura processada industrialmente. Neste sentido, o desenvolvimento
de tecnologias que visem o aproveitamento dos componentes do bagaco de cana para agregar
valor a cadeia produtiva do setor sucroenergético permitirdo o crescimento otimizado deste
setor industrial (CARPIO; SOUZA, 2017; CAVALCANTI; CARVALHO; DA SILVA;
2020).

O principal limitante para a utilizacdo dos polissacarideos do bagaco de cana-
de-acucar estd relacionado a estrutura complexa da parede celular das células que o
compdem. A presenca de lignina e hemicelulose revestindo a celulose corresponde a origem
de sua recalcitrancia. Para que a hidrélise enzimética da fracao polissacaridica seja eficiente,
€ necessario submeter o material lignocelulésico a um pré-tratamento a fim de remover,
mesmo que parcialmente, tais compostos € consequentemente aumentar o acesso das
enzimas a celulose (ALCANTARA etal., 2016).

Nosso grupo de pesquisa tem desenvolvido processos de pré-tratamento
quimiotermomecanicos que utilizam sulfito-alcalino e que resultam em rendimentos

elevados em celulose e hemicelulose, além de melhoria significativa da digestibilidade
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enzimatica do substrato (MENDES ez al., 2011; LAURITO-FRIEND et al., 2015; MENDES
etal.,2013; REINOSO et al., 2018). Os lignosulfonatos gerados neste tipo de pré-tratamento
podem ser uma alternativa interessante para o aproveitamento da lignina em biorrefinarias,
pois apresentam amplo potencial de aplicagdes, tais como aditivos em formulagdes de ragdes
animais e pesticidas, auxiliar lubrificante em sistemas de perfuracdo de petréleo (ARO;
FATEHI, 2017), preparo de compositos (YAMINI ez al., 2019), complexante de metais
(LIU; WANG; WOLCOTT, 2018), surfactantes (XU et al., 2015) e plastificantes em
misturas de concreto (TOPCU; ATESIN, 2016; COLOMBO et al., 2017). De fato,
atualmente, os lignosulfonatos representam 90% do mercado de comercializac¢do de lignina,
sendo normalmente produzidos a partir da sulfonacdo ou sulfometilacdo da lignina Kraft
produzida nos processos industriais de polpacdo da madeira (ARO; FATEHI, 2017).
Dentro do contexto mencionado anteriormente, o presente estudo tem como
objetivo o desenvolvimento de um modelo de biorrefinaria no qual se emprega o pré-
tratamento quimiotermomecanico que utiliza sulfito-alcalino e destina as fracdes de
polissacarideos para a produgdo de acticares monoméricos € a lignina para produgdo de

lignosulfonatos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Componentes dos materiais lignoceluldsicos

Os materiais lignoceluldsicos s@o compostos majoritariamente por celulose,
hemicelulose e lignina (FENGEL; WEGENER, 1989). A propor¢do destes componentes
pode variar em funcdo do tipo de solo e do clima onde as plantas se desenvolvem, da
disponibilidade de dgua, da época da safra, bem como da espécie vegetal ou da variedade de
uma mesma espécie vegetal (HIMMEL et al., 2007; DEL RIO et al., 2020). A Tabela 1
ilustra a composicdo quimica majoritiria de diferentes materiais lignoceluldsicos

classificados de acordo com ao grupo vegetal ao qual pertencem.

Tabela 1 — Composi¢do quimica de diferentes materiais lignoceluldsicos.
Composicio do material lignocelulésico

Material lignocelulésico (g/100 gramas de material) Fonte
Celulose Hemicelulose Lignina
Gramineas Reinoso et al.
Bagaco de cana-de-agicar 40,0 21,4 22,4 (2018)
Palha de milho 31,9 17,4 15,2 Hg‘i";;‘égfg;"
Coniferas Zhu et al.
Spruce 43,2 21,3 28,3 (2009)
Zhang;
Douglas-fir 44.0 21,2 32,0 Houtman; Zhu,
(2014)
Folhosas
Eucalyptus saligna 48,1 12,7 26,9 Zhu et al.
Alamo 45,9 17,9 23,0 (2010)

Fonte: Autoria Propria.

Os componentes mencionados na Tabela 1 ocorrem nas paredes das células que
formam os vegetais lignificados. A Figura 1a ilustra a parede celular lignificada e a Figura
1b mostra um modelo de como ocorrem e interagem os principais componentes na parede
secunddria lignificada (HENRIKSSON, 2009). A celulose € o principal componente da
parede celular secundéria e corresponde ao polimero natural mais abundante na superficie
terrestre. Trata-se de um polimero formado por anidroglicoses unidas entre si por ligacdes
glicosidicas (B1—4), com um grau de polimerizagao entre 7.000 e 15.000. A linearidade e a
alta massa molar das cadeias de celulose, somadas a presenca das ligacdes de hidrogénio e
interacoes de van der Waals, ocasionam a formacdo de regides ordenadas (regides

cristalinas), apesar de haver regides menos ordenadas (regides amorfas). Na parede celular
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vegetal, a celulose organiza-se ainda na forma de microfibrilas de 2 a 20 nm de didmetro e

entre 100 a 40.000 nm de comprimento. (FENGEL; WEGENER, 1989).

Figura 1 — a) Estrutura simplificada da parede celular lignificada tipica, ilustrando a lamela média (ML), parede
primaria (P), camadas da parede celular secundaria (S1, S2, S3) e limen (W). b) Distribuicdo de lignina e
polissacarideos em nivel molecular na camada S2 da parede secundéria.

L., Xilana

Fonte: Modificado de Henriksson (2009).

A hemicelulose € o segundo polissacarideo mais abundante na parede celular
secunddria e trata-se de um polimero ramificado com grau de polimerizagdo na faixa de 80-
200 e esté associada tanto a celulose como a lignina (PENG et al., 2012). As hemiceluloses
podem ser formadas por um unico acticar na cadeia principal, dando origem a
homopolimeros como a xilana, ou por mais de um agucar na cadeia principal, dando origem
a heteropolimeros como a glucomanana. As hemiceluloses também apresentam grupos
pendentes a cadeia principal que podem incluir diversos agucares, dcidos urdnicos, dcidos
hidroxicinamicos, além de contar com acetilacdes nas hidroxilas da cadeia principal
(FENGEL; WEGENER, 1989). No bagaco de cana-de-agucar, a principal hemicelulose
encontrada € a 4-O-metil-glucuronoarabinoxilana (GAX), que contém L-arabinose e dcidos
urdnicos pendentes da cadeia principal de xilana (SCHELLER; ULVSKOV, 2010; PENG et
al., 2012). Nesta hemicelulose ainda existem grupos acetila que esterificam algumas
hidroxilas das xilanas, além de grupos feruloila esterificando eventualmente as arabinoses.

Estes grupos feruloila podem formar ligacdes covalentes com a lignina através de suas



17

hidroxilas fenodlicas, dando origem aos complexos lignina-carboidrato encontrados em
gramineas (HATFIELD; MARITA, 2010; HATFIELD; RANCOUR; MARITA, 2017).

A lignina € o componente nao polissacaridico da parede celular secundaria e
constitui cerca de 15% a 30% de sua massa seca (GALL et al., 2017). A principal funcao
desta macromolécula é atuar como agente de reforco para a rede de polissacarideos,
garantindo, no nivel celular, a capacidade de transporte de 4gua e nutrientes além de protecdo
contra a acdo de agentes patogénicos (FENGEL; WEGNER, 1989; VANHOLME et al.,
2019). A lignina possui estrutura complexa formada por polimerizacdo oxidativa de
precursores fendlicos que incluem os dlcoois cinamilicos convencionais indicados na Figura
2A que dao origem a unidades basicas da molécula. Os-dlcoois p-cumarilico, coniferilico e
sinapilico geram unidades bdsicas denominadas p-hidroxifenil (H), guaiacil (G) e siringil
(S), respectivamente. Entretanto, nos dltimos anos, um maior nimero de precursores t€ém
sido identificados na biossintese de lignina e t€ém sido denominados como “precursores nao
convencionais de lignina” e incluem o acido ferulico, dcido p-cumdrico, tricina, dlcool
dihidroconiferilico, 4cido caféico, dlcool coniferilico acetilado e coniferaldeido (Figura 2).
(DEL RIO er al., 2020). Vanholme er al. (2019) evidenciam que na literatura ja foram
relatados 35 precursores ndo convencionais de ligninas em diferentes tipos de espécies

vegetais.
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Figura 2 — Unidades fenilpropanéides convencionais precursoras da lignina, dlcool p-cumdrilico, dlcool
coniferilico e dlcool sinapilico (A). Mondmeros “ndo convencionais” da lignina, incluindo monoligndis
acilados no y-OH com acetato, benzoato, p-hidroxibenzoato, p-cumarato, ferulato, dlcool cafeico, dlcool 5-
hidroxiconiferilico, hidroxicinamaldeidos, &lcool dihidroconiferilico e ésteres ferulados (B); compostos
fendlicos derivados de flavonéides (tricina) (C), hidroxistilbenos (resveratrol, isorhapontigenina e piceatanol)
(D) e hidroxicinamamidas (E).
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Fonte: Del Rio et al., (2020).
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Ha diferentes ligacdes entre as unidades estruturais da lignina, sendo a ligacao
B-O-4 a mais comum (50-80%). Outras ligacdes éter comumente encontradas sao a-O-4 e 5-
0-4, além de ligacdes carbono-carbono, B-B, 5-5 ¢ -1 (DEL RIO et al., 2020). Em fungao
das diferentes possiveis ligacdes da lignina ndo hd uma estrutura exatamente conhecida, uma
vez que os processos empregados na desconstru¢do do material lignoceluldsico e isolamento
de lignina afetam sua estrutura (RUTTEN; RAMfREZ; DUQUIE, 2017; VANHOLME et al.,
2019). A Figura 3 representa uma estrutura hipotética de lignina mostrando os diferentes

tipos de ligacOes possiveis entre as unidades estruturais.

Figura 3 — Estrutura hipotética da macromolécula de lignina com suas principais ligagdes.
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Fonte: Augustin et al., (2021).

Os diferentes grupos de plantas apresentam variacdes nas propor¢des das
unidades precursoras que constituem a lignina. Em gimnospermas (coniferas), a lignina é
formada fundamentalmente de wunidades G, enquanto que em angiospermas
(eudicotiledoneas) a lignina é formada principalmente de unidades G e S. J4 as ligninas de
gramineas (monocotiledoneas) compreendem as unidades G, S e H em diferentes
propor¢des, além de apresentar acilacoes com dcido p-cumdrico nos carbonos y
(HENRIKSSON, 2009; DEL RIO et al., 2015). A Tabela 2 apresenta a porcentagem de

lignina e de cada unidade precursora em diferentes plantas.
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Tabela 2 — Porcentagem de lignina e de cada unidade precursora da lignina em diferentes classes vegetais.

Nome cientifico Nome % de Hidroxifenil Guaiacil Siringil
comum lignina (H)(%) (G) (%) (S) (%)
Gimnospermas Coniferas 27-33 <5 >95 0
Eudicotiledoneas Folhosas 18-25 0-8 25-50 46-75
Monocotiledoneas Gramineas 17-24 5-33 33-80 20-55

Fonte: Henriksson, (2009).

Del Rio et al. (2015) estudaram a estrutura da lignina proveniente do caule de
cana-de-acguicar sendo que observaram uma composi¢cdo enriquecida em unidades siringil
com propor¢cao H:G:S de 2:38:60. J4 a lignina da palha de cana (folhas e topo da planta) é
rica em unidades guaiacil, apresentando a relacdo H:G:S de 4:68:28. Essa diferenca de
composic¢ao reflete nas abundancias relativas das ligacOes presentes entre as unidades da
lignina. A principal ligagdo encontrada na lignina do bagaco foi B-O-4 (83%), seguido por
menor quantidade de B-5 (6%) e outras subestruturas condensadas. J4 a lignina da palha tem
menos ligagcdes B-O-4, cerca de 75%, e mais ligacdes B-5 (15%). No bagago-de-cana os
acidos hidroxicinamicos sdo abundantes, com presenca majoritdria do dcido p-cumdrico em
toda a parede celular ligados ao carbono-y da lignina na forma de um éster,
predominantemente em unidade S, enquanto o acido ferilico estd preferencialmente ligado a

fracdo de hemicelulose.

2.2 Biorrefinarias de materiais lignoceluldsicos

O uso integrado dos componentes dos materiais lignoceluldsicos estd na base
dos processos modernos de biorrefino de biomassa. Uma biorrefinaria pode ser definida,
portanto, como uma instalacdo industrial que processa material lignoceluldsico (residuos
agricolas, residuos florestais ou mesmo plantas desenvolvidas unicamente para esta
finalidade) a fim de agregar valor econdmico a biomassa vegetal através da producdo de
combustiveis liquidos, vapor, energia e diversos insumos para as indudstrias quimica,
alimenticia e farmacéutica (IEA, 2009).

No Brasil, dentre os residuos agricolas gerados, o bagaco de cana-de-agucar € a
biomassa lignoceluldsica de maior interesse para a implementacdo de biorrefinarias devido
ao seu baixo custo, composic¢ao e disponibilidade no patio fabril (CARPIO; SOUZA, 2017,
CHANDEL et al., 2021). A safra 2021/2022 de cana-de-agtcar € estimada em 570 milhdes
de toneladas de acordo com o relatério publicado pelo Conselho Nacional de Abastecimento
(CONAB,2021). Considerando que cerca de 15% (base seca) da cana-de-acucar in natura

processada na industria permanece no patio fabril na forma de bagago, estima-se uma
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geracdo de 85 milhdes de toneladas de bagaco de cana seco na safra 2021/2022. O principal
destino atual deste material é a combustio direta para a geracdo de vapor e eletricidade
(CARPIO; SOUZA, 2017; CHANDEL et al., 2021).

As biorrefinarias estdo propostas no sentido de gerar alternativas de uso de
materiais como o bagaco de cana. No entanto, a grande limitacdo para o uso integral dos
componentes dos materiais lignoceluldsicos reside na estrutura complexa da parede celular
lignificada (HIMMEL et al., 2007; REZANIA et al., 2020). Neste contexto, uma série de
processos tém sido desenvolvidos para viabilizar biorrefinarias de cana-de-aguicar a fim de
produzir sacarose, vapor e eletricidade dentro de um conjunto de operacdes unitdrias
denominadas como tecnologia de 1* geracdo. Acoplado a este processo produtivo, busca-se
viabilizar a produ¢do de monossacarideos da fracdo polissacaridica contida no bagaco de
cana, a fim de gerar, por exemplo, mais etanol, agregando mais uma série de operacdes
unitdrias denominadas de tecnologia de 2* geracdo. As industrias de primeira geragao estao
atualmente instaladas e em operacgdo, ja possuindo tecnologia consolidada. A tecnologia de
2° geracdo ainda € nascente na escala industrial, apesar de ja dispor de inimeras instalacdes
em operacdao em todo o mundo (CHANDEL et al., 2021). Nota-se que tanto nas tecnologias
de 1* como de 2? geracdo, a lignina contida no bagago de cana ou nos residuos de hidrolise
dos polissacarideos é fundamentalmente empregada para gerar vapor e eletricidade através
da queima. Porém, este componente também pode ser destinado a cadeia produtiva de
insumos quimicos, visando melhorar a viabilidade econdmica deste complexo industrial
(JONSSON; ALRIKSSON; NILVEBRANT, 2013; LIU; WANG; WOLCOTT, 2017;
REZANIA et al., 2020; FREITAS et al., 2021).

Segundo Sivagurunathan et al. (2021) e Liu et al. (2021) as biorrefinarias de
base lignoceluldsica possuem desafios e oportunidades para a lignina, tendo aplicagdes
versateis em combustivel e produtos quimicos que podem reduzir a “pegada” de carbono do
processo produtivo devido a diminui¢do da dependéncia de combustiveis fésseis. Klein et
al. (2019) e Freitas et al. (2021) ressaltam que a diversificagdo do portfélio de produtos da
biorrefinaria de biomassa vegetal pode ajudar em sua viabilidade econdmica.

Apesar das biorrefinarias de 1° e 2° geracdo poderem operar de forma
independente uma da outra, grande parte das publica¢des sugerem a implementacido de uma
industria com a coproducdo integrada, de forma que haja um melhor desempenho da cadeia
produtiva do etanol (MENDES et al., 2018). Reshmy et al. (2021) relatam que, em geral,
cerca de 50% da biomassa lignoceluldsica disponivel deve ser empregada para a producao

de vapor e energia em uma biorrefinaria. O excedente pode ser utilizado como matéria-prima
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para a produgdo de bioetanol 2G em uma planta versatil que pode alternar entre as duas
configuracdes para otimizar a receita com base nos precos de energia e bioetanol. Um
possivel modelo de uma biorrefinaria integrada da cana-de-acucar € exemplificado na Figura
4. O exemplo ilustrado inclui a produgdo autdonoma de etanol, sem a producao de sacarose.
No entanto, o processo 1G pode facilmente ser integrado com a producao de sacarose com

a consequente diminui¢ao na producdo de etanol (MENDES et al., 2018).

Figura 4 — Fluxograma para o processo de uma biorrefinaria 1G2G integrada. Etapas do processo em destilarias
autdnomas 1G (blocos brancos) e processo 2G (blocos cinza).
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Fonte: Mendes et al. (2018).

2.3 Pré-tratamento de materiais lignocelulésicos

Nos materiais lignocelulésicos, a hemicelulose, a celulose e a lignina interagem
de forma fisico-quimica entre si, dando origem a uma parede celular estruturalmente
complexa o que torna dificil o isolamento de cada uma das fragdes mencionadas (Figura 1)
(HIMMEL et al., 2007; REZANIA et al., 2020). Deste modo, para utilizacdo da biomassa
lignoceluldsica em biorrefinarias € necessario o emprego de algum tipo de pré-tratamento
que permita romper ou diminuir as intera¢des existentes entre a celulose, a hemicelulose e a
lignina (REZANIA et al., 2020).

Os pré-tratamentos sdo classificados em bioldgicos, mecanicos e quimicos ou,

usualmente, resultantes da combinacdo de dois ou mais destes principios e t€m como
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principal objetivo remover ou modificar os limitantes estruturais dos materiais
lignoceluldsicos que causam sua recalcitrancia (XU et al., 2015; CHANDEL et al., 2021).

Os pré-tratamentos bioldgicos utilizam fungos de degradagdo branca, como
Phanerochaete chrysosporium, Lentinula edodes, Pleurotus ostreatus e Ceriporiopsis
subvermispora que apresentam a capacidade de degradar lignina seletivamente e preservar
parte dos polissacarideos presentes na biomassa. Apesar de pouco intensivos em termos do
emprego de reagentes quimicos, estes pré-tratamentos sdo menos utilizados, pois possuem
como desvantagens a necessidade do emprego de processos de biodegradacdo de
lignocelulésicos em grande escala mantidos por longos periodos de pré-tratamento
(SALVACHUA et al., 2011; DONG et al., 2013; MACHADO; FERRAZ, 2017).

Os pré-tratamentos mecanicos visam a reducdo do tamanho das particulas de
biomassa com a eventual ruptura da parede celular vegetal, culminando no aumento da area
superficial do substrato, facilitando assim, etapas subsequentes de sacarificagdo. Estes
processos empregam essencialmente etapas de moagem, trituragdo por corte e/ou
refinamento mecanico em discos. Estes processos ndo demandam reagentes quimicos nem
longos tempos de pré-tratamento; no entanto, sio muito intensivos em energia demandada
para o processo de moagem da biomassa (ZAKARIA; HIRATA; HASSAN, 2014).

Os pré-tratamentos quimicos, por sua vez, solubilizam a hemicelulose e/ou
lignina da biomassa, deixando um substrato rico em celulose e consequentemente
aumentando o rendimento de glicose durante as etapas de hidrélise enzimatica (PUTRO et
al., 2016). Os tratamentos com 4cido diluido (até cerca de 10 % de dcido em relacdo a massa
de biomassa) proporcionam majoritariamente a remog¢do da fragdo hemicelulésica, levando
a um aumento na efici€éncia da hidrdlise enzimatica da celulose (VERGARA et al., 2018).
O meio alcalino proporciona a remog¢ao predominante de lignina e a hidrélise de ésteres
ligados aos polissacarideos e lignina, tornando o substrato gerado mais acessivel a hidrdlise

enzimdtica da celulose e da hemicelulose (WOICIECHOWSKI et al., 2020).

2.3.1 Pré-tratamento com ions sulfito

O pré-tratamento objeto do desenvolvimento experimental no presente trabalho
decorre dos processos tradicionais de polpacdo quimitermomecanica que empregam ions
sulfito como agente deslignificante (SJOSTROM, 1993). Uma das principais caracteristicas
dos processos com fons sulfito € a possibilidade de reagdo em meio 4cido, neutro ou alcalino,
gerando produtos de diferentes caracteristicas e aplicagdes comerciais (SJOSTROM, 1993;

LIU; WANG; WOLCOTT, 2017). Os processos em meio 4cido ocasionam a remocao
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predominante de lignina e hemicelulose, gerando polpas adequadas aos processos de
fabricacdo de derivados de celulose (polpa de dissolucdo). J4 os processos conduzidos em
meio alcalino e neutro promovem a remog¢dao predominante de lignina, retendo parte
expressiva da hemicelulose e integralmente a celulose. Na industria de polpas celulésicas,
estes processos também sdo empregados na preparacdo de polpas quimiotermomecanicas
destinadas a fabricacdo de papéis de embalagens, de impressao e absorventes (SJOSTROM,
1993).

O agente de deslignificacdo no processo sulfito ¢ formado no equilibrio de
dissolucdo do gas SO, em agua ou solugdo alcalina (SO2 + H2O S H,S03) e a subsequente
ionizagdo do H»SOs. As propor¢des destas espécies dependem dos pKas do HSOj; e,
obviamente, do pH do licor de cozimento. Assim, em pH < 2, observa-se maior concentra¢do
de SO no meio, enquanto que em pH entre 2 e 7, hd predominancia de fons bissulfito
(HSO3). J4 em pH > 7 hd predominancia dos fons sulfito (SOs2) (SJOSTROM, 1993).

Os processos sulfito dcido (pH 2-5) e sulfito “neutro” (pH 5-7) sdo similares no
que diz respeito a reacdo com lignina, pois dependem da eliminacdo do substituinte
oxigenado do carbono alfa e a formacao do ion carbonio que € estabilizado por ressonancia
conforme mostra a Figura 5a. A este fon carbonio ocorre a adicao dos fons bissulfito (HSO3"
), sulfonando, desta forma, a molécula de lignina. A formacdo do fon carbonio gera a
possibilidade da ocorréncia de reacdes de condensagdo entre o ion carbdonio e outro nicleo
aromético conforme ilustrado na Figura 5b para a condensagdo no carbono da posi¢do 6 do
anel aromatico (MATSUSHITA, 2015). Os métodos sulfito acido e neutro diferem na
preservacdo da hemicelulose, sendo que em sulfito dcido ocorre hidrdlise mais expressiva

da hemicelulose, enquanto que em sulfito neutro a hemicelulose é melhor preservada.

Figura 5 — (a) Mecanismo de sulfonacdo da lignina pelo processo sulfito dcido e neutro; e b) mecanismo de
condensagdo que ocorre em meio acido.
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O processo sulfito-alcalino (pH 9-13) depende da desprotonacdo dos grupos OH
fendlicos da lignina, cuja estrutura estd pouco disponivel na macromolécula. A
desprotonacao do OH fendlico resulta na formacao da metileno quinona com eliminacao do
substituinte ligado originalmente ao carbono a. Em sequéncia, ocorre a sulfonacdo da
metileno quinona. Em condicdes mais severas, ocorre a quebra das ligagdes B-O-aril,
conforme ilustrado na Figura 6. Em toda faixa de pH mencionada ocorre a solubilizagdo de
parte da lignina para o licor de reacdo decorrente da sulfonacdo/degradacdo e consequente

aumento de solubilidade em dgua (GELLERSTEDT, 2009).

Figura 6 — Mecanismo de sulfonacdo da lignina pelo processo sulfito-alcalino.
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O processo sulfito tem sido relativamente pouco estudado como ferramenta de pré-
tratamento de biomassa para posterior hidrélise enzimatica. A principal aplicacdo deste
processo tem origem na fabricacao de celulose e papel que remonta a 1840 (LIU; WANG;
WOLCOTT, 2017). Com o desenvolvimento do processo Kraft (que emprega sulfeto de
s6dio como agente deslignificante) no inicio de 1900, o processo sulfito perdeu importancia
na fabricacdo de celulose e papel, mas se mantém util para a producdo de polpas de
dissolugdo (celulose livre de lignina e hemicelulose) (GELLERSTEDT, 2009). J4 o emprego

de sulfito-alcalino em processos de polpacdo quimiotermomecanica e polpacdo semi-
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quimica tem aplica¢do industrial relevante, pois o processo € muito seletivo para a remog¢ao
de até 50% da lignina, perdendo seletividade para niveis de deslignificacdo superiores a 50%
(FENGEL; WEGNER, 1989).

A aplicacao do processo sulfito como etapa de pré-tratamento para posterior digestao
enzimdtica do material pré-tratado foi desenvolvido de forma mais extensa quase que
simultaneamente por dois grupos de pesquisa (ZHU et al., 2009; MENDES et al., 2011).

O uso de sulfito acido para o pré-tratamento de madeira foi originalmente
denominado SPORL (Sulfite Pretreatment to Overcome Recalcitrance of Lignocellulose) e
mostrou eficiéncia expressiva para aumentar a digestibilidade da celulose (e da hemicelulose
residual) dos materiais pré-tratados (conversoes de glucanas da ordem de 90% em 96 h de
hidrélise enzimética) (ZHU et al., 2009; ZHOU et al., 2016). A reducgdo da recalcitrancia do
substrato foi atribuida a combinacdo de diferentes efeitos. Entre eles destaca-se a dissolucao
parcial da hemicelulose, a despolimerizacdo da celulose, a deslignificacdo, além da
sulfonacdo parcial da lignina residual contida no material pré-tratado. Como consequéncia
destas transformacdes, o material pré-tratado sofre aumento da 4rea superficial que também
decorre do processo de fibrilacio mecanica associado ao pré-tratamento (ZHOU et al.,
2016). Note-se que o processo de pré-tratamento originalmente desenvolvido com sulfito
acido € muito similar aos processos de polpacdo semi-quimica que contam com duas etapas:
cozimento e posterior refinamento mecanico. Apesar da alta eficiéncia deste pré-tratamento,
este processo gera produtos de degradacao de agucares decorrente da condicdo acida, além
da necessidade de temperaturas elevadas na etapa de cozimento quando o material pré-
tratado € madeira (LIU; WANG; WOLCOTT, 2017).

O uso de sulfito-alcalino como pré-tratamento de bagaco de cana foi descrito
inicialmente no trabalho de Mendes et al. (2011). Um trabalho posterior avancou na
descri¢do das alteragdes fisico-quimicas infringidas ao bagaco de cana que permitiam o
aumento de digestibilidade do material pré-tratado (MENDES et al., 2013). Em sintese, os
dois estudos mostraram os efeitos do processo quimiotermomecanico utilizando sulfito-
alcalino em cana de agucar onde, através da microscopia 6tica e eletrOnica, identificaram-se
alteracdes fisicas na fibra, resultantes da remocao parcial de lignina e hemicelulose. Além
disso, os autores observaram que houve um inchamento das fibras e aumento da capacidade
de retencdo de agua, caracteristicas estas que resultaram em um aumento na conversao dos
polissacarideos na etapa de hidrdlise enzimaética.

Laurito-Friend et al. (2015) estudaram o processo quimiotermomecanico utilizando

sulfito-alcalino com diferentes cargas de sulfito (5, 7,5 e 10%) em hibridos de cana de agticar
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com teores variados de lignina. Neste trabalho ficou demonstrado que o aumento de carga
de sulfito leva a uma maior solubiliza¢do de lignina, mas também a uma maior perda de
hemicelulose. Neste sentido, fica evidenciado que o tempo de reacdo e a concentracdo de
reagentes podem ser ajustados dependendo da concentracio inicial de lignina do material
durante a etapa de pré-tratamento.

Mendes et al. (2015) estudaram o efeito do processo quimiotermomecanico
utilizando sulfito-alcalino sobre a superficie das fibras do bagaco de cana. Foi possivel
verificar estruturas das paredes celulares colapsadas apds o pré-tratamento e a simultanea
diminui¢cdo da cobertura da superficie externa das fibras por lignina, aumentando a fracao
de polissacarideos acessiveis as enzimas nestas superficies externas. Os componentes
inorganicos, como cdlcio e magnésio foram removidos e parcialmente redistribuidos sobre
as superficies das fibras. Estes resultados indicaram que a lignina foi dissolvida durante o
pré-tratamento, enquanto as hemiceluloses ficaram mais expostas ou reposicionadas no
material pré-tratado.

Mesquita et al. (2015) estudaram a fermentacdo alcodlica de hidrolisados
enzimdticos preparados a partir de bagaco de cana pré-tratado por sulfito-alcalino e
observaram que cargas crescentes de sulfito (entre 4 e 8%) levaram a um melhor rendimento
de etanol ao final do processo. Em um dos experimentos adicionaram surfactantes tween 20
e tween 80, evidenciando que ao utilizar o surfactante tween 20 ha uma melhora na hidrolise
enzimatica.

Mendes et al. (2016) estudaram o efeito do pré-tratamento sulfito-alcalino sobre
diferentes fracdes do caule da cana de acucar. Foi possivel verificar que a digestdo
enzimatica foi criticamente afetada, dependendo da regido do entrené e do hibrido de cana
de acucar. As fracdes mais externas do caule da cana de agucar foram significativamente
mais recalcitrantes do que as outras regides do entrend, independente do hibrido de cana
estudado. Neste sentido, concluiu-se que as fracdes externas do caule que sdo pobres em
sacarose poderiam ser removidas e usadas, por exemplo, para a queima e geracdo de
vapor/eletricidade, enquanto que o restante da cana poderia entdo ser processado, exigindo
menos energia no processo de extragdo de sacarose, fornecendo um bagaco mais adequado
para o pré-tratamento e subsequente hidrdlise enzimatica. Esta hipétese foi posteriormente
confirmada no estudo de Sartori et al. (2019).

Siqueira et al. (2017) demonstraram que no pré-tratamento sulfito-alcalino, a lignina
residual se torna mais hidrofilica devido a incorporag¢dao de ions sulfito, promovendo o

inchamentodas fibras e aumentando a porosidade da parede celular. Esta caracteristica da
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lignina residual também diminui significativamente sua capacidade de adsorcao de celulases,
o que implica em menores perdas de eficiéncia de hidrélise de polissacarideos por adsor¢ao
improdutiva das enzimas. MODIFICAR TEXTO..

Reinoso et al. (2018) estudaram o comportamento dos dcidos hidroxicinamicos e
estrutura da hemicelulose residual apds o pré-tratamento de bagaco de cana com sulfito-
alcalino. O pré-tratamento removeu 38% da lignina e 20,6% da hemicelulose. Os grupos
acetil foram extensivamente removidos (97%) e 40% dos acidos hidroxicindmicos
permaneceram na amostra mesmo quando se aplicou a maior carga de sulfito-alcalino (5%
NaOH / 10% Na»S03). Os resultados indicaram que uma fracio de 4cidos hidroxicinamicos
era inacessivel ao licor alcalino e/ou que suas ligagdes éster eram clivadas, mas eles
permaneceram ligados fisicamente a lignina residual.

Mendes et al. (2018) avaliaram a integra¢do de uma biorrefinaria de segunda geracao
que utiliza processo sulfito-alcalino a uma biorrefinaria autbnoma de primeira geracao
(produzindo etanol e eletricidade). Os resultados das andlises indicaram que altas cargas de
sulfito de sédio foram uteis para aumentar a producao de etanol na biorrefinaria 1G2G. No
entanto, o custo do sulfito de sédio foi relevante no custo final do etanol 1G2G a ponto de
gerar baixas taxas de retorno de investimento (TIR) para a biorrefinaria proposta quando os
custos de sulfito ultrapassavam cerca de 0.3 USD/kg.

Estudos recentes empregando sulfito-alcalino também foram estendidos para outros
substratos e condi¢des de processo mais severas em bagaco de cana. Wang et al. (2018)
estudaram a utiliza¢do do pré-tratamento sulfito-alcalino nas condi¢des de 5% NaOH/20%
Na»SOs e temperatura de reacdo de 120 °C em um hibrido de Pennisetum (graminea). Nesse
estudo foi observado que o processo sulfito-alcalino acarretou em extensa remog¢do de
lignina, de modo a proporcionar 91% de conversao da celulose do material pré-tratado,
mesmo empregando baixa carga de celulases na etapa de digestdao enzimatica (5 FPU/g).
Tavares et al. (2018) estudaram a utilizagdo do pré-tratamento sulfito-alcalino em bagaco
de cana, comparando diferentes cargas de sulfito (5-10%), temperaturas (140-160 °C) e
tempos de tratamento (30-60 min). Observou-se que o tratamento com 10% de sulfito, 150°
C e 45 min ocasionou a remog¢ao de 77,2% de lignina e proporcionou uma conversao de
celulose e xilana do material pré-tratado de 79,9% e 70,7%, respectivamente.

A limitacdo econdmica do processo sulfito como etapa de pré-tratamento,
apontada por Mendes et al. (2018) para bagaco de cana, também foi descrita para processos
aplicados a outras biomassas, como por exemplo madeira de coniferas (CAVKA et al.,

2015). Estes autores observaram que a utilizacao de sulfito de sédio no processo poderia ser
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justificada economicamente pela redugcdo da carga enzimatica na etapa de hidrdlise
enzimadtica posterior.

Buscando superar as limitagdes econdmicas do emprego do pré-tratamento com
sulfito-alcalino, ha trabalhos que estudaram a integracao da recuperagdo de lignosulfonatos
a biorrefinaria de biomassas. Zhou et al. (2016) estudaram o processo SPORL em escala
piloto utilizando residuos de Pinus como biomassa e obtiveram eficiente conversdo das
fracdes de polissacarideos em etanol, além de integrar a obten¢do de lignosulfonato no
processo. Apesar de o lignosulfonato produzido apresentar baixa massa molar, possuia grau
de sulfonacdo similar ao de lignosulfonatos comerciais e foram indicados como passiveis de
comercializacdo.

Huang et al. (2016) estudaram um novo processo que inclui a sulfometilacao dos
residuos de hidrélise de madeira dura para produgio de lignosulfonatos, demonstrando que
ainclusao desta etapa poderia melhorar a viabilidade do processo. Du et al. (2017) estudaram
a integracdo de processo utilizando madeira de conifera no qual, além de acucares
monoméricos, foram produzidos lignosulfonatos e celulose nanocristalina como forma de

melhorar a viabilidade do processo.

2.4 Lignosulfonatos

Os lignosulfonatos sdo produzidos industrialmente como subprodutos dos
processos de polpacdo sulfito (GELLERSTEDT, 2009; MATSUSHITA, 2015). Os
lignosulfonatos correspondem a moléculas de lignina funcionalizadas nos carbonos a e
eventualmente nos carbonos B com o grupo sulfonico (SO3?) e apresentam, portanto,
enxofre em sua composicao (ARO; FATEHI, 2017; BAJWA et al., 2019). Sao surfactantes
anionicos de natureza anfifilica, uma vez que apresentam grupos sulfonicos polares e
estruturas aromaticas hidrofébicas (GAO et al., 2020). Os lignosulfonatos sdo soliveis em
dgua e solucdes de pH acido devido ao baixo pKa dos grupos sulfonicos (pKa < 2), além de
serem soldveis em solventes orginicos polares. Myrvold (2008) propds que em solucdes
aquosas, as moléculas de lignosulfonato formam uma esfera (similar a uma micela) com os
grupos sulfOnicos na superficie.

A estrutura e forma geral dos lignosulfonatos ndo é bem estabelecida, assim
como da lignina (MATSUSHITA, 2015). A Figura 7 ilustra um modelo de estrutura de

lignosulfonato de sédio.
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Figura 7 — Modelo de estrutura genérica do lignosulfonato de sédio.
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Fonte: Zhu et al., 2022.

As ligninas obtidas por processos sulfito normalmente apresentam maior massa
molar e maior dispersibilidade do que a lignina Kraft e sofrem influéncia das condic¢des do
processo seja ele dcido, neutro ou alcalino (ZAKZESKI ez al., 2010; MATSUSHITA, 2015).
Os lignosulfonatos oriundos de folhosas apresentam massa molar menor do que os
lignosulfonatos produzidos a partir de madeira de coniferas, possivelmente devido a lignina
de coniferas sofrerem mais reagdes de condensacdo em meio 4cido (Figura 5)
(MATSUSHITA, 2015).

A determinac¢do de massa molar absoluta em ligninas/lignosulfonatos nao é
trivial, pois segundo Lin e Dence (1992) € comum que ligninas apresentem o fendmeno de
agregacao entre moléculas, além de eventualmente apresentarem carga em pontos eventuais
de sua estrutura. Esses problemas podem ser parcialmente compensados com a derivatizacao
da lignina por acetilacdo ou metilacdo. No entanto, estas técnicas de derivatizacdo nem
sempre sao quantitativas e introduzem alteragdes nas massas molares obtidas (TOLBERT et
al., 2014).

A forma mais tradicional de determinar a distribui¢do de massas molares de
amostras de lignina/lignosulfonatos envolve o emprego de cromatografia de permeagdo em
gel. Nesta técnica, as massas molares absolutas de cada material sdo estimadas com base na
calibragdo do sistema cromatografico com polimeros lineares como o poliestireno em
sistemas de solventes organicos ou poliestireno sulfonato (PS) e polietileno glicol (PEG) em
sistemas de solventes aquosos. A diferenca macro-estrutural entre os padrdes de calibragdo
e as moléculas de lignina/lignosulfonatos acarretam em determinacdes de massas molares

relativas e muitas vezes diferentes dos valores absolutos (ZINOVYEYV et al., 2018). Além
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das dificuldades de calibra¢gdes adequadas do sistema cromatografico, outra caracteristica da
lignina/lignosulfonatos é que apresentam caracteristicas de moléculas polirramificadas, o
que culmina em determinacdo de massas molares super ou sub-estimadas dependendo da
heterogeneidade das ramificagdes (LEDO et al., 2008; TOLBERT et al., 2014; ZINOVYEV
etal., 2018).

Os licores de polpagdo sulfito contém, além dos lignosulfonatos em
concentracdes relativamente baixas, também outros componentes removidos da biomassa, o
que demanda etapas de concentracdo e purificacdo a fim de agregar valor ao produto final
(ARO; FATEHI, 2017). H4 diferentes formas de purifica¢do de lignosulfonatos. Uma delas
envolve o método de Howard, no qual o licor de polpagdo sulfito é tratado com CaO até
atingir pH 8,5, resultando na precipitagdo inicial de parte do sulfito residual na forma de
sulfito de cdlcio (CaSO3). Em seguida, o licor € alcalinizado até pH >12 onde entdo o
lignosulfonato de célcio se torna insolivel e pode ser filtrado do licor. A recuperagdo de
lignosulfonato através do método de Howard pode atingir at€¢ 95%. Outro processo de
recuperagdo e purificacio € o método Pekilo no qual o licor do processo de polpagdo sulfito
acido € inicialmente fermentado pelo fungo filamentoso Paecilomyces variot a fim de
remover os actcares presentes. O licor livre de acicares € entdo submetido a ultrafiltracao
para purificagdo do lignosulfonato com recuperagao superior a 90% (ARO; FATEHI, 2017).

O método comercialmente utilizado atualmente para a purificacio de
lignosulfonatos é a ultrafiltragdo, pois permite uma purificacdo mais efetiva devido a
diferenca de massa molar entre os lignosulfonatos e outros componentes do licor
(BHATTACHARYAA et al., 2005; HUMPERT; EBRAHIMI; CZERMAK, 2015). A
Borregaard LignoTech (Noruega) possui uma planta industrial de ultrafiltracio para
concentragdo de lignosulfonato operando desde 1981. Esta planta permite a producdo de um
licor concentrado enriquecido em lignosulfonato com aproximadamente 95% de pureza e
somente baixas porcentagens de acticares e sais (FERNANDEZ-RODRIGUEZ et al., 2015).

Um derivado de lignina semelhante ao lignosulfonato € a lignina sulfometilada,
que é soldvel em dgua e possui aplicabilidade semelhante a dos lignosulfonatos. De fato, tem
havido um aumento no nimero de estudos e no desenvolvimento tecnolégico com foco na
sulfometilacdo de ligninas técnicas (Kraft e organosolve) para busca atender a demanda do
mercado por ligninas soliveis em dgua com propriedades similares as dos lignosulfonatos
(HE; ZHANG; FATEHI, 2015; KONDURI; FATEHI, 2015, DERUMER et al., 2021).

A reacdo de sulfometilacdo introduz um grupo metileno sulfonato (-CH2SO3) no

anel aromadtico da lignina. Esta reacdo prossegue inicialmente por substituicdo eletrofilica
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em condi¢des alcalinas onde o anel aromdtico da lignina reage com formaldeido. Em

seguida, ocorre a sulfona¢do deste intermedidrio por eliminacdo de dgua (Figura 8)

(KONDURI; FATEHI, 2015; KAZZAZ; FEIZI, FATEHI, 2019; DEMUNER et al., 2021).

Figura 8 — Ilustracdo de reag¢des de sulfometilagdo de uma unidade fenilpropanéide.
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Fonte: Kazzaz; Feizi; Fatehi, (2019).

2.4.1 O mercado atual de lignina e lignosulfonato

H4 um grande interesse em aproveitar a fracdo de lignina dos materiais
lignoceluldsicos. Pesquisas para o melhor aproveitamento desta fracdo vém sendo
desenvolvidas hd décadas e atualmente ha uma série de publicagdes que apontam para
desenhos de biorrefinarias onde a lignina seria o principal componente a ser utilizado
(“lignin first biorefineries”) (NANDAL; ARORA; VIRMANI, 2021; GIRALDO; TORO;
ALZATE, 2021). Os fatores que influenciam positivamente o emprego da lignina sdo: alta
disponibilidade, alto poder calorifico e uma fonte sustentdvel de compostos fendlicos e
aromdticos. No entanto, devido hd sua estrutura ndo uniforme e altamente complexa sua
atual utilizagdo por parte da industria ainda € limitada (VISHTAL; KRASLAWSKI, 2011;
BAJWA et al., 2019; GIRALDO; TORO; ALZATE, 2021).

Apesar das dificuldades de se utilizar a lignina, algumas empresas como
Borregaard LignoTech, MeadWestvaco Corporation, Tembec Inc., Domtar Corporation,
Domsjo Fabriker AB, Changzhou Shanfeng Chemical Industry Co. Ltd, Nippon Paper
Industries Co. Ltd., UPMKymmene Corporation, Asian Lignin Manufacturing Pvt. Ltd.,
Lignol Energy Corporation, Green Value e Liquid Lignin Company (LLC) investem em
pesquisa e desenvolvimento de novos produtos oriundos da lignina (MANDLEKAR et al.,
2018). No Brasil empresas como a Suzano e a Klabin estdo investindo na valorizagdo da

lignina Kraft (IEA, 2021).
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A producdo mundial de lignina € estimada em 100 milhOes de toneladas/ano,
sendo que essencialmente se trata de ligninas técnicas contidas em licores da industria de
polpa celulésica (DESSBESELL et al., 2020). Aproximadamente 98% desta lignina é
queimada apds concentracdo dos licores Kraft, pois esta apresenta alto poder calorifico,
permitindo que as industrias de polpa celuldsica que operam com o processo Kraft gerem
vapor e energia elétrica suficiente para o processo industrial, além de viabilizar a
recuperagdo de reagentes quimicos (NaxS e NaOH) essenciais para viabilizar
economicamente o processo industrial (GELLERSTEDT, 2009; BAJIWA et al., 2019).
Apesar do uso integrado a producdo de polpas celuldsicas, a lignina Kraft disponivel para
comercializacdo aumentou 150% de 2014 a 2018 (DESSBESELL et al., 2020).

A quantidade de lignosulfonatos comercialmente disponivel para aplicacdes
diversas foi da ordem de 1,315 milhdes de toneladas em estimativa de 2018 reportada por
DESSBESELL et al. (2020). O valor de mercado destes lignosulfonatos é da ordem de 180
a 520 USD/ton, dependendo do grau de pureza (HODASOVA ez al., 2015; BAIWA et al.,
2019; DESSBESELL et al., 2020).

Os dois maiores produtores de lignosulfonatos atualmente sdo Borregaard
LignoTech (Noruega) e Tembec (Canadd). A Borregaard LignoTech tem uma producdo
anual de 500.000 toneladas de lignosulfonatos enquanto a Tembec produz 57.000
toneladas/ano. Outras empresas produzem quantidades muito inferiores de lignosulfonato
como a DomsjoFabriker (Suécia), Nippon (Japao) e La Rochette Venizel (Franca) (TRIBOT
etal., 2019).

O Sistema de Andlise das Informacdes de Comércio Exterior, denominado
COMEX STAT, vinculado ao Ministério da Industria, Comércio Exterior e Servigos
(MDICS), permitiu verificar que, no Brasil, o mercado de lignosulfonatos seguiu as
caracteristicas ilustradas na Figura 9 (NCM 3804.00.20). E possivel observar que, nos 20
anos analisados, somente em 2005 e 2006 a balanca comercial para lignosulfonatos foi
positiva, demonstrando que o Brasil é dependente de fornecedores externos para
lignosulfonatos. Ainda de acordo com os dados do COMEX STAT, os principais paises
exportadores de lignosulfonatos para o Brasil no ano de 2020 foram Africa do Sul, Noruega,
Estados Unidos e Alemanha, respondendo por cerca de 82% do total das importagdes
brasileiras, cerca de 10 milhdes de ddlares no ano de 2020. Até setembro de 2021 j4 foram

importados cerca de 13 milhdes de ddlares em lignosulfonatos.
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Figura 9 — Balanga comercial brasileira para lignosulfonatos referentes aos anos de 2000 a 2020.
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2.5 Aplicacoes de lignosulfonatos

Atualmente, o maior consumidor de lignosulfonato € a industria de concreto
devido as capacidades plastificantes e de reduzir a demanda por 4dgua atribuidas aos
lignosulfonatos. Trata-se de uma aplicacdo de baixo valor agregado, visto que mesmo
lignosulfonatos com baixa pureza, podem ser empregados com resultados adequados para a
melhoria da qualidade do concreto. Por outro lado, lignosulfonatos de maior grau de pureza
que apresentam maior valor agregado tém demonstrado melhor desempenho como aditivo
de concreto (ARO; FATEHI, 2017; TOPCU; ATESIN, 2016). A acdo de reduzir o teor de
agua no concreto estd relacionada com a capacidade dos lignosulfonatos de melhorar a
dispersao dos flocos de cimento em finas particulas (ARO; FATEHI, 2017; TOPCU;
ATESIN, 2016). Supde-se que isso ocorra em fun¢do das forcas de repulsdo eletrostatica e
impedimento estérico resultantes da interacdo entre o lignosulfonato e as particulas do
cimento (COLOMBO et al., 2017). A capacidade dispersante do lignosulfonato também
pode ser utilizada para uso em perfuracao de pogos de petrdleo e dispersante em tintas (ARO;
FATEHI, 2017).

Gao et al. (2020) estudaram a utilizacdo de lignosulfonatos para aumentar a
estabilidade de armazenamento de resinas ureia-formaldeido (UF). Foi observado que o
lignosulfonato pode aumentar a repulsdo eletrostitica de resinas UF evitando desta forma

seu envelhecimento. O estudo demostrou que a estabilidade de armazenamento que era de
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apenas 30 dias foi para 200 dias com a adi¢do de lignosulfonato a resina, sem alterar as
propriedades adesivas finais do material.

O lignosulfonato pode ser utilizado como aglutinante em diversas aplicacdes
como na producdo de briquetes de carvdo, madeira ou materiais ceramicos, ou para
peletizacdo de racao animal (SHIMIT et al., 2004; BAJWA et al., 2019). Seu uso se deve ao
fato de aumentar a taxa de peletizacdo em até 20 %, reducio da energia requerida para a
producdo dos pellets/briquetes, reducdo de finos durante a produgdo, uniformizacdo e
estabilizacao dos pellets, além de ser atéxico (SHIMIT et al., 2004).

A capacidade aglutinante do lignosulfonato também pode ser utilizada para
suprimir a poeira em estradas e construcdes, além de ser um bom agente estabilizador do
solo (ARO; FATEHI, 2017, TA’'NEGONBADI; NOORZAD, 2017; SINGH; SAHOO,
2021).

Uma possivel aplicagdo para lignosulfonatos € sua utilizacdo como complexante
de metais pesados, sendo uma alternativa ao uso de carvdo ativado que, apesar de mais
eficaz, tem custo muito elevado. A capacidade quelante do lignosulfonato para fons
metdlicos € atribuida a basicidade dos grupos que contém oxigénio e enxofre, tais como
grupos hidroxila, carbonila, carboxila e sulfénicos (ARO, FATEHI, 2017; LIU et al., 2019).

Zhang et al. (2021) utilizaram uma blenda de quitosana/lignosulfonato para
adsorcao de Pb (II) onde observaram que o processo de adsor¢do de quitosana /
lignosulfonato € do tipo adsorcdo eletrostdtica. Além disso, o adsorvente de quitosana /
lignosulfonato passou por 5 ciclos de regeneracao e a eficiéncia de remocao de Pb (II) ainda
atingia 92% ao final do processo.

Chen et al. (2021) utilizaram o lignosulfonato de sédio na flotagdo dos minérios
calcopirita e galena e demonstraram que seu uso ¢ eficiente. O diferencial deste trabalho foi
a utilizacdo de peréxido de hidrogénio e lignosulfonato para flotagdo seletiva dos minérios
calcopirita e galena, sendo que ficou evidenciado que a utilizagdo de lignosulfonato oxidado
pode remover o mineral galena completamente do meio, mas tem um efeito de flotacdo fraco
na calcopirita, o que proporcionou uma forma eficiente de separa¢do destes minerais.

Vinardell, Ugartondo e Mitjans (2008) observaram que o lignosulfonato
apresenta capacidade antioxidante e ndo é irritante a pele e olhos, o que lhe confere potencial
uso em produtos cosméticos. Lorquin et al. (2021) utilizaram lignosulfonato na formulacao
de protetor solar, onde 5 % de lignosulfonato pode ser utilizado sem alterar as caracteristicas
da emulsdo, garantindo sua estabilidade, propriedade antioxidante e ndo toxicidade do

produto formulado. Os lignosulfonatos também podem ser usados para o desenvolvimento
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de drogas para estimular o sistema imunolégico (MARTINEZ; MITJANS; VINARDELL,
2012; ARO; FATEHI, 2017).

Uma outra aplicagdo de lignina/lignosulfonato é utilizagdo em adesivos de
madeira e fibras lignoceldlosicas. Neste contexto a lignina/lignosulfonatos podem ser
utilizados em substitui¢do ao fenol oriundo da industria de petréleo (HU et al., 2013;
KALAMI et al., 2017). Hu et al. (2013) demonstraram que € possivel substituir 30% do
fenol por lignosulfonatos oxidados na preparagao de resinas fenol/formaldeido do tipo resol.
Os resultados demonstraram que a resina resultante mantém as propriedades adesivas da
resina com 100% de fenol.

Em resinas tipo ep6xi hd varios compostos sendo estudados em substitui¢ao ao
bisfenol A (BPA), como 6leos vegetais (SHAH; AHMAD, 2012), eugenol (KAUFMAN,
2015), taninos (AOUF et al., 2014), catecol (ZHAO; ABU-OMAR, 2019) e lignina
(ZHANG et al., 2020). Dentre esses recursos renovaveis, a lignina e/ou os lignosulfonatos
sdo candidatos promissores para a producdo de resina epoxi devido a sua estrutura de rede
tridimensional, grande massa molar e estrutura quimica com grupos que se assemelham ao
bisfenol A (YAMINI ez al., 2019).

Yamini et al. (2018) estudaram a utilizagcdo de lignosulfonatos na preparacio de
resinas epoxi. Para tal procedimento, os autores realizaram reagdo do lignosulfonato com
formaldeido e subsequente epoxidacdo e posterior reticulacdo com trietilenotetramina. Os
resultados demonstram que 20 % do BPA pode ser substituido por lignosulfonatos sem

alteracdo do mddulo de Young (medida de rigidez de tragdo ou compressao).
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3 OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo estudar um novo modelo de biorrefinaria
que emprega pré-tratamento sulfito-alcalino do bagaco-de-cana para a geracdo de
monossacarideos associada a producao de lignosulfonatos.

Para atingir este objetivo, foram propostas e desenvolvidas as seguintes etapas:

- Producdo de bagaco de cana pré-tratado pelo processo sulfito-alcalino
simulando condi¢des industriais de polpagdo quimiotermomecanica, empregando escala
ampliada a 1200 g/batelada;

- Caracterizac¢do do licor de pré-tratamento sulfito-alcalino;

- Ampliagdo de escala de hidrdlise enzimética do material pré-tratado para 800
g/batelada, avaliando o balanco de massa de todos os componentes do bagaco de cana;

- Utilizag¢do do licor de pré-tratamento como agente de sulfonacdo da lignina
residual do processo de hidrdlise enzimética;

- Purificacdo e caracterizacdo dos lignosulfonatos obtidos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Bagaco de cana de actcar e fluxograma geral dos experimentos

O bagaco de cana-de-actcar utilizado neste trabalho foi proveniente da safra de
2016-2017 e cedido pela usina Zilor, unidade Quata, SP (22° 14' 51" S; 50° 41' 54" W). O
bagaco recebido foi seco ao ar até cerca de 10% de umidade, ensacado e estocado em
temperatura ambiente até a sua utilizagao.
O fluxograma geral empregado nos experimentos que foram desenvolvidos nesta tese
estd ilustrado na Figura 10. O detalhamento das metodologias aplicadas em cada etapa
encontra-se descrito nos proximos topicos.

Figura 10 — Fluxograma geral de atividades desenvolvidas no presente estudo. Os blocos cinzas representam
0s processos e os blocos brancos representam os materiais.
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Fonte: Autoria Propria.

4.2 Pré-tratamento do bagaco de cana com sulfito-alcalino

O processo de pré-tratamento de bagaco de cana com sulfito-alcalino
desenvolvido em trabalhos anteriores (MENDES e al., 2011; REINOSO et al., 2018) foi
avaliado em escala ampliada, envolvendo o uso de 1200 g de bagago de cana (base seca) por
batelada experimental. O bagaco foi inicialmente acondicionado em um reator de aco
inoxiddvel dotado de tampa de nylon com conexdes que permitem a aplicagdo de vicuo e o
deslocamento simultaneo de licor para o interior do reator. Apés a adi¢do do bagaco de cana,
o reator foi fechado e submetido a vacuo por 30 min através de uma entrada especifica ligada

a tampa do reator. Apds este tempo, o licor de pré-tratamento foi deslocado para o interior
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do reator e realizada a impregnagdo a vacuo por 15 min adicionais. O licor em questio
correspondeu a 12 L. de 4gua contendo sulfito de sédio e hidréxido de sédio suficientes para
uma carga de 7,5% de Na>SOs e 3,75% de NaOH expressos com base na massa de bagaco
seco. O reator foi transferido para uma autoclave e a digestdo da biomassa foi realizada a
127 °C por 2 h (tempo medido apds a autoclave atingir 127 °C). Ap6s a digestdo, os s6lidos
pré-tratados foram separados do licor de reacdo por centrifugacdo contra malha porosa de
200 mesh (tecido de algodao). O liquido (licor negro) foi coletado e resfriado a temperatura
ambiente. O liquido recebeu borbulhamento de N> por 15 min para remogao de oxigénio
dissolvido, selado em frasco pléstico e armazenado em refrigerador até o momento do reuso.
Os solidos pré-tratados foram suspensos em dgua pré-aquecida a 95 °C até um volume final
que permitiu obter 3% de consisténcia no refinador REGMED MD-300 (REGMED, Brasil).
O volume total de dgua usado foi de aproximadamente 32 L, divididos em cerca de 26 L
adicionados diretamente no tanque do refinador, cerca de 4 L. de 4gua contido na biomassa
pré-tratada e cerca de 2 L usados para lavagem do recipiente que continha a biomassa pré-
tratada. O processo de refino se deu por circulagdo inicial dos 26 L de 4gua, momento no
qual foi iniciada a medida de consumo de energia pelo motor do refinador. A biomassa imida
foi progressivamente sendo adicionada ao tanque do refinador (tempo de adi¢do de
aproximadamente 5 min), seguida de adi¢do de cerca de 2 L de agua de lavagem do
recipiente que continha biomassa. O refinador operou permanentemente com um espago
entre os discos de 0,1 mm até atingir um consumo total de energia de 650 kWh. Os discos
do refinador foram mantidos aquecidos a 95 °C durante a operacdo de refino. Os sélidos
resultantes foram recuperados por centrifugacao e o licor de lavagem foi armazenado para
caracterizacdo quimica posterior. O material pré-tratado foi seco ao ar e caracterizado quanto
a composi¢ao quimica, bem como submetido a hidrélise enzimatica, conforme descrito nos
itens subsequentes.

O rendimento de sélidos pré-tratados foi calculado relacionando a massa (em
gramas) recuperada apds pré-tratamento pela massa inicial, segundo a equagdo 1 (ambas as

massas em base seca).

Rendimento de so6lidos(%) = %xlOO (1)

mr= Massa ap0s pré-tratamento(g);

mi= Massa inicial(g).
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4.3 Determinacao da composicao quimica do bagaco de cana in natura e dos materiais
pré-tratados

4.3.1 Determinacao do teor de extrativos

Trés gramas (3 g) de bagaco moido (20 mesh) in natura foram extraidos em um
extrator de Soxhlet com etanol 95% por 6 h para determinagdo do teor de extrativos. O teor
de extrativos da amostra in natura foi determinado com base na diferenca de massa do
material seco antes e apOs o processo de extragdo. A andlise foi realizada em triplicata.
Amostras dos bagacos pré-tratados ndo foram extraidas com etanol, apenas secas ao ar e

moidas (20 mesh), antes da determinacdo da composi¢do de lignina e carboidratos.

4.3.2 Determinaciao de lignina e carboidratos

A metodologia para determinagio dos teores de lignina e carboidratos baseia-se
na hidrdlise 4cida do material, gerando um residuo sélido e um licor hidrolisado, conforme
descrito por Ferraz et al. (2000). Em tubos de ensaio, aproximadamente 0,3 g das amostras
de bagaco foram submetidas a hidrdlise 4cida durante 1 h a 30 °C usando 3,0 mL de acido
sulfurico 72% (m/m). Em seguida, a mistura foi transferida quantitativamente para frascos
Erlenmeyer de 250,0 mL com adicao de 79,0 mL de 4gua destilada. O material parcialmente
hidrolisado foi autoclavado a 120 °C por 1 h. Depois de resfriado, o material foi filtrado sob
vacuo em filtro com placa de vidro sinterizado n° 3 (SCHOTT). O material retido foi lavado
com agua (cerca de 30 mL) e seco em estufa a 100 °C até que atingisse massa constante para
determinagdo gravimétrica de lignina insoldvel. O filtrado foi avolumado com é4gua a 200
mL em baldo volumétrico. Para a determinac¢ao de lignina soldvel, uma parte do filtrado foi
analisada em espectrofotometro UV-visivel a 205 nm, considerando a absortividade molar
da lignina soldvel igual a 105 L/gcm. A outra parte da fracdo solivel foi filtrada em filtros
SepPack C18 e analisada por cromatografia liquida (HPLC) para determinag@o do teor de
acucares monomeéricos e acido acético. Para a analise por HPLC foi1 utilizada uma coluna
BioRad HPX-87H a 45 °C, acoplado a um detector de indice de refracdo a uma temperatura
controlada de 35 °C. Acido sulfirico 5 mM foi empregado como fase mével a um fluxo de
0,6 mL/min. A andlise foi realizada em triplicata. Padrdes dos aguicares e 4dcido acético de

grau analitico foram empregados para o estabelecimento de uma curva de calibragdo externa.

4.3.3 Determinacao de Cinzas

Os teores de cinzas do bagaco de cana-de-actcar in natura e dos materiais pré-
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tratados foram determinados gravimetricamente seguindo metodologia descrita por Sluiter
et al. (2005). A andlise foi realizada em triplicata, empregando-se cerca de 0,5 g de cada
material (base seca), moidos a 20 mesh. A incinera¢do foi conduzida em cadinhos de
porcelana de massas conhecidas, empregando uma mufla por 4 h a 575 °C. Apds o
resfriamento completo dos materiais, determinaram-se suas massas secas. Calculou-se o teor
de cinzas de cada amostra com base na massa do residuo obtido relativa a massa do material

seco inicial.

4.3.4 Determinacao de acidos hidroxicinAmicos

O teor de 4cidos hidroxicinamicos foi determinado no material in natura e pré-
tratado. Foram utilizados 200 mg de amostra (massa seca) e 2 mg de antraquinona em
reatores de aco inoxiddvel de volume total 100 mL. Ao reator foi adicionado 16,0 mL de
NaOH 4,0 mol/L. Os reatores foram fechados e levados a um banho de silicone a 170 °C por
2 h. Apds esse tempo, os reatores foram resfriados e a mistura acidificada para pH 2,0 com
HCI 6 mol/L. O volume da suspensao foi ajustado a 100 mL. em baldo volumétrico que foi
entdo mantido em repouso a 4 °C por 16 h (MASARIN et al., 2011). Ao final do tempo de
repouso, uma aliquota do sobrenadante foi filtrada em membrana de 0,45 pm. Para
quantificacdo dos 4cidos hidroxicinamicos, as amostras foram analisadas por cromatografia
liquida (AKTA, GE) utilizando coluna ODS Hypersyl da Thermo-Scientific, fluxo de 0,8
mL.min"! de fase mével contendo acetonitrila:dgua (1:4 v/v) com 1% de 4cido acético e
detector UV a 315 nm. Padrdes de acido p-cumadrico e ferulico de grau analitico foram
empregados para o estabelecimento de uma curva de calibracado externa, conforme descrito

em Masarim et al. (2011).

4.3.5 Caracterizacao do licor negro e do licor de lavagem oriundos do pré-tratamento

O teor de soélidos totais no licor negro e licor de lavagem foi determinado por
gravimetria. Para isso, 100 mL de amostra foi transferido para um pesa filtro previamente
tarado que foi levado a estufa inicialmente a 60 °C e posteriormente a 105 °C até a completa
remogao de dgua.

Os licores que foram submetidos a determinag¢do de composi¢ido quimica foram

previamente secos em rotaevaporador. Os solidos foram analisados quanto a composi¢cdo


https://www.google.com/search?q=hidroxicin%C3%A2micos&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwjs5LbaybngAhXEILkGHYGQDOUQBQgqKAA
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quimica de forma similar ao descrito para a caracterizacdo de biomassa lignoceluldsica. O

teor de cinzas dos licores foi determinado conforme descrito no item 4.3.3.

4.3.6 Determinacio de sulfito residual no licor negro

Para determinagdo de sulfito, o licor negro foi ajustado para pH 2 e filtrado sob
vacuo em filtro sinterizado n° 3 (SCHOTT), seguido de filtracdo em membrana de 0,45 pm.
As amostras foram entdo diluidas 10 vezes com H2SO4 5 mM. O sobrenadante foi analisado
por cromatografia liquida (HPLC - Waters, modelo 2414) equipado com uma coluna
BIORAD AMINEX HPX — 87H mantida a 45 °C, empregando H>SOs 5 mM como fase
movel a um fluxo de 0,6 mL/min. Um detector de indice de refragdo foi utilizado em
temperatura controlada de 35°C. A concentragdo de sulfito, cujo tempo de retencao foi de
12,6 min, foi determinada contra curva de calibragcdo externa que empregou sulfito de sédio
grau analitico, preparado por dilui¢do a partir de uma solucdo estoque de 0,96 g/L. de Na>SO3
dissolvido em H2SO4 5 mM. As concentragdes de sulfito foram calculadas usando a curva

padrdo apresentada na Figura 11.

Figura 11 — Curva de calibragdo de sulfito de s6dio(g/L).
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Fonte: Autoria Prépria.

4.4 Ensaios de hidroélise enziméatica das amostras de bagaco de cana pré-tratado
4.4.1 Hidroélise em microescala

A hidrédlise enzimdtica foi realizada inicialmente em pequena escala em

diferentes consisténcias de sélidos: 2% e 5% (m/v). Nestes ensaios foram utilizados,
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respectivamente, 20 mg e 50 mg de bagaco de cana pré-tratado (base seca) moido a 20 mesh
e suspensos em um volume final de reagdo de 1,0 mL de solucao tampao acetato de sédio 50
mM, pH 4,8 e 0,01% de azida sddica, contendo o preparado comercial de celulases Cellic
Ctec2 (131 £ 4 FPU/mL) (Cellic CTec2 - SAE0020, SIGMA) numa carga de 10 FPU/g de
s6lidos (10,5 mg de proteina/g de material pré-tratado) (MACHADO et al., 2020). As
condi¢des experimentais pré-estabelecidas foram agitacdo de 120 rpm a 45 °C por 72 h.
Durante o processo de hidrélise, as reagdes foram amostradas em intervalos de 4, 8, 24, 48
e 72 h. Para cada etapa de amostragem, os tubos foram retirados do agitador, imersos em
banho de gelo/dgua e centrifugados a 3400xg a 4°C por 15 min. Apds a centrifugacgao, 20
pL de sobrenadante foram retirados e posteriormente adicionado 20 pL de &cido
tricloroacético (TCA) 10% (m/v) para a precipitacdo das proteinas. A suspensdo foi entdo
diluida com 360 pL de dgua e congelada para anélise posterior. Os tubos, apds amostragem,
retornaram ao sistema de agitacdo para a continuidade do processo de hidrélise.

Prévio a andlise dos agucares as amostras diluidas foram descongeladas, agitadas
e centrifugadas por 15 min a 3400xg. O sobrenadante foi analisado conforme descrito no

item 4.3.2.

4.4.2 Hidrolise enzimatica em maior escala

Para o estudo de sulfonagdo dos sélidos residuais da hidrdlise enzimatica foi
realizado experimento de hidrdlise enzimatica em maior escala, utilizando o bagaco pré-
tratado com o processo sulfito-alcalino. Neste caso, a hidrdlise foi realizada utilizando
Autoclave AU/E-20 (REGIMED, Brasil) como reator, com capacidade nominal de 23 L,
velocidade de reciclo sobre eixo excéntrico de 4 rpm, a 45°C.

A hidrdlise enzimatica foi realizada em escala preparativa utilizando 800 g
(massa seca) de material pré-tratado. A reacdo foi realizada de duas formas: na primeira, o
material passou pelo processo de refinamento novamente para se obter uma melhor
homogeneizacdo da enzima com o substrato e entdo seguiu para o reator de hidrdlise,
gerando a amostra RHE1. Na segunda reacdo de hidrélise, o material ndo passou por
processo de refinamento adicional e foi direto ao reator de hidrélise, a qual gerou a amostra
RHE2.

No reator foi realizado o processo de hidrélise em batelada sendo adicionados
800 g de bagaco de cana-de-agucar pré-tratado (base seca) e dgua para atingir uma
consisténcia de 4% de solidos. O pH da suspensdo foi ajustado para 4,8 e a mistura foi

agitada por 16 h a 45 °C para impregnacdo e equilibrio da temperatura. Apds este periodo
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foi adicionado o preparado comercial de celulases Cellic Ctec2 (131 + 4 FPU/mL) (Cellic
CTec2 - SAE0020, SIGMA) numa carga de 10 FPU/g de s6lidos (10.5 mg de proteina/g de
materia pré-tratado) (MACHADO et al., 2020). Apbés 72 h, os sélidos residuais foram
separados do hidrolisado por filtracdo. O liquido foi analisado quanto ao teor de glicose,
xilose, arabinose e dcido acético e os sOlidos foram secos a temperatura ambiente e

caracterizados quanto a composi¢ao quimica.

4.5 Sulfonacao dos sdlidos residuais de hidroélise enzimatica

A etapa de sulfonag@o tem como objetivo o melhor aproveitamento da fracao de
lignina do residuo sé6lido da hidrélise enzimdtica utilizando o licor negro como agente de
sulfonagdo. As reagdes foram conduzidas em reator de aco inox 316, utilizando relacao
s6lido-liquido 1:10, por 3 h em banho de silicone. As condi¢des para a sulfonagdo foram
estudadas com base em delineamento experimental 2> com arranjo tipo estrela, para
quantificar a influéncia das varidveis temperatura (Xi) e adicdo de dlcali (X2) sobre a
producdo de lignosulfonatos, % de OH fendlico na fracdo solivel e distribuicio de massa
molar dos lignosulfonatos. O delineamento foi realizado de acordo com os niveis
apresentados na Tabela 3, sendo realizados 11 experimentos no total, com triplicata no ponto

central.

Tabela 3 — Delineamento experimental visando o médximo teor de lignosulfonatos, % de OH fendlico e estudo
da distribuicdo da massa molar ponderal média (My), tendo como varidveis temperatura(X;) e adicdo de
dlcali(X»).

Pariametros Niveis

2 -1 0 +1 +\2
Temperatura (X;) (°C) 131,7 140 160 180 188,3
Adicdo de alcali (X2) (% m/m) 2,9 5 10 15 17,1

Fonte: Autoria Prépria.

Ap6s a reacdo de sulfonagdo, os reatores foram resfriados em banho de gelo,
seguido de separacao solido-liquido por filtragdo em filtro poroso n° 3 (SCHOTT). A fracdo
liquida foi utilizada para quantificacdo de lignosulfonatos (Y1), % de OH fendlico (Y2) e
estudo da distribuicao da massa molar (Y3).

A andlise estatistica dos resultados foi realizada utilizando o programa Statistica
(versdo 13.5), considerando como varidvel dependente (varidvel resposta) o teor de
lignosulfonatos (Y1), porcentagem de OH fendlico (Y2) e a massa molar ponderal média em
massa dos lignosulfonatos (M) (Y3). Os resultados foram expressos em graficos de Pareto

e tabelas de andlise de variancia (ANOVA) considerando a significAncia minima de p<0,05.
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As condig¢des 6timas para a producgdo de lignosulfonatos do experimento foram determinadas
pela andlise dos graficos de superficie de resposta, sendo realizados ensaios para a

confirmacdo do modelo estatistico obtido.

4.5.1 Sulfonacao dos sdlidos residuais de hidrolise na condi¢ao otimizada

A sulfonacdo dos so6lidos residuais de hidrélise enzimadtica foi realizada em
condi¢do otimizada e em escala ampliada em Autoclave AU/E-20 (REGIMED, Brasil)
adaptada com tampa contendo 4 reatores independentes com capacidade de 1,5 L cada. As
condi¢des adotadas foram 159 °C e 13% (m/m) de adicao de alcali por 3 horas. As reacdes
foram realizadas com 50 g e 17,8 g (massa seca) e 500 mL de licor negro adicionado a cada

retor, obtendo-se desta forma a relagdo sélido:liquido 1:10 e1:28.

4.6 Determinacao do teor de lignosulfonatos em solucao

Para o presente estudo foi considerado como lignosulfonato a por¢ao de lignina
presente nos licores que ndo precipita ap6s acidificacdo até pH 2, sendo empregada a técnica
de espectroscopia UV-Vis para quantificar a lignina na fracao soldvel. Para isso, cada licor
foi acidificado até pH 2 utilizando solu¢ao HCI 4 mol/L. A suspensao obtida foi filtrada sob
vacuo em filtro sinterizado n° 3 (SCHOTT). O filtrado teve o pH elevado a 12 com solugdo
de NaOH 4 mol/L e submetido a leitura de absorbancia em 280 nm em espectrofotdmetro
Evolution 201 (THERMO-SCIENTIFIC). A concentragdo de lignosulfonatos foi calculada
considerando-se um valor de absortividade de 16,8 L/g.cm. Esta absortividade foi
determinada a partir da fracdo de lignosulfonato purificado por ultrafiltracdo em membrana
de 1 kDa (item 4.7) e seco em rotaevaporador a 45°C e posteriormente em dessecador com

pentéxido de fésforo (P2Os) sob vacuo.

4.7 Purificacao de lignosulfonatos

Os lignosulfonatos passaram por ultrafiltracio contra membrana de 1kDa
(Ultracel-1kDa, Millipore, USA) para purificacdo (remocdo de sais, acticares e produtos de
degradacdo da biomassa que apresentem baixa massa molar) e concentracio. Esta etapa foi
conduzida com as amostras de licor negro e de lignosulfonato preparado na reacdo de
sulfonacdo no ponto 6timo (159 °C e 13% (m/m) de adi¢do de élcali) na condi¢do 1:10
sOlido/liquido. Um volume de 400 mL de cada amostra foi ultrafiltrado usando dispositivo

de filtracdo Amicon (Merck, USA) e lavado com um volume total de 7 L de dgua (pH 2) até
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a reducdo/estabilizacdo da condutividade do liquido que passava pela membrana filtrante.
Ao final foi recolhido 150 mL de lignosulfonato concentrado livre de sais e de fragmentos

de lignosulfonato de baixa massa molar.

4.8 Estudo das caracteristicas estruturais do lignosulfonato
4.8.1 Determinacao da distribuicio de massa molar dos lignosulfonatos

A massa molar dos lignosulfonatos foi determinada por cromatografia de
permeacao em gel utilizando coluna ENrich SEC 70 (Bio rad, USA) e NaOH (0,01 mol/L)
+ NaCl (0,2 mol/L) como eluente. Para preparo das amostras, o pH dos licores foi ajustado
para 2 utilizando HCl 4 mol/L e a suspensdo foi inicialmente filtrada sob vacuo em filtro
sinterizado n° 3 (SCHOTT). O pH do filtrado foi posteriormente elevado a 12 pela adicao
de NaOH 4 mol/L e, entio, realizada dilui¢do da amostra até que a leitura de absorbancia em
280 nm desta solugdo atingisse o valor proximo a 0,5 u.a.. Um volume de 1 mL da solucdo
de lignosulfonatos foi aplicado na coluna, com elui¢do a um fluxo de 0,6 mL/min. A coluna
foi calibrada com padrdes de poliestireno sulfonado (77.000, 32.000, 17.000, 10.000, 6.800,
4.300 Da ou g/mol — Sigma Aldrich, Brasil) e dcido vanilico (168,14 g/mol— Sigma Aldrich,
Brasil) detectados a 254 nm. A calibrac@o da coluna foi obtida ao graficar o log MM dos

padrdes versus o volume de eluicdo em mL conforme indicado na Figura 12.

Figura 12 — Curva padrao de cromatografia de permeacio em gel (GPC) utilizado para determinacdo da massa
molar de lignosulfonatos.
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Fonte: autoria prépria.

A detecgdo dos lignosulfonatos foi realizada por um detector UV em 280 nm. A
partir dos cromatogramas obtidos foi possivel estimar a massa molar média ponderada em
massa (Mw) (Eq. 2) e a massa molar média ponderada em ndmero (Mn) (Eq. 3). Com base
nos valores de My e M, foi determinada a dispersibilidade (D) (Eq. 4) (GUERRA, et al.,
2000).

M, = —Z(g" %) @)
ai
Mn = L (3)
D (ailmi)
M
D= @

Onde:
D = dispersibilidade;

[T3LIR
1

a; = drea do cromatograma sobre uma fracao
m; = massa molar da fracao “i” obtido por interpolacdo na curva de calibragdo;
M, = massa molar média ponderada em nimero;

My, = massa molar média ponderada em massa;
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4.8.2 Determinacao de hidroxilas fenélicas

O método utilizado foi baseado na espectroscopia UV diferencial que consiste
na varredura de um espectro de uma solugdo de lignosulfonato em meio basico contra uma
solucdo de mesma concentra¢do em meio dcido. A determinagdo de grupos hidroxila fendlica
¢ realizada baseando-se na absortividade média de compostos modelos de lignina, conforme
descrito por Wexler (1963). Para o preparo das amostras, o pH dos licores foram ajustados
para 2 utilizando HCI 4,0 mol/L e a suspensao foi filtrada sob vicuo em filtro com placa de
vidro sintetizado n° 3 (SCHOTT). A solucdo obtida foi entdo diluida e teve seu pH ajustado
a 13 com NaOH 0,1 mol/L. Um branco foi realizado com a mesma dilui¢do, porém em pH
I, ajustado pela adicio de HCl 0,1 mol/L. A varredura foi realizada utilizando
espectrofotdmetro Evolution 201 (THERMO-SCIENTIFIC). O teor de hidroxilas fendlicas
foi calculado pela equacio 5.

_ (AAbs,y,,,x0,192)

fendlico — C
lig

%OH

(&)

9 OHtenslico= porcentagem de hidroxilas fendlicas;

Abs 250 nm= Absorbancia da solucdo em 250 nm, subtraida da absorbancia relativa a linha
base do espectro;

0,192 =relacdo de porcentagem de OH fendlico por absortividade em 250 nm (L/g.cm),
determinda para varios compostos modelos de lignina e lignosulfonato (WEXLER, 1963);

Ciig= concentracdo de lignina no licor (g/L).

4.8.3 Analise na regiao do ultravioleta (UV) e determinacao da absortividade molar

Para determinacdo do coeficiente de absortividade molar do lignosulfonato
purificado foi preparado uma soluciao estoque de 0,98 g/l e em seguida realizado uma
diluicao em série com solugdo de NaOH 0,01 mol/L. Os valores de absorbancia em 280 nm
destas diferentes diluicdes foram determinadas em espectrofotdometro Evolution 201
(THERMO-SCIENTIFIC). A partir dos dados obtidos foi determinada a absortividade molar
que corresponde ao valor do coeficiente angular da reta formada no grafico. Os carboidratos
contidos na fracdo purificada foram descontados quando a absortividade do lignossulfonato
foi calculada.

Foi realizado também uma varredura em espectrofotdmetro Evolution 201
(THERMO-SCIENTIFIC) na regido do UV de 240 a 400 nm do lignosulfonato purificado,
diluidos a 0,05 g/L. em solu¢cdao de NaOH 0,01 mol/L.
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4.8.4 Espectroscopia de infravermelho (FTIR)

Para o estudo dos grupos funcionais na estrutura quimica do lignosulfonato foi
realizada andlise de espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR).
Os licores foram secos em rota-evaporador e posteriormente com pentéxido de fésforo
(P20Os) sob vacuo. Foram preparadas pastilhas de KBr contendo 1% de amostra, compactadas
a 8-10 kgf.cm™ sob vdcuo. Os espectros foram obtidos na regido de 4000 cm™ a 400 cm™,
utilizando o espectrometro modelo Spectrun One, Perkin Elmer, pela Central Analitica do

Instituto de Quimica da Universidade de Sdo Paulo (CAIQ-USP).

4.8.5 Analise elementar CHN e S

Para o estudo de composi¢cdo quimica do lignosulfonato foi realizada andlise
elementar de carbono, hidrogénio e nitrogénio (CHN). Amostras de licor contendo
lignosulfonato foram secas em rotaevaporador e posteriormente em pentéxido de fésforo
(P>Os) a vacuo. As andlises foram realizadas em equipamento Perkin Elmer - CHN 2400,
pela Central Analitica do Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo (CAIQ-USP).

O teor de enxofre nas amostras de lignosulfonatos foram determinados por
espectrometria de emissao Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES), conforme
metodologia de Oliveira et al. (2015). Esta anélise foi realizada pela Central Analitica do
Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo (CAIQ-USP). O teor de oxigénio foi
determinado por diferenga entre 100% menos C+H+N+S (GUTIEREZ et al., 2020).

O teor de oxigénio foi calculado por diferenca para 100%.

4.8.6 Ressonancia Magnética Nuclear Bidimensional (RMN-2D)

A anédlise de RMN em duas dimensoes foi realizada em colaboracdo com o grupo
liderado pelo Dr. José Carlos del Rio do Instituto de Recursos Naturales y Agrobiologia de
Sevilla, CSIC, Av. Reina Mercedes, 10, 41012 Seville, Spain. Aproximadamente 60 mg de
lignosulfonato purificado seco foi dissolvido em 0,5 mL de DMSO-db6 e analisados em um
instrumento de RMN (Bruker AVANCE III 500 MHz), a 25 °C equipado com uma sonda
de gradiente TCI de 5 mm refrigerada com geometria inversa (bobinas de prdétons mais
proximas da amostra). Experimentos de HSQC (heteronuclear single quantum correlation)
utilizardo o programa de pulso do equipamento Bruker ‘hsqcetgpsisp2’, sendo que as
larguras espectrais de 5000 Hz (de 10 a O ppm) e 25,063 Hz (de 200 a O ppm) para as

dimencdes 'H e *C.O pico central do solvente foi usado como referéncia interna (5C 39,5;
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OH 2,49). Os sinais de correlagdo do HSQC foram atribuidos por comparagdo com a
literatura (DEL RIO et al., 2015; AYUSO-FERNANDEZ et al., 2019) e com padrdes de
lignossulfonato.

A andlise semiquantitativa das integrais de volume dos sinais HSQC foi
realizada para estimar as razdoes S/G, bem como a porcentagem de unidades de lignina
sulfonada. Os sinais usados para quantificar as abundéncias relativas das unidades de lignina
S e G foram S>6 € G2; como o sinal Sy, envolve dois pares proton-carbono, suas integrais
de volume foram reduzidas a metade. O grau de sulfonacdo de lignina foi estimado usando
o sinal de correlacdo Cp/Hg de éteres a-O-4' sulfonados (ALp) comparado com o respectivo

sinal de $-O-4' ndo sulfonado (Ap).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Pré-tratamento do bagaco de cana-de-agticar

O bagaco de cana-de-agucar utilizado neste trabalho continha originalmente 20,3
% de lignina total, 40,2% de glucana e 26,9% de hemicelulose (21,6% de xilana, 2,1% de
grupos arabinosil e 3,2% de grupos acetil) (Tabela 4). Esses valores estdo em conformidade
com os dados de composi¢cao quimica de bagaco de cana-de-acticar reportados na literatura,
que sdo 38-48% para celulose, 25-30% para hemiceluloses e 19-25% para lignina
(MASARIN et al., 2011; TAVARES et al., 2018).

O pré-tratamento quimiotermomecanico (CTMP) que utiliza sulfito-alcalino
como agente deslignificante foi anteriormente desenvolvido nos trabalhos de Mendes et al.
(2011), Laurito-Friend et al. (2015) e Reinoso et al. (2018). O presente estudo empregou
uma escala ampliada de pré-tratamento, além de ter buscado simular condi¢des
experimentais mais proximas das obtidas em um processo CTMP de polpagado industrial.
Vale enfatizar que o processo CTMP, empregado industrialmente na fabrica¢do de polpas
celulésicas, € caracterizado pela polpacdo quimica e refinamento mecanico ocorrendo de
forma concomitante e continua a cerca de 130 °C (SJOSTROM, 1993). O processo continuo
empregado industrialmente € de dificil simulacdo em escala de laboratério. No entanto, é
possivel simular a eficiéncia de deslignificacdo e o rendimento de s6lidos (MENDES et al.,
2011; REINOSO et al., 2018) a partir de um processo em duas etapas realizado em batelada.
Neste sentido, o pré-tratamento desenvolvido no presente estudo empregou uma etapa de
cozimento do bagaco de cana a 127 °C na escala de 1,2 kg de bagaco e 12 L de licor de pré-
tratamento (contendo 7,5% de Na>SOs e 3,75% de NaOH em base a massa de bagaco seco)
seguido de uma segunda etapa de refinamento mecanico a 95 °C no refinador de discos. A
carga de sulfito e dlcali empregada foi inferior ao anteriormente otimizado 10% de Na>SOs
e 5% de NaOH (LAURITO-FRIEND et al., 2015) devido ao uso de um bagaco de cana
originalmente com menor teor de lignina e o emprego de temperatura maior nas etapas de
digestdo e refino.

O material pré-tratado foi obtido com um rendimento de sélidos médio de 80,0 +
0,5% e o processo demonstrou reprodutibilidade entre as 3 repeticoes em escala ampliada
(Tabela 4). A composi¢do quimica do material pré-tratado e o balango de massa para os
componentes do bagaco de cana-de-agucar também estdo apresentados na Tabela 4 e
reforcam a reprodutibilidade entre bateladas. Em média, o pré-tratamento promoveu a

remogao de 49 + 2 % da lignina e 16 £ 1 % da xilana originalmente contidas no bagago de
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cana. A perda de glucana foi limitada a 9 + 2 %. A remocdo de lignina durante o pré-
tratamento em questdo estd diretamente ligada a eficiéncia de sulfonagdo e eventual ruptura
de ligacdes B-O-aril, de forma que ocorra a despolimerizacdo mais extensiva da lignina e
sua consequente solubiliza¢do mais eficiente, conforme ilustrado na Figura 5 (SJOSTROM,
1993). Com relacdo a maior solubilizag¢do de xilana em relagdo a de glucana, isso deve-se a
menor massa molar da xilana, maior solubilidade em meio alcalino, bem como sua estrutura
amorfa (FENGEL; WEGENER, 1989).

O pré-tratamento também promoveu a remog¢do de 93,7 + 0,1% dos grupos
acetila, 64,7 = 0,1% de 4cido ferdlico e de 66 + 3% de 4cido p-cumadrico (Tabela 5). A
remoc¢ao extensiva destes componentes € atribuida a hidrolise alcalina das ligagdes éster que
ocorrem nos grupos mencionados. Os grupos acetila e ferulato esterificam
predominantemente as xilanas. J4 os cumaratos esterificam predominantemente a lignina

(MASARIN et al., 2011; PENG et al., 2012).



Tabela 4 — Composi¢do quimica, rendimento de s6lidos e balango de massas para o pré-tratamento CTMP de bagaco de cana-de-agucar utilizando 7,5% de Na>SOs e 3,75%
de NaOH.

Balanco de massa para componentes de bagaco apo6s o

Composicao de bagaco Pré-tratamento

(g/100 g de amostra)

Rendimento (g /100 g de bagaco in natura)
Amostra de solidos
o Hemicelulose (%) ? o Hemicelulose
Lignina Glucana Lignina Glucana
Xilana Arabinosil Acetil Xilana Arabinosil Acetil

In Natura 20,3+1,2 40,2+0,6 22,6+0,3 22,1+0,1 3,240,1 100,0 20,3 40,2 21,6 2,1 3,2

PT-1 13,5+0,5 46,1+0,4 22,7 +0,2 2,5+0,1 0,3+0,1 80,4 10,8 37,1 18,2 2,0 0,2

PT-2 12,640,2  457+40,1  22,9+0,1 2,5+0,1 0,3+0,1 80,1 10,0 36,6 18,3 2,0 0,2

PT-3 12,7+0,3 45,2+0,5 22,5+0,2 2,4+0,1 0,3+0,1 79,5 10,0 35,9 17,9 1,9 0,2

(*) Os teores de extrativos e cinzas no bagaco da cana-de-acgticar foram 2,7 £ 0,1 e 3,8 + 0,3 g /100 g, respectivamente.
(*) Em amostras pré-tratadas, os extrativos ndo foram determinados e os teores de cinzas foram 6,7 + 0,3%, 5,5 £ 0,2% e 7,7 + 0,5% para os lotes 1 a 3, respectivamente.
Fonte: Autoria Prépria.

Tabela 5 — Contetido de 4cidos hidroxicindmicos no bagaco de cana-de-aglcar in natura e materiais pré-tratados.
Balanco de massa para componentes de bagaco apés o Pré-
tratamento

Composicao de bagaco

Amostras (/100 g de bagaco) ReI}(!imento de (g /100 g de bagaco in natura)
solidos (%)
Acido Ferilico Acido Cumirico Soma Acido Ferilico Acido Cumirico Soma
In Natura 1,7+0.1 6,0+0,2 7,740,3 100 1,7 6,0 7,7
PT-1 0,8+0,1 2,8+0,3 3,6+0,4 80,4 0,6 2,2 2,8
PT-2 0,7+0,1 2,5+0.1 3,3+0,1 80,1 0,6 2,0 2,6
PT-3 0,7+0,1 2,4+0,3 3,240,5 79,5 0,6 1,9 2,5

Fonte: Autoria Prépria.

€S
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5.2 Caracterizacao dos licores de pré-tratamento

O pré-tratamento CTMP utilizando sulfito-alcalino gerou dois licores: o licor
negro que correspondeu essencialmente a fracao liquida recolhida por centrifugacdo apds
a etapa de cozimento e o licor de lavagem que foi gerado durante a etapa de refinamento
mecanico do material s6lido previamente digerido com sulfito.

O licor negro apresentou 35,2 + 0,5 g/LL de sélidos totais, tendo em sua
composicao todo o material solubilizado durante o pré-tratamento, além do residuo de
reagentes empregados na reacdo. Os dados da Tabela 6 indicam que quase todo o alcali
foi consumido durante a etapa de pré-tratamento, pois o pH que inicialmente era 13,5,
diminui para 8,5 ao final do pré-tratamento. O teor de sulfito de s6dio que era
originalmente 7,5 g/L. decresceu para 7,1 £ 0,3 g/L. no licor negro, sugerindo grande
disponibilidade de fons sulfito passiveis de utilizacdo em etapas subsequentes de
ressulfonacdo da lignina contida no residuo de hidrélise enzimadtica.

O teor de lignina total encontrado no licor negro foi de 8,3 £ 0,4 g/L, sendo
que a fracdo solivel em pH 2 foi de 7,3 + 0,3 g/L, correspondendo a 87,9% da lignina
presente no licor. Esta fracao de lignina que ndo precipita em pH 2 foi considerada como
sendo lignosulfonato formado durante a etapa de pré-tratamento. Em contraste ao
processo sulfito-dcido (ZHOU et al., 2016), nem toda a lignina dissolvida sob pré-
tratamento com sulfito-alcalino corresponde a lignosulfonatos porque uma pequena
fracdo representa lignina de baixa massa molar dissolvida por clivagem alcalina. Para
evitar superestimar os lignosulfonatos em solucdo, as medidas de absor¢dao no UV das
fracdes liquidas foram realizadas apds a precipitagdo 4dcida das fragdes de lignina ndo
sulfonadas.

A andlise de infravermelho (FTIR) do licor negro (Figura 13A) apresentou
semelhanca ao FTIR de um lignosulfonato comercial (Figura 13B). A banda intensa em
1042 cm™ pode ser atribuida a ligacdes S=O e vdrias bandas de média intensidade entre
800 cm™! e 400 cm™! sdo atribuidas a ligacdes S-O e C-S dos grupos sulfonicos ligados

lignina (VIDAL et al., 2021).
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Figura 13 — Espectro de infravermelho do licor negro (A) e do lignosulfonato comercial (B).
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Fonte: Autoria Prépria.

A etapa de refinamento mecanico do material pré-tratado, além de promover
alteragdes fisicas e morfoldgicas que proporcionam a individualizacdo das fibras,
proporcionou também a lavagem dos sélidos pré-tratados com um volume relativamente
baixo de dgua (26,7 L/kg de bagaco de cana originalmente usado no processo). O teor de
s6lidos totais no licor de lavagem foi de 3,2 g/L (Tabela 6). O teor de lignina total
encontrado no licor foi de 0,8 g/L, sendo a fragcdo soluvel em pH 2 préxima a 0,2 g/L,
além de baixas concentragdes de oligossacarideos de glucana e xilana. Devido ao baixo

teor de solidos totais, o licor de lavagem foi descartado apds a caracterizacao quimica.



Tabela 6 — Composi¢do quimica do licor negro e do licor de lavagem oriundos do pré-tratamento CTMP sulfito-alcalino de bagaco de cana-de-acticar.

Composicao do licor*

Teor de (g/L)
Licor dos pré- pH final solidos totais Volume
tratamentos** do licor no licor @L) Lienina Lignina
(g/L) g solivel em Glucana Xilana Arabinosil Acetil Cinzas
Total***
pH 2 ##%
LN-PT-1 8,4 34,7+0,1 8,5 8,2+0,1 7.2+0.3 0,6+0,1 1,6+0,1 0,5+0,1 3,4+0,3 13,0+0,5
LN-PT-2 8,5 35,3+0,4 8,5 8,3+0,3 7.0+0.2 0,620,3 1,6+0,2 0,5+0,1 3,5+0,2 13,2+0,5
LN-PT-3 8,7 35,6+0,4 8,5 8,4+0,2 7.6 £0.1 0,6+0,1 1,6+0,1 0,5+0,1 3,5+0,2 13,4+0,3
LL-PT-1 7,8 3,2+0,4 22 0,8+0,2 0,240,1 0,1£0,1 0,1£0,1 0,1+£0,2 0,3+£0,2 1,240,3
LL-PT-2 7,9 3,2+0,4 22 0,8+0,1 0,240,1 0,1+0,2 0,1+0,3 0,1+0,2 0,3+0,2 1,2+0,5
LL-PT-3 8,2 3,2+0,4 22 0,8+0,2 0,2+0,1 0,120,2 0,1+0,2 0,1+0,2 0,30,2 1,240,3

*Sulfito de sédio presente no licor negro 7,1 + 0,3 g/L;
** LN = licor negro; LL = licor de lavagem;
*##% Determinacdo por UV-VIS;

Fonte: Autoria Prépria

9¢
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5.3 Hidrdlise enzimatica do bagaco de cana-de-ac¢icar pré-tratado
5.3.1 Hidroélise em microescala

Para um estudo inicial de hidrdlise, o bagago pré-tratado foi hidrolisado em
microescala empregando consisténcias de s6lidos de 2% e 5%. Os resultados indicados
na Figura 14 demonstram altas porcentagens de sacarificacio tanto para glucana quanto
para xilana nas diferentes consisténcias. A conversao média da glucana em glicose foi da
ordem de 76 = 3 % em 2% de consisténcia e 64 + 4 %, em 5% de consisténcia. Ja para a
xilana, houve conversido média de 67 = 3 % e 51 + 3 em 2% e 5% de consisténcia,
respectivamente. O comportamento cinético das conversoes enzimdticas da glucana e
xilana (Figura 15) demonstra que, para a consisténcia de 2 % a reagdo atinge um valor ja
préoximo do maximo nas primeiras 24 h. Porém, em 5 % de consisténcia o valor maximo
de hidrélise ocorre em 48 h. Esses resultados evidenciam que o aumento de consisténcia
de 2% para 5% acarreta em um leve decréscimo na eficiéncia da hidrélise. Para efeitos
de comparagdo, vale mencionar que Mendes et al. (2011), estudando bagaco de cana que
continha originalmente 24,4 % de lignina oriundo de pré-tratamento sulfito-alcalino com
maior carga de sulfito (10%) a 121 °C, obtiveram valores similares de conversido de

glucana, correspondendo a 75%, quando a consisténcia na hidrélise era de 2%.

Figura 14 — Conversdo de glucana em glicose e xilana em xilose a partir de bagaco de cana pré-tratado
empregando 10 FPU/g Cellic CTec2, em consisténcia de 2% (A,B) e 5% (C,D), respectivamente.

A
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Fonte: Autoria Prépria.
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5.3.2 Hidroélise em escala ampliada

ApOs os ensaios iniciais de sacarificacdo em micro-escala com 2% e 5% de
consisténcia, os experimentos foram reproduzidos em escala ampliada empregando 800
g de material pré-tratado (massa seca) numa consisténcia de 4% e um sistema de agitacao
orbital excéntrica (“tombo”). A partir destes experimentos foi possivel confirmar a
eficiéncia de hidrélise em maior escala, além de permitir gerar sdlidos residuais do
processo de sacarificacdo em quantidade suficiente para os estudos subsequentes de
ressulfonacdo da lignina residual previstos nesta tese. A sacarificagdo enzimdtica dos
sOlidos pré-tratados na escala ampliada foi conduzida de duas formas experimentais
distintas. A primeira delas empregou a mistura de substrato e 4gua e um periodo de 16h
sob agitacdo para impregnagdo/homogeneizacdo do substrato, antes da adi¢do de enzimas
ao reator de hidrélise. Neste cendrio, a conversao de glucana e xilana atingiu 74% e 75%,
respectivamente, apos 72 h de hidrélise. A segunda forma de hidrdlise envolveu a
impregnacdo/homogeneizacdo do substrato e a mistura das enzimas empregando o
proprio refinador de discos usado no processo CTMP. Neste caso, a mistura, apos
homogeneizagdo, seguiu para o reator de hidrélise e proporcionou sacarificagdo muito
similar a obtida no cendrio anterior, correspondendo a 72% e 74% de conversdo de
glucana e xilana, respectivamente apds 72 h de reacao. Esses resultados demonstram que
nao ha melhora significativa na sacarificacio quando o material é homogeneizado no
refinador de discos antes do inicio da hidrélise. Mesmo ndo havendo melhora na
eficiéncia de hidrélise pela homogeneizacdo no refinador de discos, os dados também
mostram que a enzima resiste a este processo de passagem pelo refinador de discos,
sugerindo que processos em maior escala podem fazer uso desta modalidade de mistura
de substrato e enzima.

Os solidos nao digeridos que restaram do processo de sacarificagdo em escala
ampliada representaram 25,5% e 27,6% do bagaco de cana original que entrou no
processo, no primeiro e segundo cendrio de hidrdlise, respectivamente. Estes solidos
correspondem a matéria-prima usada em estudos de sulfonac@o subsequentes relatados

no presente trabalho e suas composi¢cdes quimicas estdo indicadas na Tabela 7.
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Tabela 7 — Composi¢ao do residuo da hidrélise enzimdtica em maior escala de bagaco de cana-de-acticar
pré-tratado. RHE1- Residuo Hidrélise Enzimética que ndo passou pelo refinador; RHE2 - Residuo Hidrdlise
Enzimdtica que passou por refinamento.

Composicio do residuo da hidroélise

Amostras (g/100 g de residuo da hidrolise)
Lignina Glucana Xilana Arabinose Cinzas
RHE1 28,0+0,2 37,5+0,2 17,6+0,3 1,740,1 10,1 £0,8
RHE2 22.840,1 37,240,2 16,4+0,3 1,5+0,1 12,9 +0,3

Fonte: Autoria Prépria.

5.4 Sulfonagao dos sélidos residuais do processo de hidroélise enzimatica

Os solidos residuais do processo de hidrdlise enzimdtica (RHE]1 - Tabela 7)
foram empregados como insumo bdsico para gerar mais lignosulfonato na biorrefinaria
desenhada no presente estudo. Para isso, estes s6lidos foram submetidos a uma série de
reacdes com o proprio licor de pré-tratamento, etapa que denominamos como
“ressulfonacdo”. O sistema reacional empregado foi o mais simples possivel, evitando
processos descritos como custosos e desfavordveis ao meio ambiente como € o caso da
sulfometilacdo da lignina que emprega formaldeido no meio reacional (HE; FATEHI,
2015; LEITAO et al., 2017). Vale ressaltar que as reacdes de ressulfonacdo nio ficaram
limitadas as condi¢des brandas comumente utilizadas na etapa de pré-tratamento, que visa
preservar a maior parte da fracdo polissacaridica original (REINOSO et al., 2018; ZHOU
etal., 2016).

Em face do mencionado anteriormente, o estudo de ressulfonacdo dos sélidos
residuais da hidrdlise enzimatica empregou o licor negro como agente de sulfonacio
(continha 7,1 + 0,3 g/l de sulfito residual) avaliando a influéncia das varidveis:
temperatura de reacdo (Xi) e adi¢do de élcali ao meio reacional (X2), sobre o teor de
lignosulfonatos (Y1), o teor de OH fendlico no material solubilizado (Y>) e a distribui¢io
de massa molar dos lignosulfonatos gerados (Y3). A matriz experimental empregada
assim como as respostas obtidas estdo apresentadas na Tabela 8.

A concentragdo inicial de lignosulfonato no licor negro utilizado como agente de
sulfonacdo foi de 7,3 g/L. Os tores de lignosulfonato no licor apds a etapa de
ressulfonacdo variaram entre 18,4 e 33,1 g/L, o que corresponde a um aumento de
lignosulfonato no licor de 2,4 a 4,5 vezes, respectivamente (Tabela 8), demonstrando que
a etapa de sulfonacdo apresenta potencial para um melhor aproveitamento da fracio de

lignina do residuo de hidrélise enzimadtica.



Tabela 8 — Matriz experimental e resultados obtidos pelo planejamento experimental 2> com arranjo tipo estrela utilizado para estudar o teor de lignosulfonato (Y1), a % de OH
fendlico (Y2) e a distribuicao de massa molar ponderal média (My) (Y3) em funcio das condi¢des de ressulfonacdo* dos sélidos residuais do processo de sacarificacdo.

VARIAVEIS REAIS E CODIFICADAS RESPOSTAS
ENSAIOS Temper;tura °C) Adicio de él;ali (% m/ m) Lignosugo::to (g/L) % OH‘l;enélico Mw Y(Da) Mn (Da) Dispersibilidade
1 2 1 2 3
1 140 (-1) 5(-1) 19,6 322 5090 523 9,7
2 180(+1) 5(-1) 23,8 2.05 4353 447 9,7
3 140 (-1) 15 (+1) 32,0 1,94 5799 594 9.8
4 180 (+1) 15 (+1) 30,9 1.83 3596 485 7.4
5 131,72 (-\2) 10 (0) 29,8 1.89 5073 560 9,1
6 188,28(+\2) 10 (0) 27,7 2.05 4320 466 9,3
7 160 (0) 2,93 (-\2) 18,4 2.70 6573 510 12,9
8 160 (0) 17,07(+V2) 33,1 1.95 3516 440 8,0
9 160 (0) 10 (0) 30.9 2,07 5484 593 9.3
10 160 (0) 10 (0) 32,0 2,10 5898 637 9,3
11 160 (0) 10 (0) 33,0 1,97 5071 589 8,6

(*) O licor negro de pré-tratamento empregado como agente de ressulfonagdo continha 7,1 g/L de Na,SOs;
(**) O teor de lignossulfonato no licor negro de pré-tratamento corresponde a 7,3 g/L.

Fonte: Autoria Prépria.
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A segunda resposta monitorada durante a reacdo de ressulfonagcdo foi a
porcentagem de OH fendlico dos lignosulfonatos gerados (Y>). Este teor variou entre 1,83
% e 3,22 %. Observa-se que em condi¢des de baixa temperatura e baixo teor de dlcali, a
porcentagem de OH fendlico foi superior ao observado nos produtos de reagdo a alta
temperatura e alto teor de dlcali, sugerindo que em condi¢des mais severas de reacao
(maior temperatura e maior teor de dlcali) ocorram reag¢des simultaneas de oxidagao das
estruturas fendlicas do lignosulfonato. Na literatura, a porcentagem de OH fendlicos em
lignosulfonatos varia de 1,4% a 2,2% estando condizente com os dados obtidos no
presente estudo (EL MANSOURI; SALVADO, 2007; MYRVOLD, 2013; GAO;
FATEHI, 2019).

A terceira resposta monitorada foi a distribuicdo de massa molar dos
lignosulfonatos gerados. Os cromatogramas de permeacdo em gel obtidos para as
amostras de lignosulfonato resultantes de cada reac@o de ressulfonacdo mostraram uma
ampla distribui¢do de sinais eluindo de 8 mL a 18 mL (Figura 15). De acordo com a
calibracdo da coluna com padrdes de poliestireno sulfonato, as moléculas que eluiram de

8 mL a 18 mL apresentaram massas molares de 70 kDa a 0,5 kDa.
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Figura 15 — Cromatogramas de permeac@o em gel de amostras de lignosulfonato (LS) recuperadas de licor
negro de pré-tratamento, licor de ressulfonagdo do ponto 6timo (159 ° C e 13% (m/m) NaOH) e amostra de
lignosulfonato comercial de madeira de conifera, cuja massa molar € de 33 kDa (Zinovyev et al. 2018). Os
calibradores referem-se a poliestireno sulfonato e dcido vanilico.
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Fonte: Autoria Prépria.

Além da formacdo de uma grande diversidade de fragmentos de
lignosulfonatos, os cromatogramas do licor de pré-tratamento também apresentaram um
sinal intenso entre 18 mL e 19 mL que pode ser atribuido a presenga de p-cumarato e/ou
ferulato. Esta identificacdo foi confirmada pela maior intensidade do sinal em 315 nm
quando comparado com 280 nm, o que € tipico do espectro UV em meio alcalino dos
acidos hidroxicinamicos (LEITE et al., 2016) e pela co-elui¢do da amostra de licor negro
com padrido de 4cido p-cumadrico, conforme ilustrado na Figura 16. Estd descrito na
literatura que a maior parte do p-cumarato e ferulado do bagaco de cana-de-agticar é
liberada nas condicdes de pré-tratamento alcalino de grupos éster ligados a lignina e
arabinoxilanos, respectivamente (REINOSO er al., 2018). Apds as reagdes de
ressulfonacao, os dcidos hidroxicinamicos ainda sdo detectiveis no licor de reagdo,
entretanto em menor concentracao (Figure 16). Note-se que o pico identificado como
sendo 4cido cumadrico nio foi utilizado para calcular os valores de Mw e Mn descritos a

seguir.
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Figura 16 — Cromatograma de permeacdo em gel do licor negro em dois comprimentos de onda (280 e 315
nm) (A) e cromatograma do licor negro contaminado com padrio de acido cumdrico (0,01 g/L) (315nm)
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A calibragdo da coluna cromatografica com padrdes de poliestireno

sulfonatos (Figura 12) é uma abordagem comum para a determina¢do de massa molar em

lignosulfonatos e mesmo para ligninas dissolvidas em pH alcalino (ZINOVYEV et al.,

2018). No entanto, essa abordagem tende a subestimar a massa molar absoluta dos
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lignosulfonatos devido as diferencas estruturais dos poliestirenos sulfonatos e dos
lignosulfonatos. Em um trabalho esclarecedor sobre a determinacdo de massas molares
em lignina e lignosulfonatos, Zinovyev et al. (2018) empregaram detec¢ao dos eluentes
da cromatografia por um sistema de espalhamento de luz laser (MALS) a partir de um
detector especial em 785 nm que evita interferéncia da auto-fluorescéncia da lignina.
Neste sistema, os autores avaliaram o mesmo lignosulfonato comercial usado como
referéncia no presente trabalho e estimaram uma massa molar média ponderal (Mw) de
33 kDa. Para fins de comparacdo, este lignosulfonato comercial, que € preparado a partir
de madeiras de coniferas, € mostrado na Figura 16. Note-se que empregando a calibragdo
com poliestireno sulfonatos, este lignosulfonato comercial apresenta uma massa molar
ponderal média (Mw) de 4442 Da, corroborando que a calibracdo com poliestirenos
sulfonatos tende a subestimar as massas molares de ligninas estimadas por cromatografia
de permeacao em gel (ZINOVYEV et al., 2018).

A massa molar ponderal média (Mw) do lignosulfonato presente nos licores
de ressulfonagdo foi calculada integrando toda drea do cromatograma entre 8 mL a 18 mL
e variou entre 3516 Da e 6573 Da nas condicdes estudadas (Tabela 8). De maneira geral,
as reacdes que ocorreram em maior temperatura e maior teor de dlcali geraram
lignosulfonatos que mostraram maiores tempos de eluicdo sugerindo materiais de
menores massas molares. As condi¢des de maior temperatura e maior teor de alcali
favorecem a clivagem de ligacdes a-O-4 e B-O-4 dos lignosulfonatos, reduzindo desta
forma sua massa molar (ARO; FATEHI, 2017). Esperava-se que com a diminui¢do da
massa molar o percentual de OH fendlico dos lignosulfonatos aumentassem. Porém, esse
comportamento ndo foi observado, devido a severidade da reacdo que também pode ter
ocasionado a oxida¢do dos OH fendlicos do lignosulfonato formando quinonas (EL
MANSOURI; SALVADO, 2007; DING et al., 2020).

Os valores de massa molar média ponderada em numero (M,) dos
lignosulfonatos foram muito menores em relacdo aos valores de My e ndo variaram
consideravelmente entre as condicoes do estudo (440-628 Da). Com isso, a
dispersibilidade para os lignosulfonatos foi elevada e variou entre 7,4 e 12,9 nas diferentes
condi¢des estudadas, o que € condizente com a literatura para macromoléculas

polidispersas.
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5.4.1 Analise estatistica dos dados indicados na Tabela 8

Foi utilizado o programa Statistica 13.5 para a andlise dos efeitos das
varidveis independentes no teor de lignosulfonatos (Y1), % de OH fendlico (Y2) e nos
valores de My (Y3). A Figura 18 apresenta graficos de Pareto nos quais as barras
representam os efeitos individuais de cada uma das varidveis nas respostas estudadas.
Como o planejamento experimental do tipo 22 expandido em estrela permite gerar um
modelo quadritico, o efeito quadritico de cada uma das varidveis também esta
apresentado na Figura 18 (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2002).

Nao houve efeito significativo das varidveis avaliadas na resposta Mw do
lignosulfonato. No caso do teor de OH fendlico, somente a adicdo de dlcali ao meio
reacional mostrou efeito significativo e negativo, sugerindo que menores teores de OH
fendlico sdo obtidos nas maiores cargas de dlcali no meio reacional. O teor de
lignosulfonatos (Y1) foi afetado significativamente pela temperatura e adicao de dlcali ao
meio reacional sendo que maiores cargas de dlcali implicaram em maior teor de

lignosulfonato (Figura 17).
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Figura 17 — Efeitos das varidveis independentes temperatura (°C) e adi¢do de dlcali (% m/m) e suas
interagdes sobre o teor de lignosulfonato, % de OH fendlico e valor de Mw do lignosulfonato em fungéo
das condicdes de ressulfonagdo dos sélidos residuais do processo de sacarificagdo. Os dados foram
calculados a partir de um planejamento experimental 22 com arranjo tipo estrela.
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Fonte: Autoria Prépria.
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Modelos quadréticos foram ajustados para predizer o efeito das varidveis nos
teores de lignosulfonato no meio reacional e para os teores de OH fendlico neste
lignosulfonato. As andlises de regressdo destes modelos estao mostradas nas Tabelas 9-
11. No caso da resposta Mw do lignosulfonato, o modelo nao foi desenvolvido visto que

nao houve efeito significativo das varidveis de reacio nesta resposta.

Tabela 9 — Modelos matematicos e coeficiente de determinagdo (R?) para as respostas teor de lignosulfonato
(Y1) e % de OH fendlico (Y2) em fun¢do das condi¢des de ressulfonacdo dos sélidos residuais do processo
de sacarificacdo.

Modelo matemético R?
Y) =-126.277+ 1,555%X; + 5,749%X> — 0,013%X,%X> — 0,004*X? — 0,131 %X 0.9719
Y> =7,99 - 0,025%X;-0,62*X>+0,026 %X ;%X >-0,000025 *X *+0,0069*X 0,8057

Os valores de X; e X, ndo escalonados, correspondem a temperatura em °C e concentracdo de dlcali
adicionado em % m/m.
Fonte: Autoria Prépria.

Para avaliar os modelos matematicos gerados quanto a sua utilizagdo para fins
preditivos e interpretativos, foi conduzida a Andlise de Varidncia (ANOVA) (BARROS
NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2002) e os resultados estdo apresentados na Tabela 10 e
Tabela 11.

Tabela 10 — Anadlise de variancia (ANOVA) usando o programa Desing Expert 9.0 ao nivel de confianca
de 95% para regressdo do modelo apresentado para a resposta teor de lignosulfonatos (Y) em funcao das
condig¢des de ressulfonacio dos sélidos residuais do processo de sacarificagao.

Fonte de Variac¢ao li(l;)lt:g:(;e Soma Quadratica Qul\;[gl('l;?ica F Valor p-valor
Modelo 274,66 5 54,93 34,63 0,0007
Temperatura 0,002 1 0,002 0,001 0,9723
Adicio de alcali 202,90 1 202,90 127,92 < 0,0001
Temperatura X
Adicao de alcali 7,02 1 7,02 4,43 0,0893
Temperatura2 17,83 1 17,83 11,24 0,0203
Adiciio de alcali? 60,65 1 60,65 38,23 0,0016
Residuo 7,93 5 1,50 - -
Falta de ajuste 5,72 3 1,91 1,73 0,3868
Erro Puro 2,21 2 1,10 - -
Cor Total 282,59 10 - - -

Fonte: Autoria Prépria.
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Tabela 11 — Andlise de variancia (ANOVA) usando o programa Desing Expert 9.0 ao nivel de confianga
de 95% para regressdo do modelo apresentado para a resposta % de OH fendlico (Y2) em funcdo das
condicdes de ressulfonacdo dos s6lidos residuais do processo de sacarificacio.

Grau de Média

Fonte de Variacao liberdade Soma Quadratica Quadritica F Valor p-valor
Modelo 5 1,42 0,28 4,15 0,0723
Temperatura 1 0,14 0,14 2,03 0,2138
Adicao de alcali 1 0,82 0,82 11,97 0,0180
:fi‘zgf)rgz‘:lii 1 0,28 0,28 4,10 0,0987
Temperatura? 1 5,885E-004 5,885E-004 8,596E-003 0,9297
Adiciio de alcali? 1 0,16 0,16 2,31 0,1891
Residuo 5 0,34 0,068 -- -
Falta de ajuste 3 0,33 0,11 23,96 0,0403
Erro Puro 2 9,267E-003 4,633E-003 - -
Cor Total 10 1,76 - - -

Fonte: Autoria Prépria.

Conforme verificado na Tabela 9 e Tabela 10, o modelo que prevé o teor de
lignosulfonato (Y1) no meio reacional pode ser considerado satisfatério, explicando
97,19% (R*= 0,9719) da variacao em torno da média ao nivel de 95% de confianga. No
teste de Fisher (teste F), foi verificado que o valor de Fcaiculado fol superior ao valor de
Fiavelado, Indicando que o modelo quadrético obtido é adequado para explicar a distribui¢do
dos dados e o modelo pode ser utilizado para fins preditivos (BOX; HUNTER, W.G.;
HUNTER, J.S., 1978) . Esses resultados, associados as altas porcentagens de variancia
explicadas e a ndo significancia da falta de ajuste (p-valor > 0,05) indicam que o modelo
quadratico obtido € robusto para descrever a regido experimental estudada para o teor de
lignosulfonato.

Para a resposta % de OH fendlico (Y2), o modelo gerado (Tabela 9 e Tabela
11) explicou apenas 80,57 % (R?>=0,8057) da variacao em torno da média ao nivel de 95%
de confiancga. No teste de Fisher (teste F), foi verificado que o valor de Fcaiculado (4,15) foi
inferior ao valor de Fipelado (5,05), indicando que o modelo quadritico obtido ndo é
adequado para explicar a distribui¢do dos dados e o modelo ndo deve ser utilizado para
fins preditivos (BOX; HUNTER, W.G.; HUNTER, J.S., 1978). Esses resultados,
associados as baixas porcentagens de variincia explicadas e significancia da falta de
ajuste (p-valor < 0,05) indicam que o modelo quadratico obtido ndo é adequado para

descrever a regidao experimental estudada para a resposta % de OH de fendlico.
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Como somente o modelo matematico para o teor de lignosulfonato foi

estatisticamente significativo, foi gerado o grafico de superficie para esta resposta, o qual

estd apresentado na Figura 18.

Figura 18 — Gréfico de superficie de resposta para o teor de lignosulfonato (g/L) em funcio das condigdes
de ressulfonacdo dos sélidos residuais do processo de sacarificaco.
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Fonte: Autoria Prépria.

Com base no modelo indicado na Tabela 9, a condi¢do para a obten¢do do
teor maximo de lignosulfonatos foi estimada em temperatura de 159 °C e 13,2 % (m/m)
de adi¢do de 4lcali, com uma produgdo estimada de 33,8 g/L.. Sob essas condi¢des foram
realizados 3 experimentos adicionais de validacdo e o teor experimental de
lignosulfonatos obtido para esse ponto foi de 33,5 + 0,7 g/L, o que demonstra que o

modelo foi bem ajustado aos dados experimentais para esta resposta.

5.4.2 Reacdes de ressulfonacdo com diferentes razdes solido/liquido na condigdo
otimizada

A etapa de ressulfonagdo, realizada sob temperatura de reagdo previamente
otimizada (159 °C) e adi¢do de élcali (13%), foi ajustada para cobrir dois cendrios

diferentes, considerando o volume de licor negro de pré-tratamento disponivel no
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processo (Tabela 6). As reacdes ocorreram em escala 10 vezes maior do que a escala
utilizada para os experimentos de otimizagao.

O primeiro cendrio (cendrio 1) empregou uma propor¢ao sélido:liquido de
1:10 derivada de condi¢Oes otimizadas, mas significou subutilizagdo do licor de pré-
tratamento disponivel, pois o licor negro de pré-tratamento recuperado correspondeu a
0,71 L.L"! de licor branco de pré-tratamento (que iniciou o processo de pré-tratamento) a
cada 100g de bagaco de cana-de-acucar. Os sélidos n@o hidrolisados que restaram da
etapa de sacarificacdo corresponderam a apenas 25,5 g/100 g de bagaco originalmente
empregado no processo (Figura 20). Portanto, o segundo cenario empregou todo o licor
negro de pré-tratamento recuperado experimentalmente no processo, o que significou
uma relacao soélido: liquido de 1:28 (m/v) (25,5g/710 mL) (cenério2). O udltimo cendrio
maximiza o uso de fons sulfito que entram no processo porque todo o licor negro de pré-
tratamento disponivel reage com os sélidos residuais ndo hidrolisados. Os teores de
lignosulfonato, concentracdo de sulfito de sédio residual, % de OH fendlicos, massa
molar ponderal média (My), massa molar média ponderada em nimero (M,) e
dispersibilidade (D) detectadas nessas reacdes sao relatadas na Tabela 12.

O teor de lignosulfonatos no licor de rea¢do determinado para o cendrio 1 foi
de33,5+1,0g/Le16,3+0,5 g/LL para o cenario 2. Nota-se também que com a diminui¢do
da relagdo sélido:liquido ocorreu maior consumo de sulfito na ressulfonacao. A massa
molar ponderal média (Mw) aumentou com a diminuic¢ao da relagdo de sélido:liquido, o
que poderia estar associado com a maior disponibilidade de ions sulfito no meio que pode
favorecer maior intensidade de sulfonacdo da lignina e consequentemente dissolucdo de
ligninas de maior massa molar. Foi observado também que a porcentagem de OH fendlico
aumentou com a diminuicdo da relacdo sélido:liquido, sugerindo maior clivagem de

ligacdes B-O-4 na lignina contida nos residuos sélidos.

Tabela 12 — Concentracdo de fons sulfito, teor de lignosulfonato, % de OH fendlico, My, Mn e
dispersibilidade (D) nas fra¢des liquidas produzidas ao longo do pré-tratamento do bagaco de cana-de-
aclcar.

Amostra 1\(12.25_1(;3 L‘g“?;‘;jﬁgnato fZ; (?HIC{O Mw(Da) Mn(Da) D
L1c/0r branco de 75 0.0 _ __ _ _
pré-tratamento

Licor negro 7,1 7,3+0.3 2,38+0,1 2641 498 5,3
cenario 1 (1:10) 4,9 33,5+1,0 2,10+0,1 3646 487 7,5
cenario 2 (1:28) 3,5 16,3+0,5 3,41+0,1 5061 461 11

Fonte: Autoria Prépria.
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5.5 Balanco de massa para os componentes do bagaco de cana-de-acicar sob
processamento na biorrefinaria proposta

A Figura 19 mostra o balanco de massa global para a biorrefinaria proposta,
no qual fica evidenciado o destino de cada fra¢do durante o processamento. Os dados de
balanco consideram a massa de s6lidos insoliveis recuperados de cada etapa do processo
e sua composi¢ao quimica e o cendrio 2 de reacdo de ressulfonacio, que corresponde a
1:28 (m/v) para a relacdo so6lido:liquido.

A maior parte da glucana e xilana originais contidas no bagago da cana-de-
acucar foram retidas nos solidos pré-tratados (91% e 84%, respectivamente), enquanto os
grupos acetila foram quase completamente liberados para o licor de pré-tratamento (94%)
(Figura 20). Uma fracao significativa da lignina original foi removida do bagaco da cana-
de-acucar durante o pré-tratamento (49%). Esta lignina foi recuperada no licor de pré-
tratamento, principalmente como uma solu¢do diluida de lignosulfonato (7,3 g/L). No
entanto, uma pequena fracio de lignina também foi descartada na 4gua de lavagem dos
sOlidos pré-tratados (Tabela 6).

Uma etapa de hidrélise enzimdtica converteu 67% da glucana e 63% da xilana
originalmente disponivel no bagaco da cana em monossacarideos que ficaram contidos
no hidrolisado enzimatico. Este hidrolisado também continha parte da lignina na forma
de lignosulfonatos (Figura 19). No entanto, o teor de lignosulfonato neste hidrolisado
pode estar superestimado devido a presenga de proteinas soliveis remanescentes do
coquetel enzimatico usado na etapa de sacarificacio (MACHADO et al., 2020), que
podem interferir na determinacdo do teor de lignosulfonatos, pois os dois grupos de
componentes absorvem na regido de 280 nm.

Os solidos nao digeridos (cerca de 25,5% do bagaco que entrou no processo)
continham 35% da lignina do bagaco da cana-de-acicar in natura, representando a
matéria-prima para as reagOes de ressulfonacdo desenvolvidas para o desenho de
biorrefinaria explorado na presente tese.

As condic¢des de sulfonacdo nas proporc¢des solido:liquido de 1:10 e 1:28 , a
concentracdo de lignosulfonato aumentou de 7,3 g/L no licor de pré-tratamento para 33,5
e 16,3 g/L, respectivamente no licor de ressulfonacdo (Tabela 13), significando a
conversdao quase completa da lignina originalmente contida no bagaco de cana em
lignosulfonatos 58,1% na condicao 1:10 e (Figura 20) e 57,3% na condi¢do 1:28

respectivamente. Essas concentracdes mais elevadas sdo obtidas as custas da reducao da
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conversdo geral de lignina em lignosulfonatos devido a subutilizacdo do licor negro na
biorrefinaria proposta.

O uso de todo licor de pré-tratamento disponivel no processo pode aumentar
o rendimento de lignosulfonato e deve ser pensado juntamente com o uso de diferentes
propor¢des solido:liquido na etapa de ressulfonagdo porque as aplicagdes comerciais de
lignosulfonato requerem concentragdes da ordem de 300 g/L de lignosulfonatos, o que
demandaria o emprego de processos de concentracdo em multiplos estdgios ou uso de
secagem por Spray Dryer para produzir preparacdes de lignosulfonato em p6 (ARO;
FATEHI, 2017).

Em estudos similares aos desenvolvidos neste trabalho, Zhou et al. (2015,
2016) avaliaram a recuperacdo de lignosulfonato contido somente no licor de pré-
tratamento de madeiras, sem uma etapa posterior de ressulfonacio dos sélidos residuais
da sacarificagdo. Os autores obtiveram a producdo de 68 kg de lignosulfonato por
tonelada de madeira processada através do processo SPORL (bisulfito em meio acido).
Os estudos foram conduzidos em escala piloto (40 kg de biomassa seca), empregando
madeira dura (Populus deltoides) e madeira de conifera (Pinus sp.), com 3% e 8% de
bissulfito de sddio, respectivamente, em temperatura de 160 °C por 40 min. Em
comparacdo, o presente estudo demonstrou que seria possivel produzir 73 kg de
lignosulfonato por tonelada de bagago de cana-de-acticar diretamente no licor de pré-
tratamento com sulfito-alcalino. A adi¢do da reacdo de ressulfonacdo idealizada na
presente tese e desenvolvida em condicdo otimizada (159°C e 13% (m/m) de dlcali na
relacdo solido:liquido de 1:28) permitiria incrementar a producao de lignosulfonato para

116 kg por tonelada de bagago de cana-de-agucar.
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Figura 19 — Balanco de massa para o bagaco de cana-de-agicar durante pré-tratamento
quimiotermomecanico, seguido da hidrélise enzimadtica e reagdo de ressulfonacdo no ponto 6timo com
relacdo sélido:liquido 1:28.

Bagaco de 1000¢g

cana-de-acicar 40.2 g glucana
21,6 gxlana
2.1 g arabinosil
3.2 gacetil
CTWP 203 glignina
Sulfito-alcalino
= Licor Negro Slg Lignosulfonato®
(de 0714 L a7,lgl
Solidos pre- 800g
tratados 36,5 g ghicana
151 gxilana
20 g arabinosil
0.2 g acetl Licor
103 glignina = 5 _
T Eessulfonacio Enriquecidoem 116g
- H *
SaCEII?lflCE.l(;aO Lignosulfonato lignosulfonate
Enzimatica
Solidos Residuais 255¢
i’g giﬁiﬂa Solidos residuais 142¢
Hidrolisado g g glicose(de 27,0 gghucand 01 & wtabirio s lavados 6,3 g ghicana
Enzimatico 154 gxilose (de 13,6 g xilana) 071 & aelil 2,2 gulana
i inosi ¥ 02 hityosil
1.0 g arabinose (de 0,9 g arabinosd) 7.3 g lignina L2 g arshinos

3.3 glignosulfonato® 16 lignina

* As massas de lignosulfonato marcadas podem estar levemente superestimadas devido a interferéncia na
determinacdo espectrofotomética deste componente.
Fonte: Autoria Prépria.

5.6 Purificac¢io do lignosulfonato obtido

Para a etapa de purificacdo dos lignosulfonatos foram estudadas duas
amostras: o licor negro e o licor de ressulfonacdo do ponto 6timo (1:10). A ultrafiltracdo
foi utilizada como técnica para remover moléculas de menor massa molar e sais contidos
nos licores de reacdo, proporcionando uma fracdo enriquecida em lignosulfonatos de
maior massa molar e praticamente livre de &4cidos hidroxicindmicos, produtos de
degradacdo de agucares, monossacarideos, fragmentos de lignina de baixa massa molar e
sais residuais do processo.

Durante a ultrafiltragdo, a condutividade dos licores foi acompanhada até que
atingisse um valor estdvel. A condutividade inicial do licor negro (18,36 mS) e do licor
de ressulfonacdo do ponto 6timo (1:10) (17,10 mS) diminuiu até os valores de 6,58 mS e
4,1 mS para os mesmos licores, respectivamente. Para isso, foi necessario o emprego de
adicoes sucessivas de dgua a pH 2 ao sistema, correspondendo a cerca de 17,5 mL de

dgua/mL de licor originalmente concentrado por ultrafiltrado.
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5.6.1 Anélise de CHNS e massa molar dos lignosulfonatos

A analise de CHNS foi realizada nos licores antes e pOs-ultrafiltracdao (Tabela
13). Os dados mostram que o teor de carbono aumentou apés a ultrafiltracdo, o que parece
estar associado com a remogdo expressiva de compostos inorganicos do licor. O teor de
carbono estimado para os lignosulfonatos purificados foi de 45% para ambas as amostras,
sendo condizente ao teor encontrado na literatura para lignosulfonatos (GUTIERREZ et

al., 2020; VIDAL et al., 2021).

Tabela 13 — Analise elementar de CHNS, % de OH fenélico e Mw, Mn e dispersibilidade do licor negro e
licor negro purificado, licor de ressulfonacdo no ponto 6timo e licor de ressulfonacdo no ponto 6timo
purificado.

C H (0] S % OH
AMOSTRA (%) (%) (%) (%) fenoélico Mw Mn D

Licor Negro 33,84 4,07 5591 5,72 238+0,1 2641 498 5,3

Licor Negro Purificado 45,82 5,63 45,4 2,05 2,15+0,1 5154 679 7,6

Licor de Ressulfonagao

ponto 6timo

Licor de Ressulfonagéo

ponto 6timo purificado
ND- Nao determinado.
Fonte: Autoria Prépria.

29,12 3,64 66,71 ND  2,10£0,1 3646 487 7,5

45,68 6,17 45,87 1,57  1,40+0,1 5354 752 7,1

O teor de enxofre na amostra de lignosulfonato purificado do licor negro foi
de 2,05% (m/m) o que significa aproximadamente 21 grupos sulfénicos por 100 unidades
do modelo de lignosulfonato proposto na Figura 20. Para a amostra de lignosulfonato
purificado do licor de ressulfonacao do ponto 6timo o teor de enxofre foi de 1,57% (m/m)
o que significa aproximadamente 16 grupos sulfonicos por 100 unidades do modelo de
lignosulfonato proposto.

Figura 20 — Modelo proposto de lignosulfonato (tipo siringil) usado para estimar o grau de substitui¢do de
de grupos sulfénicos e OH fendlicos.

Fonte: Autoria Prépria.



76

A etapa de purificagdo do licor causou a reducao no teor de OH fenolico dos
lignosulfonatos, sugerindo que fracdes de baixa molar dos lignosulfonatos (menor que
1,0 kDa) sdo mais ricas em hidroxilas fendlicas. A quantidade de grupos fendlicos
remanescentes no lignosulfonato do licor negro purificado 2,15 + 0,1% (33 hidroxilas por
100 unidades do modelo proposto - Figura 21) e 1,4 + 0,1% (27 hidroxilas por 100
unidades do modelo proposto - Figura 21) para o lignosulfonato purificado do licor de
ressulfonacdo do ponto 6timo permite estimar que estes materiais apresentam potencial
uso como substituto do fenol, conforme ja relatado para varias aplicagdes de lignina
(TORRES et al., 2020).

A etapa de ultrafiltracdo claramente eliminou moléculas de menor massa
molar ocasionando o aumento na massa molar ponderal (Mw) dos lignosulfonatos
purificados, conforme ilustrado na Tabelas 13. A Figura 21 ilustra o cromatograma de
permeacao em gel do lignosulfonato do licor de ressulfonacdo do ponto 6timo (159 °Ce
13% (m/m) NaOH) e lignosulfonato do licor de ressulfonacdo do ponto 6timo apds

ultrafiltracdo.

Figura 21 — Cromatogramas de permeac¢do em gel do lignosulfonato (LS) recuperado do licor de
ressulfonacio do ponto 6timo (159 ° C e 13% (m/m) NaOH) e licor de ressulfona¢do do ponto 6timo apds
ultrafiltrac@o. Os calibradores referem-se ao poliestireno sulfonato e 4cido vanilico.
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Fonte: Autoria Prépria.
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5.6.2 Espectro de infravermelho (FTIR) dos lignosulfonatos

Os Lignosulfonatos sdo macromoléculas complexas que contém diferentes
grupos funcionais tais como grupos sulfonicos, metilicos, fendlicos, carboxilicos, entre
outros, de forma que as propriedades dependem fortemente da natureza dos grupos
funcionais que formam seu esqueleto (ARO, FATEHI, 2017). A caracterizacdo dos
lignosulfonatos purificados com a técnica de FTIR permitiu identificar bandas
caracteristicas indicadas na Tabela 14 e Figura 22.

A banda préxima a 1700 cm™ foi atribuida as vibracdes de alongamento C=0
dos grupos carboxila e outros tipos eventuais de carbonila (FAIX et al., 1991). As bandas
em 1600 e 1515 cm™ sdo atribuidas ao alongamento C=C do anel aromitico do
lignosulfonato, ficando evidenciado que com a etapa de purificacdo, a banda em
1515 cm™ ! aumenta em intensidade (Figura 22).

As bandas na regido de 1455 e 1380 cm™ sdo atribuidas a deformagdes da
ligacdo C-H de grupos cujo carbono é saturado (LI et al., 2018). A banda em 1217 cm™ é

caracteristica das vibracdes de alongamento da ligacao éter (C—O—-C) (LI et al., 2018).

Tabela 14 — Atribuicfo das principais bandas de infravermelho (FTIR) para o lignosulfonato.
Nimero de onda (cm!)  Atribuicdes de banda

3400 Estiramento da ligacdo O-H de alcool e fendis
2900 Alongamento da ligagdo C-H

1700 Alongamento da ligagdo C=0

1515 Alongamento de C=C do anel aromético

1455 Deformacdes da ligagdo C-H dos grupos metila
1380 Deformacdes da ligagdo C-H dos grupos metila
1042 Atribuido a alongamento da ligacdo S=0

Fonte: Autoria Prépria.

Outra banda caracteristica de lignosulfonatos é encontrada em 1042 cm™,
sendo atribuida a vibracdo de alongamento das ligacdes S=0O, indicando que o
grupamento sulfonico estd presente na molécula e a banda em 1042 cm™ se intensifica
quando o licor € purificado (LI ez al., 2018; DEMUNER et al., 2021). Outras bandas de
baixa intensidade de 800 cm™ a 400 cm™! sdo atribuidas a ligacdes SO e CS de grupos

sulfonicos ligados a lignina (LI et al., 2018; VIDAL et al., 2021).
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Figura 22 — Espectros de infravermelho (FTIR) do licor negro (LN) e licor negro purificado (A); bem
como do licor de ressulfonagio ponto 6timo (LS) antes e ap6s purificagio (B).

Sinal de anel Grupos sulfonicos A
aromatico em 1515 1042 —
-1
1 4 cm —— LN purificado
- —LN
S
=
<«
=
2
0,5 -
<
O T T T T T T 1
1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400
Numero de onda(cm™)
B
—— LS Purificado
—LS
<
k3
=
<«
=
2
<
0 T T 1

1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400
Numero de onda(cm™)

Fonte: Autoria Prépria.
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5.6.3 Espectro UV dos lignosulfonatos purificados

Os espectros de UV (Figura 23) dos lignosulfonatos purificados a partir do
licor negro e do licor de ressulfonagao do ponto 6timo apresentaram banda tipica em 280
nm atribuida a anéis arométicos substituidos por grupos hidroxila (-OH) e metoxila (-
OCH3) de estruturas de lignina. Note-se ainda que a banda em 315 nm, tipicamente
observada em ligninas de bagaco de cana-de-agtcar, que € atribuida a presenca de o-3
insaturagdes dos p-cumaratos esterificados nas cadeias laterais de lignina (HE;
TERASHIMA, 1991; LEITE et al., 2016; LIN et al., 2021) ndo estd presente nos

espectros de UV dos lignosulfonatos purificados.

Figura 23 — Comportamento da absortividade molar em funcido do comprimento de onda para o licor
negro (LN) purificado e lignosulfonato (LS) purificado a partir do licor de ressulfonagdo gerado no ponto
Stimo.
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Fonte: Autoria Prépria.

5.6.4 Ressonancia Magnética Nuclear Bidimensional (RMN-2D)

O espectro de RMN-2D-HSQC da amostra de lignosulfonato dessalinizado é
mostrado na Figura 24. Sinais de lignina, bem como sinais de carboidratos,
principalmente de xilanas, foram observados. A regido aromdtica do espectro mostra
sinais tipicos das unidades guaiacil (G) e siringil (S), sinais de unidades Hidroxifenila(H)
ndo puderam ser determinados porque eles se sobrepuseram com sinais de residuos de
proteinas contaminantes, provavelmente decorrentes da etapa de sacarificacdo

enzimadtica. A amostra de lignossulfonato apresentou relacdo S/G de 2,0, indicando que a
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lignina foi levemente enriquecida em unidades tipo siringil em compara¢do com a lignina
comumente encontrada em bagaco de cana que apresenta relacio S/G de 1,6 (DEL RiO
et al, 2015). Sinais menores de acidos p-hidroxicindmicos (p-cumaérico, pCA e 4cidos
feralicos, FA) também foram observados. Os deslocamentos quimicos dos sinais de
correlacdo Ca/Ha e CB/HP de pCA e FA indicam que os 4cidos p-hidroxicindmicos ndo
foram esterificados a porcao lignina, mas estdo presentes como grupos carboxilicos livres,

como também observado em outras ligninas alcalinas (REINOSO et al., 2018).

Figura 24- Espectros de RMN-2D-HSQC (6C/6H 52-146/2,5-8,0) do lignossulfonato purificado
recuperado apods ultrafiltracio do licor de ressulfonagdo. As principais estruturas detectadas estdo
representadas na parte inferior ¢ incluem éteres f—O0—4' (A), éteres f—O—4' com Ca-sulfonados (AL),
unidades guaiacil (G), siringil unidades (S), unidades de siringil Ca-oxidado (S'), unidades de acido p-
cumdrico (pCA) e unidades de 4cido fertlico (FA). Observe que a regido que mostra o sinal de correlacao
CPB/HP de éteres fB—O—4' Ca-sulfonados (AL) foi ampliada (x3) para melhor visualizag@o.
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Fonte: autoria prépria.

A regido alifatica oxigenada do espectro mostra sinais tipicos das diferentes

ligagcdes entre unidades de lignina. Nesta regido do espectro, os sinais das correlacdes



81

Co/Ha e CB/HP de p—O—4' (A) foram claramente vistos, corroborando que a lignina
macromolecular ocorre na amostra de lignossulfonato recuperada do licor de
ressulfonacdo. Além disso, também foram observados sinais de B—O—4' com um grupo
sulfonico na posicdo Cq (AL); o sinal para a correlagdo CP/HP foi claramente distinguido
em 0C/0H 81,3/4,74 enquanto que o sinal para a correlacdo Co/Ha que aparece em 6C/6H
67,2/4,02 foi parcialmente sobreposto com sinais de fragmentos de xilana contaminantes.
A integragdo dos sinais de volume das correlagdes CB/HP de f—O—4' normais (AP) e a-
sulfonados (ALp) permitiu estimar o grau de sulfonacdo de lignina para aproximadamente

9-10% de todos as estruturas f—O—4'".
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6 CONCLUSAO

A biorrefinaria de bagaco de cana-de-agticar proposta no presente trabalho
baseada no pré-tratamento quimiotermomécanico gerou um licor de pré-tratamento que
contém lignosulfonatos em baixa concentragdo (7,3 g/L) e baixa concentracdo de
polissacarideos (2,7 g/L), porém apresentava quantidades significativas de fons sulfito
residuais (7,1 g/L). A etapa de sacarificagdo do material pré-tratado desenvolvida em
maior escala se mostrou eficiente, convertendo 74% da glucana em glicose e 75% da
xilana em xilose.

O processo de ressulfonacdo desenvolvido para otimizar a recuperagdo da
lignina residual, utilizando o licor negro de pré-tratamento como agente de sulfonagdo e
o reagindo com os sélidos residuais da etapa de sacarificagao enzimaética, fracao estd que
estava enriquecida em lignina, se mostraram uma alternativa interessante podendo ser
observado que as concentragdes de lignosulfonato no licor apds reacao de ressulfonal¢cdao
apresentaram em até 4,8 vezes. O rendimento de lignosulfonatos no licor dependeu da
adi¢do de NaOH adicional ao meio de ressulfonacio e da temperatura desta reacao cujas
condi¢des otimizadas indicam a carga de 13% de NaOH e 159 °C. O lignossulfonato
preparado em condicdes otimizadas de reacdo representou 57,3% da lignina original
contida no bagaco de cana-de-actcar.

A caracterizacdo quimica da fracdo de lignossulfonato purificado indicou que
os ¢éteres f—O—4', a-sulfonados representaram aproximadamente 9-10% de todos os éteres
B—O—4' presentes em sua estrutura. A etapa de purificacdo dos licores demonstrou que as
caracteristicas dos lignosulfonatos produzidos a partir do bagago de cana-de-aguicar sao

similares aos comerciais, sugerindo sua adequacgio para uso em diversas aplicagdes.
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