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Resumo
No presente estudo foi proposto a integração da produção de lignosulfonatos a uma biorrefinaria que utiliza o processo quimiotermomecânico sulfito alcalino como etapa de pré-tratamento. O pré-tratamento gerou um licor rico em lignina que foi utilizado em uma etapa subsequente de sulfonação e uma fração de sólidos ricos em polissacarídeos. Aos sólidos aplicou-se hidrólise enzimática, na qual obteve-se conversão de 74% de glucana e 75% de xilana. A fração sólida da hidrólise enzimática foi submetida a ensaios de sulfonação, utilizando o licor negro como agente de sulfonação. Avaliando o efeito das variáveis temperatura (140-180 °C) e adição de álcali (5-15% (m/m)) em um delineamento experimental 22 face centrada, sobre o teor de lignosulfonatos e distribuição de massa molar (Mw). No qual foi possível observar que a variável temperatura (X1) tem efeito significativo sobre a distribuição de massa molar mas não sobre o teor de lignosulfonatos nas condições estudadas, a variável adição de álcali (X2) tem um efeito significativo no teor de lignosulfonatos e distribuição de massa molar (Mw). A condição ótima adotada para a obtenção de maior teor de lignosulfonato foi de temperatura de 159 °C e 13,2% (m/m) de adição de álcali, onde obteve-se 25,3 ±1,6gL-1. Deste modo, por meio do balanço de massa do processo proposto foi obtido 27,4 g de glicose 14,3 g de xilose e 10,6 g de lignosulfonatos a partir de 100 g de bagaço de cana-de-açúcar. Portanto, a etapa de sulfonação é uma alternativa para melhor aproveitamento da fração de lignina, visto que a conversão dos polissacarídeos a açucares monoméricos não fora afetada.	Comment by andre ferraz: Uma frase não começa com condicional e termina sem dizer o que pretende	Comment by andre ferraz: Imporssível inicial uma frase com “No qual”	Comment by andre ferraz: O resumo deve dar ênfase ao que é mais relevante. O ponto óptimo é relevante.
Duas frases longas só para falar de efeitos de variáveis não é produtivo em um resumo	Comment by andre ferraz: Não [e possível inicial uma frase com deste modo e logo indicar uma condicional “por meio do balanço de massa”	Comment by andre ferraz: O resumo necessita uma revisão expressiva. Empregar frases assertivas e dizer o que fez, o que deu e qual a implicância dentro do contexto atual das biorefinarias
Palavras-chave: Lignosulfonatos, Biorrefinaria, Pré-tratamento sulfito alcalino.

INTRODUÇÃO
Biorrefinaria é uma instalação que integra processos de conversão de biomassa em energia e um amplo espectro de produtos de valor agregado, criando cadeias de produtos semelhantes aos que se produz em uma refinaria de petróleo (VAZ, 2014). Os materiais lignocelulósicos são de grande interesse para utilização em biorrefinaria devido a sua composição e disponibilidade, entretanto, apresentam limitação em sua utilização devido à estrutura complexa da parede celular que os compõem (HIMMEL et al., 2007; MASARIM et al., 2011). Apesar dos açúcares monoméricos representarem os produtos de maior interesse na biorrefinaria, outros produtos com maior valor agregado podem melhorar a viabilidade econômica da biorrefinaria (JÖNSSON; ALRIKSSON; NILVEBRANT,2013; LIU; WANG; WOLCOTT, 2017). Desta forma, lignosulfonatos podem ser co-produtos na biorrefinaria de modo a dar um destino mais nobre a fração de lignina dos materiais lignocelulósicos (ZHOU et al., 2016; DU et al., 2017).
Atualmente, os lignosulfonatos são produzidos a partir da indústria de celulose que utiliza o processo sulfito ou através da sulfometilação da lignina Kraft, gerada nos processos industriais de polpação da madeira (ARO; FATEHI, 2017). A quantidade comercialmente disponível de lignina foi estimada em cerca de 1,1 milhão de toneladas no ano de 2014, sendo os lignosulfonatos 90% deste mercado, comercializada pelo valor de 180-500 USD/ton, dependendo de sua pureza. (KUN; PUKÁNSZKY, 2017; HODÁSOVÁ et al., 2015). A indústria de concreto consome lignosulfonatos como agente plastificante, o que a caracteriza como a principal consumidora do mercado (TOPÇU; ATEŞIN, 2016; COLOMBO et al.,2017).
Além do mercado da construção civil, há um potencial de aplicações dos lignosulfonatos como aditivos em formulações de rações animais, lubrificante em sistemas de perfuração de petróleo (ARO; FATEHI, 2017), preparo de compósitos (YAMINI et al., 2019), complexante de metais (LIU; WANG; WOLCOTT, 2018) e surfactantes (LIU; ZHU, 2010). Dentro deste contexto, biorrefinarias que apresentem um portfólio variado de produtos podem proporcionar maior viabilidade econômica (MENDES et al.,2017; 2018). A inclusão de lignosulfonatos no portfólio de produtos de uma biorrefinaria de resíduos de Pinus sp.(conífera) foi recentemente avaliada por Zhou et al (2016). Os autores demonstraram a produção eficiente de monossacarídeos que foram convertidos a etanol em um processo que incluía o pré-tratamento da biomassa com sulfito em meio ácido. O licor de pré-tratamento continha lignosulfonatos de baixa massa molar com níveis de sulfonação similares às encontradas em lignosulfonatos comerciais. Outros trabalhos incluem etapas de produção de lignosulfonatos como forma de melhor utilização da fração de lignina durante o processo. Huang et al. (2016) também incluiu uma etapa de sulfometilação dos resíduos de hidrólise de madeira dura (Árvore-do-âmbar) para produção de lignosulfonatos, demonstrando que a inclusão desta etapa poderia melhorar a viabilidade do processo. Du et al. (2017) estudaram a integração da produção de lignosulfonatos e celulose nanocristalina a partir do resíduo de hidrólise enzimática, como forma de melhorar a viabilidade ao processo.
Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo o desenvolvimento de um modelo de biorrefinaria utilizando o pré-tratamento quimiotermomecânico com sulfito alcalino. Nesse modelo, as frações de polissacarídeos foram destinadas para a produção de açúcares monoméricos e a lignina para produção de lignosulfonatos. Além disso, foi incluída uma etapa para aproveitamento da lignina do resíduo de hidrólise enzimática utilizando o licor negro oriundo do pré-tratamento como agente de sulfonação.

MATERIAIS E MÉTODOS

Pré-tratamento quimiotermomecânico do bagaço de cana-de-açúcar

O processo de pré-tratamento de bagaço de cana com sulfito alcalino desenvolvido em trabalhos anteriores (Mendes et al., 2011; Reinoso et al., 2018) foi avaliado em escala ampliada, envolvendo o uso de 1200 g de bagaço de cana (Zilor, unidade Quatá-SP; 22º 14' 51" S; 50º 41' 54" W) em base seca impregnado com licor sulfito alcalino tendo como razão bagaço/licor 1:10 (p/V). A impregnação foi realizada aplicando vácuo ao reator por 30 min e, após este tempo, o licor de pré-tratamento foi deslocado para o interior do reator e submetido a vácuo por mais 15 min. O licor em questão correspondeu a 12 L de solução contendo carga de 7,5% de Na2SO3 e 3,75% de NaOH expressos com base na massa de bagaço seco. A digestão da biomassa foi realizada a 127°C por 2 h, seguido de separação sólido-líquido por centrifugação contra malha porosa de 200 mesh (tecido de algodão). O líquido (licor negro - LN) foi coletado e resfriado à temperatura ambiente. O líquido recebeu borbulhamento de N2 por 15 min para remoção de oxigênio dissolvido, selado em frasco plástico e armazenado em refrigerador até o momento do reuso. Os sólidos pré-tratados foram suspensos em água pré-aquecida a 95 oC até um volume final para se obter 3% de consistência e refinado em refinador de discos REGMED MD-300 (REGMED, Brasil) com um espaço entre os discos de 0,1 mm e um consumo de energia de 650 kWh. Os discos do refinador foram mantidos aquecidos a 95 oC durante a operação de refino. Os sólidos resultantes foram recuperados por centrifugação e o licor de lavagem armazenado para caracterização posterior. O material pré-tratado foi seco ao ar e caracterizado quanto a composição química.

Determinação da composição química das amostras de bagaço in natura, bagaço pré-tratado e resíduo da hidrólise enzimática
Amostras de bagaço de cana-de-açúcar foram extraídas com etanol a 95% por 6 h em aparelho de Soxhlet, antes da hidrólise ácida. Amostras extraídas, materiais pré-tratados e resíduo sólido da hidrólise enzimática, foram hidrolisadas com 72% (p/p) de ácido sulfúrico a 30 °C por 1 h, empregando 300 mg de amostra e 3 mL de ácido sulfúrico, conforme descrito por Ferraz et al. (2000). O teor de cinzas dos materiais foi determinado conforme Sluiter et al. (2005).

Caracterização química dos licores negros e licores de lavagem
Os teores de sólidos totais no licor negro (LN) e licor de lavagem (LL) foram determinados por gravimetria. Para cada amostra, 100 mL foram transferidos para um pesa filtro previamente tarado que foi levado a estufa a 105 °C até a completa remoção de água. Para a caracterização química dos LN e LL, os mesmos foram liofilizados e caracterizados por adaptação da metodologia de Ferraz et al. (2000). O teor de cinzas dos licores liofilizados foi determinado conforme Sluiter et al. (2005).

FTIR do licor negro
Os sólidos liofilizados do licor negro foram analisados por espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR). Para tanto, foram preparadas pastilhas de KBr contendo 1% de amostra, compactadas a 8-10 kgf.cm-1 sob vácuo e obtidos os espectros na região de 4.000 a 400 cm-1 utilizando o espectrômetro modelo Spectrun One, Perkin Elmer.



Hidrólise enzimática do material pré-tratado

A hidrólise enzimática do material pré-tratado com sulfito alcalino foi realizada utilizando Autoclave AU/E-20 (REGIMED, Brasil) como reator, com velocidade de agitação de 4 rpm, mantido a 45 °C. No reator foi realizado o processo em batelada, sendo adicionados 800 g de biomassa de base seca de bagaço de cana-de-açúcar pré-tratado de modo a ter consistência de 4% de sólidos. O pH da suspensão foi ajustado para 4,8 e adicionado o preparado comercial de celulases Cellic Ctec2 numa carga de 10 FPU/g de sólidos. Após 72 h de hidrólise, o hidrolisado foi filtrado e quantificado os teores de açúcares e lignina. Os sólidos residuais desta etapa foram lavados e secos a temperatura ambiente. Além disso, os materiais foram caracterizados quanto a composição química.

Estudo da otimização da sulfonação da lignina presente no resíduo da hidrólise enzimática

A etapa de sulfonação tem como objetivo o melhor aproveitamento da fração de lignina do resíduo sólido da hidrólise enzimática, utilizando o licor negro como agente de sulfonação. As reações foram conduzidas em reator de aço inox 316, utilizando relação sólido-líquido 1:10, por 3 h, em banho de silicone. As condições para a sulfonação foram estudadas em delineamento experimental 22 com face centrada. Foram avaliadas as influências das variáveis temperatura (X1) e adição de álcali (X2) sobre o teor de lignosulfonatos e distribuição de massa molar (Mw), conforme Tabela 1. Foram realizados 11 experimentos no total, com triplicata no ponto central.
Tabela 1 – Avaliação do efeito da temperatura (X1) e da adição de álcali(X2) sobre o teor e a massa molar dos lignosulfonatos produzidos durante a sulfonação de lignina residual do processo de hidrólise enzimática
	ENSAIOS
	Variáveis reais e codificadas

	
	Temperatura (°C)
X1
	Adição de álcali % (m/ m)
X2

	1
	140 (-1)
	5 (-1)

	2
	180(+1)
	5 (-1)

	3
	140 (-1)
	15 (+1)

	4
	180 (+1)
	15 (+1)

	5
	160 (0)
	10 (0)

	6
	160 (0)
	10 (0)

	7
	160 (0)
	10 (0)

	8
	131,72 (-1,41)
	10 (0)

	9
	188,28 (+1,41)
	10 (0)

	10
	160 (0)
	2,93 (-1,41)

	11
	160 (0)
	17,07(+1,41)



Após a reação de sulfonação, os reatores foram resfriados em banho de gelo. Os sólidos foram separados por filtração em filtro poroso n° 3 previamente tarado. Os sólidos retidos foram secos a temperatura ambiente e pesados, sendo utilizados para o cálculo da porcentagem de resíduos desta etapa. A fração líquida da filtração foi utilizada para quantificação do teor de lignosulfonatos e estudo da distribuição da massa molar.
A análise estatística dos resultados foi realizada utilizando o programa Statistica 13.5. Foram consideradas como variáveis dependentes o teor de lignosulfonatos e a distribuição da massa molar (Mw). Os resultados foram expressos em gráficos de Pareto e tabelas de análise de variância (ANOVA) considerando a significância p<0,05. As condições ótimas do experimento para o teor de lignosulfonatos foram determinadas a partir da análise dos gráficos de superfície de resposta, sendo realizados ensaios para a confirmação do modelo estatístico obtido.



Determinação do teor de lignosulfonatos em solução
Para o presente estudo foi considerado como lignosulfonato a porção de lignina presente nos licores que não precipita após acidificação até pH 2,0, sendo empregada a técnica de espectroscopia UV-vis para quantificar a lignina na fração solúvel. Cada licor foi acidificado até pH 2,0 utilizando solução HCl 4,0 M. A suspensão produzida foi filtrada sob vácuo em filtro sinterizado n° 3 (SCHOTT) tarado. Os sólidos retidos foram secos em estufa a 105°C e considerados como lignina insolúvel. O filtrado teve o pH elevado a 12,0 com solução de NaOH 4,0 M e submetido à leitura de absorbância em 280 nm. A concentração de lignosulfonatos foi calculada considerando-se um valor de absortividade de 20,0 L.g-1.cm-1 (GUERRA et al., 2000; MASARIN et al., 2011).
Determinação da distribuição da massa molar dos lignosulfonatos
A massa molar dos lignosulfonatos foi determinada por cromatografia de exclusão de tamanho (SEC) utilizando coluna Superose 12/300 (GE) e eluente NaOH 10 mM. Para preparo das amostras, o pH dos licores foi ajustado para 2,0 utilizando HCl 4,0 M e a suspensão foi filtrada sob vácuo em filtro sinterizado n° 3 (SCHOTT). Em seguida, o pH do filtrado foi elevado a 12,0 pela adição de NaOH 4,0 M. A amostra foi diluída até que a leitura de absorbância em 280 nm desta solução tenha valor 1,0 UA. Um volume de 1,0 mL da solução de lignosulfonatos foi aplicado na coluna, com fluxo de 0,6 mL.min-1.  A coluna foi calibrada com padrões de ácido vanílico (168,14 g.mol-1 – Sigma Aldrich, Brasil), lignina kraft (932,0 g.mol-1), lignina de bagaço de cana (4362,0 g.mol-1), citocromo c (12.384,0 g.mol-1 – Sigma Aldrich, Brasil), anidrase carbônica (29.000,0 g.mol-1 – Sigma Aldrich, Brasil), lignosulfonato (52.000,0 g.mol-1 Sigma Aldrich, Brasil) e albumina (66.000,0 g.mol-1 – Sigma Aldrich, Brasil). A detecção dos lignosulfonatos foi realizada por um detector UV em linha com a coluna para detecção a 280 nm.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Composição química e pré-tratamento do bagaço de cana de áçucar
O bagaço de cana-de-açúcar utilizado nesse trabalho apresentou em sua composição química: 19,7% de lignina, 40,2% de glucana e 26,9% de hemicelulose (21,6% de xilana, 2,1% de grupos arabinosil e 3,2% de grupos acetil). Esses valores estão em conformidade com os dados de composição química de bagaço de cana-de-açúcar reportados na literatura, que são 38-48% para celulose, 25-30% para hemiceluloses e 19-25% para lignina (MASARIN et al., 2011; ROCHA et al., 2015; TAVARES et al. 2018).
O pré-tratamento sulfito alcalino já foi abordado por nosso grupo de pesquisa, nos trabalhos de Mendes et al. (2011); Laurito-Friend et al. (2015) e Reinoso et al. (2018), porém em menor escala. O presente estudo visou a ampliação de escala e a reprodutibilidade do método. O pré-tratamento sulfito alcalino produziu materiais com alto rendimento de sólidos (80,0±0,5%) e demonstrou boa reprodutibilidade (Tabela 1).	Comment by andre ferraz: Esse tipo de afirmação raramente é encontrado em artigos. é preferível dizer que o processo já foi estudado anteriormente (citar refs) e que o presente trabalho avaliou o mesmo processo, porém em escala ampliada.
A composição química do material pré-tratado e o balanço de massa para os componentes do bagaço de cana-de-açúcar estão apresentados na Tabela 1. O pré-tratamento removeu majoritariamente a fração de lignina (37,6±2,7%) do bagaço de cana-de-açúcar como esperado, além de 16,1±1,0% da xilana e 9,1±1,5% de glucana. A maior solubilização de xilana em relação a glucana pode ser atribuída ao seu menor grau de polimerização em relação à molécula de celulose, além de sua estrutura amorfa (FENGEL; WEGENER, 1989). Desta forma, obteve-se uma recuperação após o pré tratamento de cerca 91,0 % da glucana e 84,0% de xilana.	Comment by andre ferraz: OS desvios são da ordem dos número inteiros. Portanto, expressar a média e os desvio aproximados para números inteiros




[bookmark: _Ref5643078][bookmark: _Toc959167]Tabela 1– Rendimento de pré-tratamento, composição química e balanço de massas para o pré-tratamento utilizando 7,5% de Na2SO3 e 3,75% de NaOH
	Bagaço de Cana 
	Rendimento
(%)
	Composição de bagaço
(g/100 g de bagaço pré-tratado)
	Balanço de massa para componentes de bagaço após o Pré-tratamento
(g /100 g de bagaço in natura)

	
	
	Lignina
	Glucana
	Xilana
	Arabinosil
	Acetil
	Lignina
	Glucana
	Xilana
	Arabinosil
	Acetil

	In natura
	100
	19,7±1,2
	40,2±0,6
	21,6±0,3
	2,1±0,0
	3,2±0,1
	19,7
	40,2
	21,6
	2,1
	3,2

	PT-1
	80,4
	16,1±0,6
	46,1±0,4
	22,7±0,2
	2,5±0,0
	0,3±0,0
	12,9
	37,1
	18,2
	2,0
	0,2

	PT-2 
	80,1
	14,8±0,0
	45,7±0,1
	22,9±0,0
	2,5±0,0
	0,3±0,0
	11,9
	36,6
	18,3
	2,0
	0,2

	PT-3
	79,5
	15,3±0,3
	45,2±0,5
	22,5±0,2
	2,4±0,1
	0,3±0,0
	12,1
	35,9
	17,9
	1,9
	0,2




Caracterização do Licor negro
A composição química do licor negro e do licor de lavagem está indicada na Tabela 2. Devido ao baixo teor de sólidos totais, o licor de lavagem não foi empregado em etapas subsequentes deste trabalho. O pH ao final do pré-tratamento atingiu valor de 8,5, indicando que quase todo o álcali foi consumido durante a reação de pré-tratamento. O teor de sólidos totais no licor negro foi de 35,1 g.L-1.O teor de lignina total encontrado nos licores foi cerca de 8 g.L-1, sendo a concentração da fração solúvel em pH 2 próxima a 5,0 g.L-1, ou seja, cerca de indicando que 62% da lignina no licor pode ser considerada sulfonada durante a etapa de pré-tratamento.	Comment by andre ferraz: É necessário informar qual era o pH inicial, pois a discussão relata consumo de alcali
Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)
[bookmark: _Hlk7599278]A Figura 1 mostra o espectro infravermelho para o Licor negro liofilizado obtido do pré-tratamento, tendo-se como comparação um lignosulfonato (52.000 g.mol-1  Sigma Aldrich, Brasil). Foram observadas similaridades entre os espectros obtidos para o licor negro e o lignosulfonato comercial. É possível notar uma banda forte e ampla em torno de 3400 cm-1, característica dos grupos OH (XU et al., 2015). A banda em 2900 cm-1 pode ser associada ao estiramento de ligações C-H em carbono saturado (XU et al., 2015; ZHANG et al., 2017). Já a banda de absorção em 1593 cm-1 é atribuída ao alongamento C-C do esqueleto aromático (ARO; FATEHI, 2015). As bandas de absorção  em 1200 cm-1 e 1046 cm-1 foram atribuídas à sobreposição de estiramento de C-O e S=O, além da banda em 610 cm − 1 atribuída ao estiramento S-O, que comprovam a vibração de grupos sulfônicos (XU et al., 2015; ZHANG et al., 2017). Os resultados obtidos a partir dos espectros FTIR sustentam a hipótese inicial de que lignina que não precipita em pH 2 nestes licores é efetivamente lignina sulfonada.



[bookmark: _Ref5697151]Figura 1 – FTIR do Licor negro liofilizado e do padrão de Lignosulfonato de 52 kDa





[bookmark: _Ref5643775]Tabela 2– Composição química do Licor negro oriundo dos pré-tratamentos de bagaço de cana in natura quimiotermomecânico utilizando licor sulfito alcalino
	Licor dos pré-tratamentos
	pH do licor
	Teor de sólidos no licor
(g.L-1)
	Volume
(L)
	Composição do licor negro
(g.L-1)

	
	
	
	
	Lignina Total
	Lignina solúvel em pH 2
	Glucana
	Xilana
	Arabinosil
	Acetil
	Cinzas

	LN-PT-1
	8,4
	34,7±0,1
	8,5
	8,2
	±0,8
	5,3
	±0,3
	0,6
	±0,1
	1,6
	±0,1
	0,5
	±0,1
	3,4
	±0,3
	13,0
	±1,3

	LN-PT-2 
	8,5
	35,3±0,4 
	8,5
	8,3
	±1,1
	5,2
	±0,2
	0,6
	±0,5
	1,6
	±1,8
	0,5
	±0,1
	3,5
	±0,5
	13,2
	±0,5 

	LN-PT-3 
	8,7
	35,6±0,4
	8,5
	8,4
	±0,2 
	5,6
	±0,1
	0,6
	±0,1
	1,6
	±0,02
	0,5
	±0,1
	3,5
	±0,2
	13,4
	±1,7

	LL-PT-1
	7
	3,2±0,4
	22
	0,8
	±0,6
	0,2
	±0,1
	0,1
	±0,1
	0,1
	±0,1
	0,1
	±0,2
	0,3
	±0,4
	1,2
	±2,9

	LL-PT-2 
	7,9
	3,2±0,4
	22
	0,8
	±1,7
	0,2
	±0,1
	0,1
	±0,2
	0,1
	±0,3
	0,1
	±0,2
	0,3
	±0,2
	1,2
	±1,7

	LL-PT-3 
	8,2
	3,2±0,4
	22
	0,8
	±1,9
	0,2
	±0,1
	0,1
	±0,2
	0,1
	±0,2
	0,1
	±0,2
	0,3
	±0,2
	1,2
	±2,5



Hidrólise enzimática do material
A hidrólise enzimática dos sólido pré-tratados foi realizada em escala preparativa com 4% de consistência, obtendo-se sacarificação de 74% de glucana e 75% de xilana. Entretanto houve perda de 41 % da lignina do material pré-tratado para o hidrolisado durante esta etapa. Essa perda possivelmente é devido ao fato da lignina presente no material pré-tratado conter grupos sulfônicos o que torna a lignina mais hidrofílica e com o colapso das fibras causado pela hidrólise ocorre a solubilização de parte da lignina. Mendes et al. (2011), conseguiram 85% de sacarificação da glucana em 96 h de hidrólise em consistência de 2%, utilizando pré-tratamento sulfito alcalino em condição de maior carga de sulfito (10%). Tavares et al. (2018) conseguiram a conversão similar de glucana 79,9% em consistência de 5%, em material pré-tratado com sulfito alcalino utilizando condições mais severas de pré-tratamento 160 °C e 10% de carga de sulfito, porém estes trabalhos não relataram solubilização da lignina na etapa de hidrólise enzimática.	Comment by andre ferraz: O texto deveria indicar que houve dissolução simultânea de 41 % de lignina e não perda, pois é possível recuperar esta lignina	Comment by andre ferraz: O texto está desvinculado dos resultados. Os dados mencionados corroboram ou diferem dos dados obtidos. Eles são efetivamente comparáveis?
É mais indicado informar que dados similares com elevada digestibilidade dos sólidos pré-tratados já foram obtidos com o pré-tratamento de bagaço pelo processo sulfito alcalino.
Os resíduos sólidos da etapa de hidrólise enzimática foram lavados e secos ao ar, para posterior utilização na etapa de sulfonação. A composição química do resíduo de hidrólise está apresentada na Tabela 3, onde é possível observar que a quantidade de lignina no resíduo de hidrólise aumentou em função da hidrólise dos polissacarídeos, porém ainda há 37,5% glucana e 17,6 % xilana no material.

[bookmark: _Ref5692707][bookmark: _Toc959171]Tabela 3–Composição química do resíduo da hidrólise enzimática em escala preparativa de bagaço de cana-de-açúcar pré-tratado 
	% de resíduossólidos da hidrólise enzimatica
	Composição do resíduo da hidrólise 
(g/100 g de resíduo sólidos da hidrólise)

	
	Lignina
	Glucana
	Xilana
	Arab.
	Acetil
	Cinzas

	31,7
	29,5±0,2
	37,5±0,2
	17,6±0,3
	1,4±0,1
	0,3±0,1
	7,5±0,1




Estudo da produção de lignosulfonatos e distribuição da massa molar (Mw)
A etapa de sulfonação tem como objetivo o melhor aproveitamento da fração de lignina presente no resíduo de hidrólise enzimática, convertendo-a em lignosulfonatos. Para o estudo, foi utilizado o licor negro como agente de sulfonação, sendo realizados experimentos correspondentes a um planejamento fatorial 2² face centrada. Foi avaliada a influência causada pelas variáveis temperatura de reação (X1) e adição de álcali (X2) para estudo do teor de lignosulfonatos e distribuição de massa molar (Mw). (Tabela 4)

[bookmark: _Ref5712801][bookmark: _Hlk9542396]Tabela 4– Teor e distribuição de massa molar dos lignosulfonatos obtidos por meio das reações propostas no planejamento composto 22 de face centrada com triplicata no ponto central
	ENSAIOS
	RESPOSTAS

	
	Lignosulfonato  (g.L-1)  Y1
	MW(Da)
Y2
	Mn (Da)
	Dispersibilidade

	1
	12,1
	7813
	1091
	7,2

	2
	18,2
	6884
	1135
	6,1

	3
	24,4
	8220
	1042
	7,9

	4
	23,6
	5632
	1083
	5,2

	5
	23,9
	8605
	1288
	6,7

	6
	24,3
	8430
	1253
	6,7

	7
	25,2
	8860
	1365
	6,5

	8
	22,7
	5391
	653
	8,3

	9
	21,0
	3622
	571
	6,3

	10
	14,0
	6283
	650
	9,7

	11
	25,2
	4654
	562
	8,3



[bookmark: _Hlk9542742][bookmark: _Hlk9432674]A concentração de lignosulfonato no licor negro é de 5,3 g.L-1. Neste contexto a reação de sulfonação na condição experimental do ponto central (160 °C e 10 % (m/m) de adição de álcali) elevou esta concentração para 24,5 g.L-1, o que significou um aumento de concentração de 4,6 vezes, demonstrando que a etapa de sulfonação apresenta potencial para um melhor aproveitamento da fração de lignina do resíduo de hidrólise.
A distribuição de massa molar (Mw) dos lignosulfonatos (Tabela 4) indica que tanto o aumento da temperatura, quanto o aumento da adição de álcali ocasionam em uma menor massa molar. Tal fato pode ser relacionado a reações de quebra da molécula de lignosulfonato em temperaturas elevadas e altas concentrações de álcali (ARO; FATEHI, 2017). Portanto, em temperaturas acima de 160 °C e 10% de adição de álcali, obtém-se lignosulfonatos de menores massas molares.
[bookmark: _Hlk9543046]De maneira geral, os valores de Mn dos lignosulfonatos foram muito menores em relação aos valores de Mw (Tabela 4), acarretando em elevados valores de dispersibilidade para os lignosulfonatos.

Analise estatística
Os dados apresentados no gráfico de Pareto da Figura 2 indicam que o parâmetro linear adição de álcali (X2) foi estatisticamente significativo para a produção de lignosulfonatos, sendo que o aumento da adição de álcali leva a um maior teor de lignosulfonato. Já a variável temperatura não teve efeito significativo nas condições estudadas. Para a distribuição de massa molar (Mw), os parâmetros lineares temperatura (X1) adição de álcali (X2) foram estatisticamente significativos, de modo que ambas as variáveis afetam o tamanho molar dos lignosulfonatos, dentro do nível de confiança de 95%. 
O efeito positivo da adição de álcali durante a sulfonação é resultante da desprotonação dos grupos OH fenólicos da lignina, de modo que resulta na formação do intermediário metileno quinona, a partir da eliminação do substituinte ligado originalmente ao carbono alfa. O sulfito residual presente no licor negro (SO3-2) pode se ligar a molécula de metileno quinona, sulfonando-a.
[bookmark: _Toc7186345][bookmark: _Ref6673375]Figura 2-Efeitos das variáveis independentes X1= Temperatura(°C) e X2 = Adição de álcali (% m/m) e suas interações sobre a produção de lignosulfonatos(a) e para a distribuição de massa molar (Mw) para o modelo 22 face centrada
[image: ]

O teor de lignosulfonatos e a distribuição de massa molar ponderal (Mw) (Tabela 4) foram estudados estatisticamente com objetivo de se encontrar o ponto de máxima obtenção de lignosulfonato e verificar os efeitos causados pelas reações na distribuição da massa molar (Mw). O coeficiente R2 de 0,946 para o teor de lignosulfonatos indica adequação ao modelo polinomial de segunda ordem selecionado para descrever os dados experimentais (Y1 = -127,430+1,467X1+5,775X2-0,017X1*X2-3,988x10-3*X12-0,108*X22). Para a distribuição de massa molar (Mw), o coeficiente R2 foi de 0,688, demonstrando que o modelo polinomial de segunda ordem selecionado não é adequado para descrever os dados experimentais (Y2 =-91992 +1211,2*X1+1408,2*X2 -3,77*X12-41,16* X22).
A Figura 3 mostra os gráficos de superfície de resposta e gráfico de contorno para a resposta teor de lignosulfonatos (Y1). A condição para obtenção do máximo teor de lignosulfonatos (26,3 g.L-1) foi estimada em temperatura de 159 °C e 13,2% (m/m) de adição de álcali. Estas condições são semelhantes às condições no ponto central (160 °C e 10% (m/m) de adição de álcali). Após a realização da reação de sulfonação nas condições de temperatura de 159 °C e 13,2% (m/m) de adição de álcali foi obtida uma concentração de 25,3±1,6 g.L-1, evidenciando um bom ajuste do modelo aos dados experimentais.
[bookmark: _Ref531341301][bookmark: _Toc473738830][bookmark: _Toc959133]Figura 3 – (A.) Gráfico de Superfície de resposta para produção de lignosulfonato, após sulfonação, em função de X1=Temperatura (°C) e X2= Adição de álcali (%); (B.) Gráfico de contorno de resposta para produção de lignosulfonato, após sulfonação, em função de X1=Temperatura (°C) e X2= Adição de álcali (%)
 (
Temperatura(°C)
)[image: ]


Balanço de massa dos componentes do bagaço de cana sob processamento na biorrefinaria proposta

A Figura 4 ilustra o balanço de massa global para a biorrefinaria proposta, na qual fica evidenciado o destino de cada fração durante o processamento. Ao final da etapa de hidrólise enzimática foi possível obter 27,4 g de glicose e 14,3 g de xilose a partir de 100 g de bagaço de cana-de-açúcar pré-tratado. Neste sentido, foi observada uma conversão de cerca de 63% de glucana em glicose e 58% de xilana em xilose. 
[bookmark: _Hlk9543610]Quanto a fração de lignina recuperada na forma de lignosulfonato, que após o pré-tratamento correspondia em um aproveitamento de 4,3 g de lignosulfonato/100 g de bagaço, houve aumento para 10,6 g/100 g de bagaço com o acréscimo da etapa de sulfonação. Desta forma, obteve-se 23% de conversão de lignina em lignosulfonato na etapa de pré-tratamento, sendo que a adição da etapa de sulfonação resultou em uma conversão adicional gerando um total de superior (54%) de lignosulfonatos a partir da lignina original.
[bookmark: _Hlk9543390][bookmark: _Ref7597183]Zhou et al., (2015, 2016), em estudos similares, alcançaram produção de 68 kg de lignosulfonato por tonelada de madeira processada através do processo SPORL. Os estudos foram conduzidos em escala piloto (40 kg de biomassa seca), empregando madeira dura (Populus deltoides) e madeira de conífera (Pinus sp.), com 3% e 8% de bissulfito de sódio, respectivamente, em temperatura de 160 oC por 40 min. Em comparação, o presente estudo demonstrou que seria possível produzir 43 kg de lignosulfonato por tonelada de bagaço de cana-de-açúcar, após o pré-tratamento com sulfito alcalino. A inclusão da etapa de sulfonação permite a produção de 106 kg de lignosulfonato por tonelada de cana-de-açúcar.	Comment by andre ferraz: entendo que é sulfito ácido. Isso precisa ser informado
Figura4 - Balanço de massa para o bagaço de cana durante pré-tratamento quimiotermomecânico seguido da hidrólise enzimática e reação de sulfonação no ponto ótimo
[image: ]


CONCLUSÕES

Através deste trabalho foi possível realizar a integração de processos buscando melhorar a utilização de material lignocelulósico com consequente formação de lignosulfonato e açúcares fermentescíveis. O resíduo da hidrólise enzimática foi utilizado nas reações de sulfonação, no qual o licor negro oriundo do pré-tratamento foi utilizado como agente de sulfonação. O desempenho do método de sulfonação foi avaliado por meio do delineamento experimental, onde se demostrou que a adição de álcali foi mais significativa para uma maior produção de lignosulfonato, de 5,3 g.L-1 para 25,3 g.L-1 na condição experimental ótima. Portanto, a produção de lignosulfonato é uma alternativa atrativa para a biorrefinaria do material lignocelulósico, corroborando para a integração da tecnologia, visto que a conversão do substrato a açucares não fora afetada. 
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