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Resumo 
 

COSTA, R.A.M. Produção de biossurfactante por Aureobasidium pullulans LB83 em 

fermentação em estado sólido utilizando bagaço de cana-de-açúcar pré-tratado por 

cavitação hidrodinâmica. 2021. 96 p. Dissertação (Mestrado em Ciências) – Escola de 
Engenharia de Lorena, Universidade de São Paulo, Lorena, 2021. 
 
Biossurfactantes são metabólitos microbianos que apresentam características físico-
químicas e biológicas de grande interesse aos mais variados segmentos industriais como 
tensoatividade, emulsificação e potencial antimicrobiano e antitumoral. Além da 
versatilidade de aplicações, são compostos sustentáveis, podendo ser produzidos a partir 
de subprodutos agroindustriais. O bagaço de cana-de-açúcar, principal subproduto da 
indústria sucroalcooleira brasileira, é uma alternativa utilizada como substrato em 
bioprocessos. Contudo essa biomassa lignocelulósica possui em sua composição teores 
significativos de lignina quando se encontra in natura, dificultando assim a utilização dos 
açúcares fermentescíveis para os processos biotecnológicos. Várias metodologias para 
remoção de lignina foram relatadas e, entre esses métodos, a cavitação hidrodinâmica é 
uma técnica que vem despertando interesse. No presente estudo, o pré-tratamento por 
cavitação hidrodinâmica foi otimizado utilizando um planejamento fatorial do tipo 23 (Box-

Behnken) elucidando os efeitos dos parâmetros utilizados concentração de NaOH (0,1 – 
0,5 mol/L), tempo (5 – 25 minutos) e carregamento de sólidos (1 – 2 %) na 
deslignificação do bagaço. A condição otimizada foi de 0,5 mol/L, 25 minutos e 1% e 
obteve 44,7% de deslignificação da biomassa, que foi utilizada para produção de 
biossurfactante pela Aureobasidium pullulans LB83 em fermentação em estado sólido. 
Além disso, foram analisadas as propriedades emulsificantes e tensoativas do 
biossurfactante obtido. Nos testes físico-químicos, o biossurfactante apresentou um índice 
de emulsificação máximo 38,2 % para querosene e 46,2 % para óleo de soja, e nenhuma 
diminuição superficial foi observada. Também foram analisadas as atividades de enzimas 
celulolíticas durante a fermentação em estado sólido, observando-se índices máximos 
para endoglucanases, exoglunases e FPases em torno de 2,43 ± 0,1, 1,45 ± 0,5 e 0,041 ± 
0,003 IU g- respectivamente. Desse modo, o presente trabalho mostrou que é possível 
associar a variação das atividades das enzimas celulignolíticas, com o consumo de 
açúcares do bagaço de cana e a produção de biossurfactantes. Estes fatos são indicativos 
de que é possível utilizar o bagaço pré-tratado por cavitação hidrodinâmica como fonte de 
carbono a produção sustentável do biossurfactante pela Aureobasidium pullulans LB83.  
 

Palavras-chave:  Biossurfactante. Fermentação em estado sólido. Cavitação 
hidrodinâmica. Enzímas celulolítica





 
 

Abstract 
 
 

COSTA, R.A.M. Biosurfactant production by Aureobasidium pullulans LB83 in solid 

state fermentation using sugarcane bagasse pretreated by hydrodynamic cavitation. 
2021. 96 p. Dissertation (Master of Science) – Escola de Engenharia de Lorena, 
Universidade de São Paulo, Lorena, 2021. 
 
Biosurfactants are microbial metabolites that present physicochemical and biological 
characteristics of great interest to the most varied industrial segments, such as 
tensoactivity, emulsification and antimicrobial and antitumor potential. In addition to the 
versatility of applications, they are sustainable compounds, which can be produced from 
agro-industrial by-products. Sugarcane bagasse, the main by-product of the Brazilian 
sugar and alcohol industry, is an alternative used as a substrate in bioprocesses. However, 
this lignocellulosic biomass has significant amounts of lignin in its composition when it is 
in natura, thus making it difficult to use fermentable sugars for biotechnological 
processes. Several methodologies for lignin removal have been reported and, among these 
methods, hydrodynamic cavitation is a technique that has been attracting interest. In the 
present study, the pretreatment by hydrodynamic cavitation was optimized using a type 23 
factorial design (Box-Behnken) elucidating the effects of the parameters used, NaOH 
concentration (0.1 - 0.5 mol/L), time (5 – 25 minutes) and loading of solids (1 – 2 %) in 
the bagasse delignification. The optimized condition was 0.5 mol/L, 25 minutes and 1% 
and obtained 44.7% delignification of the biomass, which was used for biosurfactant 
production by Aureobasidium pullulans LB83 in solid state fermentation. Furthermore, 
the emulsifying and surfactant properties of the obtained biosurfactant were analyzed. In 
the physicochemical tests, the biosurfactant showed a maximum emulsification index of 
38.2% for kerosene and 46.2% for soybean oil, and no surface decrease was observed. 
The activities of cellulolytic enzymes during solid state fermentation were also analyzed, 
observing maximum indices for endoglucanases, exoglunases and FPases around 2.43 ± 
0.1, 1.45 ± 0.5 and 0.041 ± 0.003 IU g - respectively. Thus, the present work showed that 
it is possible to associate the variation of cellulignolytic enzyme activities with the 
consumption of sugarcane bagasse and the production of biosurfactants. These facts 
indicate that it is possible to use bagasse pretreated by hydrodynamic cavitation as a 
carbon source for the sustainable production of the biosurfactant by  
Aureobasidium pullulans LB83. 
 

Keywords: Biosurfactant. Solid state fermentation. Hydrodynamic cavitation. cellulolytic 

enzymes
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1 INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVAS 
 
Surfactantes são substâncias químicas com estruturas anfifílicas, capazes de reduzir a 

tensão superficial, interfacial e emulsificar fluidos imiscíveis de polaridades distintas (Rosen e  

Kunjappu, 2012; Santos et al., 2016). Devido às suas estruturas com característica dual e suas 

propriedades físico-químicas, estas moléculas diferem-se em suas mais diversas aplicabilidades 

na pesquisa e em diferentes setores industriais como nas indústrias petroquímica, cosmética, de 

construção civil, agricultura, farmacêutica, alimentícia, têxtil entre outras (Özcan et al., 2007; 

Kralova et al., 2009; Anghinetti et al., 2012; Neta et al., 2015; Mnif et al., 2016; Negin et al., 

2017; Akram et al., 2018). A maioria dos surfactantes são oriundos de matérias-primas derivadas 

do petróleo, sendo de difícil biodegradação e durante a fabricação, assim como o descarte, geram 

compostos que causam danos ao meio ambiente (Olkowska e Namie, 2011; Felipe e Dias, 2017).  

Os surfactantes produzidos por microrganismos, ou biossurfactantes, apresentam 

algumas vantagens sobre os surfactantes sintéticos, que incluem elevada biodegradabilidade, 

menor toxicidade, níveis de tolerância similares ou superiores quanto à temperatura, pH e força 

iônica (Yang et al., 2015). Os biossurfactantes são produtos importantes e que apresentam várias 

propriedades físico-químicas e/ou biológicas, como tensoatividade, emulsificação, lubrificação e 

ações antimicrobianas e até mesmo antitumorais (Soberón-Chávez e Maier, 2011; Felipe e Dias, 

2017). Estas propriedades tornam os biossurfactantes produtos versáteis pela sua diversidade de 

aplicações devido às variadas propriedades físico-químicas e biológicas que são consequências 

de suas estruturas químicas que provém da utilização de diferentes microrganismos, da 

composição dos meios de cultivo e dos parâmetros físico-químicos utilizados no processo 

fermentativo (Abouseoud et al., 2008; Lotfabad et al., 2009). 

A maioria dos relatos na literatura corresponde aos biossurfactantes produzidos por 

bactérias, entretanto, esses microrganismos apresentam algumas restrições, pois algumas 

bactérias podem ser oportunistas e/ou patogênicas, não sendo adequadas para o uso em processos 

desenvolvidos nas indústrias farmacêuticas e alimentícias (Campos et al., 2013). Dessa forma, a 

utilização de leveduras como produtoras de biossurfactantes tornou-se viável por muitas 

apresentarem o status GRAS (Generally Regarded As Safe), assim, apresentam risco menores de 

toxicidade e reações patogênicas e também devido à maior resistência aos biossurfactantes 

secretados no meio durante a fermentação (Chaprão et al., 2015; Marcelino et al., 2017).  

Quando comparados aos surfactantes sintéticos, os biossurfactantes possuem baixo 

rendimento de produção e custos elevados, necessitando buscar maneiras alternativas de 
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produção, aumentando os rendimentos e reduzindo os gastos (Brumano, 2017). Uma das 

possíveis formas para reduzir custos de produção de biossurfactantes é a utilização de 

subprodutos agroindustriais em bioprocessos, como por exemplo, biomassas lignocelulósicas, 

amiláceas e oleaginosas (Al-Bahry et al., 2013). A produção nacional de cana-de-açúcar na safra 

2021/2022 foi de 628,1 milhões de toneladas, correspondendo à geração de 174 milhões de 

toneladas de bagaço de cana-de-açúcar, que são destinados, em grande parte, à queima para 

geração de energia (Companhia Nacional de Abastecimento - (CONAB), 2021). O bagaço da 

cana-de-açúcar é composto majoritariamente por celulose, hemicelulose e lignina, sendo 

denominado como uma biomassa lignocelulósica (Visser et al., 2015; Silva et al., 2016; Carneiro 

et al.,2019). Por ser essencialmente uma fonte abundante de material lignocelulósico rico em 

açúcares fermentescíveis, o bagaço de cana-de-açúcar, como substrato, mostra-se promissor em 

processos biotecnológicos para geração de bioprodutos como os biossurfactantes (Brumano, 

2017). 

O bagaço de cana-de-açúcar in natura apresenta uma estrutura com considerável teor de 

lignina. No entanto, a lignina age como limitadora no processo de hidrólise enzimática das 

frações de carboidratos da parede celular, restringindo as hidrólises das frações de celulose e 

hemicelulose (Andrade, 2015).  Desse modo, o pré-tratamento do bagaço de cana-de-açúcar 

torna-se essencial, pois, diminui a quantidade de lignina, tornando mais acessível a degradação 

de celulose e hemicelulose em açúcares fermentescíveis (Canilha et al., 2012). Por isso, buscam-

se alternativas de tornar o material mais susceptível à ação das enzimas por tecnologias bem 

estabelecidas e em desenvolvimento de pré-tratamento da biomassa.  

Existem diversas metodologias de pré-tratamento utilizadas na literatura que podem ser 

divididas, basicamente, em processos físicos, químicos, físico-químicos e biológicos. A cavitação 

hidrodinâmica é uma técnica físico-química promissora que emprega um processo caracterizado 

pela formação, crescimento e colapso de bolhas, em meio líquido. Estes colapsos geram 

quantidades significativas de energia, acelerando reações químicas e físicas (Abdala Neto et al., 

2014), sendo empregada no tratamento de biomassas (Terán Hilares, 2017). Quando exposta ao 

processo de cavitação hidrodinâmica, a biomassa lignocelulósica é acometida por efeitos que 

ocasionam a degradação de moléculas orgânicas, como a lignina, permitindo uma maior 

acessibilidade às enzimas para o consumo das frações celulósica e hemicelulósica do material 

pré-tratado (Badve et al., 2014; Terán Hilares et al., 2016). 

A remoção da fração de lignina nos processos de pré-tratamento permite que o substrato 

consiga ser utilizado em fermentações em estado sólido (FES), em que se converte diretamente o 

substrato em um bioproduto, sem a necessidade de um processo de hidrólise. A FES é um uma 

fermentação que ocorre em pouca disponibilidade de água, contendo apenas umidade suficiente 
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para o microrganismo proliferar (Buswell, 2005). Em comparação à fermentação submersa, a 

FES apresenta algumas vantagens como menor demanda energética, reduzidos volumes de água 

e maior concentração do produto obtido (Akpinar e Urek, 2012; Doriya et al., 2016). A FES 

também evita problemas que normalmente acontecem em fermentação submersa como produção 

de espuma e o aumento da viscosidade que afeta diretamente a transferência de oxigênio no meio 

(Krieger et al., 2010). Fungos e leveduras são geralmente adequados para a FES por necessitarem 

de uma menor quantidade de água disponível do que as bactérias (Costa et al., 2017).  

Entre as leveduras produtoras de biossurfactantes, a Aureobasidium pullulans tem se 

destacado pela sua capacidade para produzir celulases e xilanases, o que possibilita a degradação 

da fração de carboidratos de materiais lignocelulósicos. De igual forma, o status GRAS 

(generally regarded as safe) dessa levedura, permite que ela possa ser utilizada em diversos 

processos industriais. Vários outros estudos corroboram que o uso da A. pullulans tornou-se 

possível e uma alternativa viável ao processo de produção de biossurfactantes (Kim et al., 2016; 

Brumano, 2017; Carneiro, 2019). Assim, este trabalho visa a contribuir com a produção de 

biossurfactantes por FES pela A. pullulans LB83 utilizando a cavitação hidrodinâmica como pré-

tratamento do bagaço de cana-de-açúcar que foi utilizado como suporte e substrato ao 

bioprocesso.   
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2 REVISÃO DE LITERATURA 
 

2.1 Propriedades e aplicações dos surfactantes 
 

Surfactantes ou tensoativos são um grupo de substâncias químicas que possuem na sua 

estrutura molecular regiões hidrofílicas e hidrofóbicas (Hassanshahian, 2014; Mao et al., 2015) 

como demonstrado na Figura 1. A parte hidrofóbica (cauda) do surfactante pode ser constituída 

por uma ou duas cadeias carbônicas, ou fluorocarbônicas, ou siloxânicas (Felipe e Dias, 2017); 

enquanto a parte hidrofílica (cabeça) do surfactante consiste em  grupos iônicos ou não-iônicos 

polares, sendo geralmente denominados de catiônicos, aniônicos, não-iônicos polares e 

zwitteriônicos (Paria, 2008; Rosen e Kunjappu, 2012). 

Essa estrutura química permite que essas moléculas reduzam as tensões superficiais e 

interfaciais de sistemas com diferentes polaridades e também emulsifiquem fluidos imiscíveis 

como água e óleo. Devido às suas características químicas estas substâncias vêm sendo 

amplamente aplicadas nos mais variados setores industriais e também investigadas por vários 

grupos de pesquisa do mundo (Saharan et al., 2012; Hassanshahian, 2014). 

 

 

Figura 1 – Representação do surfactante e suas regiões hidrofílicas e hidrofóbicas 

 

 

Uma das funções observadas dos surfactantes é promover a formação de emulsão, 

auxiliando a estabilidade da emulsão de líquidos essencialmente imiscíveis. Nesse sentido, a 

mistura de dois líquidos imiscíveis cria um sistema com alta energia livre em sua interface entre 

os líquidos. Por ser uma mistura termodinamicamente instável, o resultado é o restabelecimento 

de duas fases líquidas como em um sistema água e óleo, mostrados na Figura 2. 
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   Figura 2 – Representação dos efeitos do uso de surfactante em sistemas como água e óleo 

 

     A formação de uma emulsão estável utilizando surfactantes é explicada por dois 

mecanismos principais: estabilização estérica e a eletroestática. A estabilização estérica age como 

uma barreira física para as partículas que foram englobadas pela micelização dos surfactantes 

(Urrutia, 2013), como demostrado na Figura 3. A estabilização eletrostática explica-se nas forças 

repulsivas mútuas que são geradas quando superfícies carregadas elétricas se aproximam. A 

formação das partículas revertidas pelos surfactantes atuam como esferas carregadas e, se as 

forças repulsivas são fortes o suficiente, as gotículas revertidas são repelidas quando se 

aproximam, evitando coalescer e tornando a emulsão mais estável (Schramm, 2005; Urrutia, 

2013). Quando as emulsões formadas são estáveis, os surfactantes são considerados 

emulsificantes e sua atividade emulsificante dependerá da sua concentração no meio, estrutura da 

molécula e o método de homogeneização (Koh et al., 2016).   

 

 

Figura 3 – Ilustração da estabilização estérica de gotículas de água devido à adsorção de polímero 

 

Uma das características mais observadas dos surfactantes é a formação de aglomerados 
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moleculares chamados de micelas, que se formam após atingirem uma determinada concentração 

mínima no meio conhecida como concentração micelar crítica (CMC). A CMC é uma 

propriedade intrínseca de cada surfactante. A natureza química do grupo hidrofóbico, do grupo 

hidrofílico, temperatura, força iônica/presença de eletrólitos são fatores que afetam a CMC 

(Soberón-Chávez e Maier, 2011; Felipe e Dias, 2017). As micelas são formadas pela 

aglomeração dos surfactantes, buscando uma conformação onde há menor repulsão entre as 

moléculas aglomeradas e o meio. A micela normal, na Figura 4A, demonstra como seria a 

interação dos surfactantes na formação de micelas em meio apolar (água). Nesse caso, a parte 

hidrofóbica dos surfactantes interagem entre si e se associam, criando um ambiente com menor 

interação possível com a molécula de água, gerando assim a micelização, formando as chamadas 

micelas normais (Rosen e Kunjappu, 2012; Nakama, 2017).  De forma similar, quando 

surfactantes são adicionados em meios apolares, há uma formação de micelas inversas, 

demostradas na Figura 4B, pois as partes hidrofílicas tendem a se associar para uma menor 

interação com o meio.  

 

 

Figura 4 – Ilustração da formação de micelas em meio: A – Polar e B – Apolar 

 

Os surfactantes possuem diversas aplicações nas pesquisas e em diferentes processos 

industriais. Nos cosméticos, os surfactantes participam mantendo líquidos imiscíveis 

uniformemente misturados. Ajudam a penetrar na pele e cabelo, e até manter a mistura estável 

por anos tornando-se essenciais para as formulações, pois, variando a concentração, os 

surfactantes podem ser utilizados para controlar o tempo de sensação do produto na pele e as 

funções de um produto durante o processo de desenvolvimento (Ruiz, 2008; Nakama, 2017). Na 

indústria do petróleo, os surfactantes são utilizados especialmente para o processo de recuperação 

aprimorada de petróleo devido à sua capacidade de reduzir a tensão interfacial, no 

aprisionamento das gotas de óleo pela formação das micelas e na diminuição da pressão capilar 
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permitindo que haja uma separação mais facilitada diminuindo a saturação residual e melhorando 

a recuperação de óleo (Bryan e Kantzas, 2007; Negin et al., 2017). As aplicações dos surfactantes 

envolvem também seu uso na construção civil (Izabel Cristina Barbosa Anghinetti, 2012), na 

agricultura (Sachdev e Cameotra, 2013; Mnif e Ghribi, 2016) na área farmacêutica (Akram et al., 

2018; Edy Susanto, 2019) nas indústrias alimentícia (Kralova e Sjöblom, 2009; Neta et al., 

2015), têxtil (Özcan et al., 2007) e na mineralização de compostos orgânicos (Noorimotlagh et 

al., 2019). 

     Por ser utilizado em diversas áreas industriais, o mercado global de surfactantes foi 

avaliado em cerca de 35,4 bilhões de dólares a partir de 2018, de acordo com as conclusões do 

analista de mercado da IndustryARC. Além disso, estima-se que o mercado de surfactantes cresça 

a uma taxa anual (CAGR) de 5,38 % durante o período de previsão de 2019 a 2025 

(IndustryARC, 2019). Nos cosméticos, a demanda global por surfactantes incorporados em 

produtos de cuidados pessoais apresentará o CAGR 2019-2025 levemente mais acentuado, 

próximo de 5,8 %. Detergentes, sabonetes e produtos de limpeza são onde há maior aplicação de 

surfactantes, cujo mercado global está estimado em 10,3 bilhões de dólares em 2019 e deve 

chegar a 14,4 bilhões de dólares em 2025 (RESEARCH AND MARKETS, 2019). 

A crescente demanda de surfactantes devido a intensas aplicações destes produtos na 

civilização moderna geraram vários problemas ambientais (Rebello et al., 2014). Muitos 

surfactantes sintéticos são produzidos por rotas químicas que utilizam compostos derivados do 

petróleo como matérias-primas e, tendem a ser tóxicos e de difícil decomposição microbiana, 

sendo considerados não-biodegradáveis. A baixa biodegrabilidade dos surfactantes sintéticos 

deve-se às longas cadeias carbônicas e/ou ramificadas e de compostos aromáticos em suas 

estruturas (Santos et al., 2016; Felipe e Dias, 2017). Um dos efeitos mais visíveis do descarte de 

surfactantes é no meio aquático, a formação de espuma excessiva, como ilustrados na Figura 5. 
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Figura 5 – Fluxograma esquemático do curso da poluição do surfactante 

                                       

A presença de surfactantes em excesso em meios hídricos alteram a tensão 

superficial, taxa de evaporação, solubilidade, além de reduzir as taxas de oxigênio da água e raios 

solares incidentes, devido a formação de espumas, ocasionando  morte de microrganismos, 

plantas aquáticas e até peixes (Ostroumov, 2005; Olkowska e Namie, 2011; Felipe e Dias, 2017). 

As mudanças geradas aos meio aquáticos, como aumento de nutrientes (principalmente o 

fósforo) seguido pelo crescimento descontrolado dos produtores primários aquáticos e a 

diminuição de oxigênio devido à decomposição da matéria orgânica ocasionam um problema 

conhecido como eutrofização (Khan e Mohammad, 2014). 

Apelos por processos industriais e produtos sustentáveis fizeram com que a procura 

por substitutos aos tensoativos sintéticos de origem petroquímica aumentasse. Os biossurfactantes 

obtidos a partir de recursos renováveis e com características que os denominam como 

ecologicamente corretos são considerados a grande promessa para os detergentes do futuro.   

 

2.2 Biossurfactantes  
 

Os surfactantes produzidos por microrganismos são conhecidos como  

biossurfactantes ou surfactantes biológicos e  apresentam algumas vantagens sobre os surfactantes 
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sintéticos, que incluem melhor compatibilidade ambiental, alta seletividade, maior formação de 

espuma e atividade específica sob condições extremas, menor toxicidade, maiores níveis de 

tolerância à temperatura, pH, força iônica e  biodegradabilidade (Yang et al., 2015; Arpita Roy, 

2017). Os biossurfactantes são produtos importantes para as indústrias, uma vez que apresentam 

várias propriedades físico-químicas e/ou biológicas, como tensoatividade, emulsificação, 

lubrificação, ações antimicrobianas e antitumorais (Soberón-Chávez e Maier, 2011; Felipe e 

Dias, 2017). Estas propriedades tornam os biossurfactantes produtos versáteis o que também está 

associado a diversidade estrutural que estas moléculas apresentam. As várias classes de 

biossurfactantes microbianos encontrados atualmente está relacionada  aos microrganismos 

utilizados, à composição dos meios de cultivo e aos parâmetros físico-químicos e operacionais 

utilizados no processo fermentativo (Abouseoud et al., 2008; Lotfabad et al., 2009). 

As funções que um biossurfactante exerce é exclusivo da fisiologia e ecologia do 

microrganismo produtor apresentando uma ou mais funções em comum a todos os surfactantes 

microbianos (Cameotra et al., 2010). Estas funções naturais englobam: (1) Adesão - 

microrganismos podem usar seus biossurfactantes para regular suas propriedades de superfície 

celular, regulando a aderência (ou não) a superfícies de acordo com as suas necessidades. Sendo 

assim, um mecanismo fisiológico para crescimento e sobrevivência das células nos ambientes 

naturais, como exemplo comum temos o processo de adesão na formação dos biofilmes (Zhang e 

Maier, 1997; Rosenberg, 1999); (2) Emulsificação – a emulsificação desempenha um papel no 

crescimento do microrganismo em substratos imiscíveis em água. Foi observado que alguns 

microrganismos produtores de emulsificantes foram capazes de crescer em substratos insolúveis 

em água enquanto os que não produzem emulsificante, crescem discretamente em 

hidrocarbonetos (Cameotra et al., 2010); (3) Estratégia de Defesa - os biossurfactantes podem ser 

uma estratégia de defesa evolutiva do microrganismo. Em um estudo feito por pesquisadores, o 

biossurfactante demonstrou ter forte influência na sobrevivência de B. subtilis em seu habitat 

natural, por ter caráter antibacteriano, no solo e na rizosfera (Souza et al., 2003). 

 

 

 

 
2.2.1 Classificação dos biossurfactantes  

 
Os biossurfactantes podem ser classificados de acordo com sua estrutura química 

em 5 grandes grupos: (1) glicolipídios, (2) lipopeptídeos ou lipoproteínas, (3) ácidos graxos, 

fosfolipídios e lipídios neutros, (4) surfactantes microbianos poliméricos e (5) biossurfactante 
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particulado (Chen et al., 2015; Sajna et al., 2015; Arpita Roy, 2017). 

Os biossurfactantes do tipo glicolipídios são compostos por ácido graxo ligado por 

uma ligação glicosídica a uma fração de carboidrato. Diferentes  associações de carboidratos e 

lipídios oferecem uma grande diversidade estrutural, levando à classificação de glicolipídios em 

diferentes subclasses (Figura 6) como: os ramnolipídeos, soforolípideos e trealolipídeos 

(Kulakovskaya e Kulakovskaya, 2014; Arpita Roy, 2017); celobiolípideos, lipossilitritrol, 

lipomanosil-manitóis, lipomananos e lipoarabinomananos, diglicosil diglicerídeos e 

monoacilglicerídeos (Mnif et al., 2017). Estes biossurfactantes se destacam pelo seu potencial 

para serem utilizados no campo ambiental como melhoradores da solubilidade, mobilidade e na 

biodegradação dos hidrocarbonetos (Mnif et al., 2017). 

 

 

 

Figura 6 – Estruturas químicas de ramnolipídeos (mono e di), sofolopídeos e trealolipídeos 

 

 

 

Os biossurfactantes do tipo lipopeptídeos ou lipoproteínas são, estruturalmente, 

constituídos por um ácido graxo ligados a uma porção proteica.  As diferentes isoformas desses 

compostos      diferem na composição da porção peptídica, no comprimento da cadeia de ácidos 

graxos e  na ligação entre as duas partes (Inès e Dhouha, 2015). Uma das características mais 

notáveis dos lipopeptídeos é sua atividade antimicrobiana. Muitos lipopeptídeos são antibióticos 

bem conhecidos como a surfactina produzida por Bacillus subtilis, polimixina E produzida por 
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Paenibacillus amylolyticus e líquenisina por Bacillus licheniformis (Sajna et al., 2015), 

demostradas na Figura 7. 

 

 

 

Figura 7 – Estruturas químicas dos compostos: A– surfactina; B – polimixina E e C – líquenisina 

              

 

 

Os biossurfactantes do tipo ácidos graxos, fosfolipídios e lipídios neutros são produzidos 

por diferentes bactérias e leveduras como Capnocytophaga sp. Acinetobacter sp., 

Corynebacterium lepus entre outros. Estes microrganismos produzem grandes quantidades de 

ácidos graxos e surfactantes fosfolipídicos durante o crescimento em n-alcanos (Santos et al., 

2016). Esses biossurfactantes podem ser essenciais para aplicações médicas no tratamento de 

deficiência pulmonar que atinge bebês prematuros (Gautam e Tyagi, 2006) e no transporte como 
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carreadores de drogas para diversos tratamentos pulmonares (Hidalgo et al., 2015; Hidalgo e 

Cruz, 2017) e gastrointestinais (Sharma et al., 2014) e outros. 

 

Figura 8 – Estrutura química predita do fosfolipídio gerado pela Lactobacilus heveticu 

 

 

Surfactantes microbianos poliméricos são tensoativos de alto peso molecular que 

exibem cadeias de carboidratos e/ou proteínas podendo conter uma fração lipídica. Sua 

característica mais destacada é a alta viscosidade e atividade emulsificante (Sajna et al., 2015; 

Arpita Roy, 2017; Marcelino et al., 2019). Entre o compostos mais conhecidos dessa classe de 

biossurfactantes estão o emulsan (produzido principalmente por Acinetobacter calcoaceticus) 

(Figura 9) e o liposan (Candida lipolytica ou Yarrowia lipolytica) (Sajna et al., 2015); além de 

outros como biodispersan, alasan e lipomanan (Marcelino, 2016; Arpita Roy, 2017). Além disso, 

tem sido identificado um  biossurfactante polimérico exopolissacarídeo (EPS) ácido denominado 

microsan (produzido por Microbacterium sp.) e um EPS neutro, denominado brevisan (produzido 

por Breviba cillus sp.) que exibiram atividades antibacterianas, antioxidantes, antinflamatórias e 

imunomoduladoras (Kumar e Pombala, 2018). 

Os biossurfactantes particulados são formados por vesículas de membrana extracelular, 

formam microemulsão e desempenham um papel importante na captação de alcano pelas células 

microbianas (Arpita Roy, 2017; Bhattacharya et al., 2017). Os mais conhecidos destes compostos 

são vesículas e fímbria produzidos por Acinetobacter calcoaceticus (Taylor et al., 2009; Pirog et 

al., 2012). 
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Figura 9 – Estrutura química do emulsan produzido por  
Acinetobacter calcoaceticus 

 

 

2.2.2 Produção de biossurfactantes  
 

Grande parte dos trabalhos tem mostrado que a produção de biossurfactantes é realizada 

principalmente por bactérias dos gêneros Pseudomonas e Bacillus (Chebbi et al., 2017; Giri et 

al., 2019). Entretanto, por serem em sua grande maioria oportunistas e patogênicos, estes 

microrganismos têm sua utilização limitada, não sendo adequados em processos nas indústrias 

farmacêuticas e alimentícias (Campos et al., 2013). Na busca de outros organismos que 

produzem biossurfactantes, algumas espécies de leveduras vêm sendo utilizadas cada vez mais 

para a produção desses metabólitos (Journal, 2012; Chaprão et al., 2015; Marcelino et al., 2017). 

A utilização de leveduras tem como vantagem o status GRAS (Generally Regarded As Safe) de 

várias espécies, ou seja, não apresentam risco de induzir toxicidade e reações patogênicas em sua 

grande maioria (Campos et al., 2013). A Tabela 1 mostra algumas leveduras utilizadas na 

produção de biossurfactantes. 
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Tabela 1 – Tipos de biossurfactantes produzidos por leveduras de acordo com a classificação 

Biossurfactantes Microrganismo Referência 

Glicolipídios Candida bombicola (Solaiman et al., 2004) 

Glicolipídios Candida bombicola (Saerens et al., 2013) 

Glicolipídios Candida bogoriensis (Kitamoto et al., 2001) 

Glicolipídios Candida sphaerica UCP0995 (Sobrinho et al., 2008) 

Glicolipídios Candida glabrata (Andrade et al., 2015) 

Glicolipídios Candida ishiwadae (Thanomsub et al., 2004) 

Glicolipídios Candida batistae (Konishi et al., 2008) 

Glicolipídios Pseudozima fusifornata (Morita et al., 2007) 

Glicolipídios ickerhamomyces anomalus CCMA 0358  (Souza et al., 2017) 

Glicolipídios Aureobasidium pullulans (Kurosawa et al., 1994) 

Soforolipídeo Pseudozyma aphidis (Rau et al., 2005) 

Soforolipídeo Candida bombicola (Casas, 1999) 

Soforolipídeo Candida bombicola (Cavalero e Cooper, 2003) 

Soforolipídeo Torulopsis petrophilum (Cameron et al., 1988) 

Soforolipídeo Candida (Torulopsis) apicola (Hommel et al., 1994) 

Soforolipídeo Candida bogoriensis (Tulloch e Spencer, 1968) 

Soforolipídeo Candida antarctica (Kim et al., 2002) 

Soforolipídeo Pseudozyma rugulosa (Imura e Kitamoto, 2007) 

           Soforolipídeo Candida sp. SY16 (Kim et al., 2006) 

           Soforolipídeo Kurtzmanomyces sp. (Kakugawa, 2014) 

            (CCPL) Candida lipolytica UCP0988 (Sarubbo et al., 2007) 

            (CCPL) Candida lipolytica IA1055 (Sarubbo et al., 2001) 

            (CCPL) Yarrowia lipolytica NCIM 3589 (Zinjarde et al., 1997) 

            (CCPL) Debaryomyces polymorphus (Singh e Desai, 1989) 

            (CCPL) Candida tropicalis (Singh e Desai, 1989) 

            (CCPL)  Candida ingens (Amézcua-Vega et al., 2007) 

            (CCPL) Candida utilis (Shepherd et al., 1995) 

            (CCPL) Candida valida (Shepherd et al., 1995) 

            (CCPL) Candida boleticota (Moussa et al., 2014) 

              (CP) Candida lipolytica ATCC8662 (Cirigliano e Carman, 1985) 

              (CP) Saccharomyces cerevisiae (Bahia et al., 2018) 

              (CP) Kluyveromyces marxianus (Lukondeh et al., 2003) 

              (CP) Candida utilis (Shepherd et al., 1995) 

              (CP) Candida ingens (Amézcua-Vega et al., 2007) 

              (CP) Rhodotorula glutinis (Yoon e Rhee, 1983) 

Lipopeptídeos Candida glabrata (Imura e Kitamoto, 2007) 

CCPL: Complexo Carboidrato-Proteína-Lipídio; CP*: Carboidrato-Proteína 
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Entre as leveduras produtoras de biossurfactantes está a Aureobasidium pullulans, que 

pertence ao filo Ascomycota, classe Dothideamiceto, subclasse Dothideomicetidae (Hibbett et 

al., 2007). A produção de biossurfactante por  A. pullulans foi primeiramente relatada Kurosawa 

et al. (1994) onde obtiveram compostos chamados de “heavy oils”, sugerindo que seriam 

compostos por: 3,5-dihidroxidecanoil e 5-hidroxi-2-decenoil ésteres de arabitol e manitol, e 

posteriormente estes biossurfactantes foram classificados como polióis lipídicos (Kurosawa et al., 

1994). 

Obtido o status GRAS em 2010 pela U.S. Food and Drug Administration, A. pullulans 

foi também considerada segura para aplicações biotecnológicas e ambientais (Chan et al., 2011). 

Suas cepas são organismos únicos que produzem uma ampla gama de produtos naturais 

extensivamente estudados com relação às várias aplicações versáteis em biotecnologia 

(Prasongsuk et al., 2018). Um estudo feito em 2011 analisou mais de 50 espécies diferentes de 

Aureobasidium que foram colocados em meio contendo sacarose como fonte de carbono para 

analisar os produtos por eles gerados. Neste estudo, vinte e uma destas cepas produziram “heavy 

oils” extracelulares que tinham como característica óleos de superfície ativa, indicando seu 

possível uso como biossurfactante (Manitchotpisit et al., 2011). 

Posteriormente, outros estudos têm corroborado que a produção de biossurfactante pela 

levedura Aureobasidium pullulans representa uma alternativa viável (Manitchotpisit et al., 2011; 

Kim et al., 2016; Palareti et al., 2016; Brumano, 2017). No Brasil, os estudos feitos sobre 

produção de biossurfactante com a levedura A. pullulans LB83 foram realizados unicamente em 

nossos Laboratórios de Bioprocessos e Produtos Sustentáveis, localizado na Escola de 

Engenharia de Lorena pela Universidade São Paulo (USP). Foram avaliadas a  na produção de 

biossurfactante por Aureobasidium pullulans em biorreator de tanque agitado (Brumano, 2017) e 

por fermentação em estado sólido a partir do bagaço da cana-de-açúcar (Brumano, 2017; 

Carneiro, 2019).  

Quando comparados aos surfactantes produzidos sinteticamente, os biossurfactantes 

possuem baixo rendimento de produção e custos elevados, necessitando reforçar os estudos que 

alicercem outras formas de produção para aumentar os rendimentos e reduzir os custos. Por isso, 

a pesquisa de novos microrganismos produtores, matérias-primas de baixo custo e novos 

processos de produção são alternativas que devem ser priorizadas à consolidação destes 

bioprodutos no mercado (Brumano, 2017). 
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2.2.3 Subprodutos agroindustriais na produção de biossurfactantes 
 

Uma das possíveis formas para reduzir custos de produção de biossurfactantes é a 

utilização de subprodutos agroindustriais como matérias-primas para os bioprocessos (Al-Bahry 

et al., 2013). Subprodutos agroindustriais são materiais sólidos ou líquidos gerados a partir do 

consumo direto de produtos primários ou de sua industrialização, e que não são mais úteis ao 

processo onde foram gerados (Saval, 2012). Atualmente, é crescente o número de pesquisas que 

utilizam subprodutos agroindustriais na produção dos biossurfactantes. Estes subprodutos são 

visados como forma de reutilizar a biomassa descartada, evitando danos ao meio ambiente além 

de reduzir os custos do processo produtivo, já que a fonte de carbono pode ser responsável por 

até 30 % do valor do produto final (Silva et al., 2011) 

A produção de biossurfactante utilizando substratos mais baratos apresenta algumas 

vantagens como: a redução dos custos comercial; o uso de  substratos renováveis e baratos      

disponíveis em grandes quantidades; a melhora do  rendimento de biossurfactante / 

bioemulsificante; não é prejudicial aos produtores; os componentes utilizados são 

ecologicamente corretos e seguros (Costa et al., 2018). 

A utilização das biomassas provenientes dos subprodutos agrícolas ou agroindustriais 

como matéria-prima para a produção de combustíveis e produtos de base biológica vêm se 

destacando ao longo dos anos, reforçando o modelo de biorrefinarias (Brumano, 2017; Marcelino 

et al., 2019). A biomassa lignocelulósica é rica em carboidratos, como a celulose e a 

hemicelulose, e seus hidrolisados ácidos ou enzimáticos são ricos em açúcares fermentáveis 

(glicose, xilose e arabinose) que podem ser usados como substratos nos processos de 

fermentação, facilitando assim a metabolização pelos microrganismos para obtenção dos 

bioprodutos como biossurfactantes (Marcelino et al., 2019). A Tabela 2 mostra a produção de 

biossurfactantes a partir de resíduos e subprodutos agroindustriais por diferentes microrganismos.  
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Tabela 2 – Utilização de resíduos e subprodutos agroindustriais como substratos para produção 
de biossurfactante por diferentes microrganismos. 

      Fonte de carbono 

(resíduos e subprodutos) 

          Microrganismos Referência 

Óleo de soja queimado Candida ishwadae (Thanomsub et al., 2004) 

Água residual da mandioca Bacillus subtilis LB85 (Nitschke e Pastore, 2006) 

Óleo e cake de amendoin e 

óleo de motor residual 

Bacillus megaterium (Thavasi et al., 2008) 

n-hexadecano, óleo de soja, 

resíduo do refino de óleo de 

amendoin e milhocina 

 

Candida sp. 

 

(Coimbra et al., 2009) 

Casca e farelo de arroz, óleo de 

soja, óleo diesel 

Aspergillus fumigatus (Castiglioni et al., 2009) 

Gordura vegetal residual Candida glabrata (Gusmão et al., 2010) 

Glicerol residual da indústria de 

biodiesel 

Ustilago maydis (Liu et al., 2011) 

Bagaço de cana-de-açúcar, 

Glicerol residual, farelo de milho 

e óleo de girassol 

Pseudomonas aeruginosa 

UFPEDA 64 

(Camilios-Neto et al., 2011) 

Hidrolisado hemicelulósico de 

resíduo de vinhedo 

Lactobacillus pentosus (Vecino et al., 2015) 

Óleo de soja residual Starmerella bombicota (ATCC 

22214) 

(Maddikeri et al., 2015) 

Bagaço de cana-de-açúcar Aureobasidium pullulans LB83 (Brumano et al., 2017) 

cascas de frutos de Bactris 

gasipaes (Kunth) 

Fusarium oxysporum (Sanches et al., 2018) 

resíduos de cervejaria Bacillus subtilis N3-1P (Moshtagh et al., 2019) 

Resíduo de soja (Okara) Kluyveromyces marxianus (Hu et al., 2019) 

casca de milho, casca de arroz e 

bagaço de cana-de-açúcar 

Fusarium oxysporum 

E 

Aspergillus niger 

(Ezeonu e Siman, 2020) 

pó de talos de banana Aspergillus niger (Asgher et al., 2020) 

 

 

O bagaço da cana-de-açúcar, principal subproduto da indústria sucroalcooleira 

brasileira, que com a ascensão do conceito de biorrefinarias lignocelulósicas, vem sendo utilizado 

como matéria-prima para a obtenção de diversos bioprodutos (Jain et al., 2013; Marcelino et al., 

2017; Brumano, 2017; Terán Hilares et al., 2017, 2018;  Carneiro, 2019). Por se tratar de uma 

fonte de material lignocelulósico abundante no Brasil, o bagaço da cana-de-açúcar torna-se uma 

alternativa economicamente viável para ser utilizado  como substrato em processos 
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biotecnológicos para geração de produtos como os biossurfactantes (Brumano, 2017). 

O bagaço de cana-de-açúcar in natura apresenta uma estrutura com considerável teor de 

lignina. No entanto, a lignina age como limitadora no processo de hidrólise enzimática das 

frações de carboidratos da parede celular, particularmente da celulose, porque a sua associação 

na parede celular protege as cadeias de celulose e hemicelulose dos ataques das celulases, 

coibindo as hidrólises destes compostos (Andrade et al., 2015). Desse modo, o pré-tratamento do 

bagaço de cana-de-açúcar torna-se essencial pois diminui a quantidade de lignina, tornando mais 

acessível a degradação de celulose e hemicelulose em açúcares fermentescíveis (Canilha et al., 

2012). 

Existem diversas metodologias de pré-tratamento utilizadas na literatura que podem ser 

divididas, basicamente, em processos físicos, químicos, físico-químicos e biológicos. A Tabela 3 

apresenta uma síntese das principais metodologias utilizadas de pré-tratamento: 

 

Tabela 3 – Sínteses das principais metodologias de pré-tratamento 

Tipo de pré-tratamento Técnica 

 
 

Físico 

Moagem e trituração; 
Ultrassonicação 
Moagem centrífuga 
Extrusão 
Cavitação Hidrodinâmica 
 

 
 
 

Químico 

Pré-tratamento com ácido diluído; 
Pré-tratamento com mistura ácido-acetona; 
Pré-tratamento com líquido iônico; 
Pré-tratamento alcalino com permanganato de potássio; 
Organossolve; 
Cloretos metálicos. 
 

 
 

Físico-químico  

Explosão a Vapor; 
Pré-tratamento hot water; 

Oxidação úmida; 
Explosão com gás carbônico supercrítico; 
Radicais hidroxila integrados e pré-tratamento com água quente (IHRW); 
Plasma; 
 
Expansão de fibra de amônia (AFEX).  

 
Biológico 

Consórcio microbiano; 
Pré-tratamento com espécies fúngicas 
Pré-tratamento enzimático 
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Dentre as metodologias de pré-tratamento estudadas, a cavitação hidrodinâmica é 

uma técnica promissora que vem sendo empregada no tratamento do material lignocelulósico 

(Terán Hilares et al., 2017). Trabalhos realizados com serragem (Baxi e Pandit, 2012), caniço 

(Kim et al., 2015), palha de milho (Nakashima et al., 2016), bagaço de cana-de-açúcar (Terán 

Hilares et al., 2016) e outros demonstram que a cavitação hidrodinâmica emerge como uma 

opção considerável a pré-tratamentos de biomassa lignocelulósicas na literatura. 

 

2.3 Cavitação Hidrodinâmica 
 

 A cavitação hidrodinâmica é um processo caracterizado pela formação, 

crescimento e colapso de bolhas ou cavidades, em meio líquido, devido a variações na pressão 

estática local, utilizando a geometria de um sistema como placas de orifício ou venturi (Figura 

10.A). Quando a pressão do sistema retorna ao normal (pressão ambiente), essas bolhas 

colapsam, gerando pressão e temperatura intensas no ponto de colapso (Figura 10.B). A onda de 

choque resultante do colapso das bolhas pode liberar grandes quantidades de energia, acelerando 

reações químicas e físicas (Abdala Neto et al., 2014; Pandit, 2016).  

A cavitação hidrodinâmica geralmente acontece de forma indesejável em sistemas 

de bombas, injetores e outras maquinarias hidráulicas, gerando ruídos e energia perdida ao longo 

do processo (Gugulothu et al., 2012). Contudo, essa energia vem sendo estudada e utilizada para 

vários tipos de aplicações, incluindo o uso em reatores (Badve et al., 2014).  

 

2.3.1 Parâmetros relacionados a cavitação hidrodinâmica 
 

A pressão é um parâmetro em estudos da cavitação hidrodinâmica pela facilidade de 

controle.  A pressão mínima para geração de cavidades é importante no processo, atuando como 

força motriz durante a formação de bolhas, afetando tanto a quantidade quanto o tamanho 

máximo atingido pelas bolhas e pode ser mensurado, segundo Arrojo e Benito, (2008) como:  

 

Pmin = Pin – 
�

�
 � (����

�  - ��	
� ) – k             (Equação 1)                

Onde a pressão mínima (Pmin) atingida pode ser calculada usando, � a densidade do 

líquido, Pin representa a pressão de entrada, Vmax a velocidade máxima do líquido atingida na 

câmara de cavitação, Vin a velocidade do líquido de entrada e k as perdas de pressão ao longo da 

câmara de cavitação. 

Outro importante fator a ser considerado na formação de cavidades na cavitação 
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hidrodinâmica é conhecido por número de cavitação (CV), sendo este um parâmetro 

adimensional. Este número de cavitação é definido por (Saharan et al., 2012), para caracterizar a 

condição de cavitação no interior de reatores hidráulicos, como: 

              

Cv = (

��

�

�
���

�
)              (Equação 2)                       

Onde P2 é a pressão de descarga, PV a pressão de vapor do líquido, ρ é a densidade 

da solução e V0 é a velocidade do fluido através do diâmetro do venturi ou orifício. 

 

 

Figura 10 – (A) Variação da pressão e condições de fluxo no dispositivo de cavitação (venturi); 
(B) Processo de formação até explosão de bolhas na cavitação hidrodinâmica. 

 

 

(Gogate, 2011) fez uma correlação empírica que pode ser usada para predizer a pressão 

de implosão gerada pelo colapso da bolha descrito como: 

 

Pcolapso= 7527 (F) -2.55 x {(PI)2.46 (Ro)-0.80 (Do)2.37}        (Equação 3)                        

 

onde R0 é tamanho inicial da cavidade em unidades em (mm), PI é a pressão de entrada 

em unidades de atmosferas (bar), D0 o diâmetro do orifício na placa de orifício em unidades 

(mm) e F a porcentagem da área transversal livre dos buracos no tubo. A pressão de colapso 

(Pcolapso) correlaciona-se intimamente com o rendimento cavitacional, que pode ser relacionado 

como o número de moléculas degradadas por unidade de energia dissipada, segundo Bashir et al., 

(2011) como: 

 

Rendimento cavitacional = 8.834 × 10−11 (Pcolapso)-1.1633       (Equação 4)                
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O resultado do rendimento cavitacional é usado para otimizar o design dos cativadores 

hidrodinâmicos assim como planejamentos de aplicações personalizadas de transformações dos 

efeitos físico-químicos da cavitação (Bashir et al., 2011).  

Nos reatores, a cavitação hidrodinâmica é gerada após a constrição em um fluxo do 

líquido, gerado por um rotor de alta velocidade, que pode ser regulada por venturi ou orifícios 

dispostos no reator (Figura 11). Os reatores de cavitação hidrodinâmica baseados em orifícios e 

venturi são os mais eficientes na criação de uma condição de cavitação intensa devido ao seu 

design e, por isso, a cavitação em um venturi é praticamente estável devido à sua configuração 

geométrica (Gogate, Kabadi, 2009). Os venturis e orifícios podem possuir diferentes parâmetros 

geométricos ocasionando uma influência direta nos rendimentos e efeitos cavitacionais.  

 

 

Figura 11 – Tipos de venturi: (A) retangular, (B) circular, (C) Elíptica e  
(D) Configuração de dispositivo de cavitação de orifício único e múltiplo 

                                    

 

2.3.2 Efeitos associados a cavitação hidrodinâmica 
 

Os efeitos da cavitação estão relacionados com as mudanças conformacionais da 

cavidade, desde o surgimento até sua explosão (Gomes, 2015) (Figura 12), e podem ser 

térmicos, químicos, mecânicos ou físicos. Quando a cavidade formada explode, regiões de 

“hot spot” são criadas possuindo temperaturas que podem variar entre 1000 - 10.000 K e 
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pressão em uma faixa entre 100-1000 bar (Gogate, 2011). 

Existem duas condições de colapso de cavidades segundo Mahulkar, Pandit, 

(2010): a de cavidade não simétrica, que surge devido a alguma barreira na interface e/ou 

partícula bolha próximo a cavidade formante e a cavidade simétrica, que surge e permanece 

esférica até sua explosão. Ambos os colapsos (simétricos e assimétricos) são energias 

fornecidas de forma diferentes provenientes da energia das flutuações de pressão geradas 

dentro do cavitador. Essa energia se manifesta como forma de turbulência intensa e/ou na 

forma de condições extremas de temperatura e pressão. 

O fluxo de microjatos e a alta intensidade de turbulência local são relacionados 

aos colapsos de cavidade não simétricas, que resultam principalmente em efeitos mecânico 

ou físico da cavitação hidrodinâmica. Em sistemas liquido-liquido, o colapso de cavidades 

não simétricas cria uma mistura em microníveis que eleva a taxa de transferência de massa 

e, por consequência, na redução da tensão interfacial entre fases imiscíveis, melhorando a 

mistura. Nos sistemas de líquido-sólido, o colapso assimétrico da cavidade na superfície do 

sólido pode quebrar e limpar a superfície do material devido à formação de jato líquido, 

aumenta a degrabilidade catalítica do material após o tratamento (Janusz Ozonek, 2012; 

Carpenter et al., 2017).  Estes efeitos são responsáveis na intensidade do processo físico 

pelo número de cavitação (CV) no tratamento de águas entre 0,1 – 0,3 (Doltade et al., 2019; 

Joshi e Gogate, 2019) de diferentes poluentes, na formação de nanopartículas (Liu et al., 

2019), entre 0,16 – 0,23 na síntese de emulsão (Ramisetty et al., 2014), entre 0,04 – 1,57 

para desinfecção e ruptura microbiana (Šarc et al., 2018; Salve et al., 2019). 

Do mesmo modo, a geração de radicais livres altamente reativos intensifica as 

reações químicas na cavitação hidrodinâmica e estão associados ao colapso de cavidades 

simétricas. Alguns radicais como .OH, .O2, .HOO e .H são gerados pela dissociação das 

moléculas de água dentro das bolhas através das drásticas condições do processo resultando 

na síntese de produtos químicos, degradação dos poluentes da água entre outros (Terán 

Hilares et al., 2017). Um simples e importante exemplo é a formação do radical hidroxil 

(.OH) pela dissociação da molécula de água nas condições de cavitação. Este radical é 

altamente reativo, pode oxidar grandes moléculas orgânicas e é um excelente iniciador de 

reações em cadeias (Ozonek, 2012; Saharan et al., 2013). O colapso das cavidades 

simétricas auxilia principalmente nas reações de oxidação pois envolvem alterações 

químicas no processo. Essas mudanças químicas, podem ser de duas maneiras, segundo 

(Saharan et al., 2013): (1) as moléculas dentro do interior da cavidade sofrem 

decomposição térmica durante a explosão, gerando assim os radicais e (2) as moléculas 

alvos sofrem modificações devido aos radicais livres gerados após explosão, oxidando 
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assim as moléculas alvos ao longo do processo.  

 

 

Figura 12 – Apresentação dos principais efeitos da cavitação hidrodinâmica 

                              

 

As propriedades físicos-químicas dependem então, principalmente, do fluxo de entrada 

da pressão e da geometria do dispositivo de cavitação. Estes fatores estão intimamente associados 

ao número de cavitação mais baixo (Cv < 1) para grande maioria dos processos na transformação 

física e química utilizando a cavitação hidrodinâmica. 

 

2.3.3 Cavitação hidrodinâmica para pré-tratamento de biomassa  
 

Quando exposta ao processo de cavitação hidrodinâmica, a biomassa lignocelulósica 

sofre principalmente com efeitos mecânicos provenientes dos “hot spot”, microjatos de alta 

velocidade e das ondas de choque resultantes dos colapsos das bolhas produzidas durante o 

tratamento. Tais efeitos, com o tempo, ocasionam a degradação de moléculas orgânicas, como a 

lignina, resultando em microperfurações na superfície do material, gerando assim uma maior 

acessibilidade das enzimas para degradar as frações celulósica e hemicelulósica (Badve et al., 

2014; Terán Hilares et al., 2016), como demostrados na figura 13.   
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Figura 13 – Simulação dos efeitos da cavitação hidrodinâmica na biomassa 

 

 

A utilização da cavitação hidrodinâmica para deslignificação é empregada em diversas 

biomassas lignocelulósicas devido às suas vantagens. Estas vantagens incluem a pouca/não 

formação de furanos, uma maior degradação de lignina utilizando cavitação hidrodinâmica do 

que em biomassas pré-tratadas com ácidos diluídos (Nakashima et al., 2016), menor necessidade 

de energia e operação em condições ambientais (Thangavelu et al., 2018). Comparando com as 

abordagens convencionais e baseadas em ultrassom, a cavitação hidrodinâmica destaca-se em 

termos de menor tempo de processamento, maior eficiência energética e viabilidade para 

operação em maior escala (Gole et al., 2013). 

No desenvolvimento de novos pré-tratamentos para deslignificação da biomassa, o uso 

da cavitação hidrodinâmica vem sendo utilizado de forma simultânea com solução alcalina (CH-

SA) para melhorar a liberação de celulose e hemicelulose. Alguns pesquisadores      demostram 

resultados promissores no uso das técnicas da cavitação hidrodinâmica associado a soluções 

alcalinas combinadas no tratamento de biomassas como no bagaço de cana-de-açúcar (Terán 

Hilares et al., 2016, 2017), palha de trigo (Badve et al., 2014), caniço (Kim et al., 2015) e  palha 

de milho (Nakashima et al., 2016). A Tabela 4 demonstra os resultados na literatura. 
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Tabela 4 – Síntese da utilização de solução alcalina e cavitação hidrodinâmica no 
tratamento de biomassa descritas na literatura 

 
 

Biomassa 
 

 
 

Caniço 

 
 

Palha  
de trigo 

 
 

Palha  
de milho 

 

 

 

BCA 

 

 

BCA 

 

 

BCA 

 
Concentração 

 
3 % 

(m/V) 
NaOH 

 
0,3 M 

de KOH 

0,4 mol/L 
de 

Na2CO3 e 
0,6 mol/L 
de H2O2 

 
0,3 mol/L 

NaOH 

 
0,48 

mol/L 
NaOH 

Ca(OH)2 
(0,1g/g 

biomassa 
seca) 

Taxa Sólido 
Líquido 

 

 
10 % 

 
5 – 7 % 

 
4 % 

 
- 

 
4,24 % 

 
1 % 

Tempo 
 

40 min 15 min 60 min 30 min 44,4min 120 min 

 
 

Pressão 

 
0,5mPa 
pressão 
de entrada 

 
4,5 x 105 Pa 
pressão de 
entrada 

 
 
         - 

0,3 mPa de 
pressão de 
entrada 

0,3 mPa 
de 
pressão 
de 
entrada 

0,37mPa de 
pressão de 
entrada 

 
 
 
 

Dispositivo 
 

 
Orifício 
de 
buracos 
(27) 1 
mm de 
diâmetro 

 
 
 
Estator e rotor 

Venturi 
(40 mm 
de 
largura, 
diâmetro 
interno de 
3,6 mm e 
diâmetro 
de 
garganta 
de 
1,8mm). 
 

Orifício de 
buracos (16) 
1 mm de 
diâmetro 

Orifício 
de 
buracos 
(27) 1 
mm de 
diâmetro 

Venturi 
0,572cm de 
diâmetro de 
garganta 
aberto 15 % 

 
 
 
 
 
 

Resposta 

 
 
 
 
 
Remoção 
de 35 – 
42 % de 
lignina 

 
 
Houve um 
aumento de 50 – 
55 % das 
propriedades de 
tração da folha, 
o que sugere, 
segundo o autor, 
uma maior 
deslignificação. 

Observou-
se redução 
de lignina 
verificada 
pela 
análise 
FTIR pela 
redução 
da banda 
1745cm -1 
e 1606cm-

1, 

associado
s a cadeia 
e anel 
aromático 
da lignina 
 

 
 
 
 
 
51,52 % de 
remoção de 
lignina 

 
 
 
 
 
60,4 % 
de 
remoção 
de 
lignina 

 
 
 
Foram 
observadas 
mudanças na 
composição 
utilizando 
metodologia 
de índice de 
cristalinidade 

 
Referência 

(Kim et 
al., 2015) 

(Badve et al., 
2014) 

(Nakashi
ma et al., 
2016) 

(Terán 
Hilares et 
al., 2017) 

(Terán 
Hilares et 
al., 2016) 

(Madison et 
al., 2017) 

BCA: Bagaço de cana-de-açúcar 
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Quando associados, a cavitação hidrodinâmica junto às soluções alcalinas no pré-

tratamento de biomassa provoca mais reações resultantes pelo aumento na energia cinética das 

moléculas devido aos colapsos de cavidades, que naturalmente já formam radicais .OH. Há, 

também, a formação de um ambiente de pH alcalino que favorece as formações de radicais como 

.O2, .HOO e H2O2 pela dissociação das soluções no meio líquido (Badve et al., 2014). Estes 

radicais reagem prontamente com componentes fenólicos da lignina, resultando em degradação 

de compostos de baixa massa molecular e na despolimerização da lignina (Selig et al., 2009; 

Raut-Jadhav et al., 2015;), como demonstrados na figura 14 abaixo: 

 

 

 

Figura 14 – (a) Intermediário de lignina formado após a reação da lignina com 
radical .OH; após isso, interações com .HOO podem gerar em em (b) condensação da 
lignina e em (c) degradação da lignina 

 

 Para demonstrar que há vantagens em associar as técnicas de cavitação à solução 

alcalina, Terán Hilares et al., (2016) compararam os resultados da caracterização do bagaço de 

cana-de-açúcar tratado com solução alcalina e com a solução alcalina associada a cavitação 

hidrodinâmica (CH-SA) e obtiveram como resultados remoção de lignina de 50,3 ± 1,34 e 60,4 ± 

2,43, respectivamente. Também foram comparados a associação da solução alcalina com 

ultrassonicação e solução alcalina com a cavitação hidrodinâmica, demonstrando resultados 

melhores de deslignificação no tratamento CH-SA (Kim et al., 2015). Outra vantagem na 

associação das técnicas CH-SA é a melhora quanto à digestibilidade enzimática para formação de 

produtos por fermentação (Kim et al., 2015; Nakashima et al., 2016; Madison et al., 2017) . 

Finalizado o pré-tratamento, a biomassa tratada pode ser usada como substrato na 

produção de biossurfactante. O tipo de microrganismo, assim como a técnica escolhida para a 

fermentação devem ser compatíveis para aquilo que se deseja; uma das técnicas de fermentação 

utilizadas na produção de biossurfactantes é a fermentação em estado sólido (FES).  
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2.4 Fermentação em estado sólido  
 

2.4.1 Características Gerais 
 

A fermentação em estado sólido (FES) tem sido descrita como um processo que ocorre 

em um substrato de matriz com baixo teor de água livre (Singhania et al., 2017) contendo no 

substrato umidade mínima necessária para crescimento e a atividade metabólica do 

microrganismo (Chen e Wang, 2017). A FES voltou a ser estudada devido às vantagens 

biotecnológicas apresentadas pela técnica como elevada capacidade de fermentação, menor 

repressão catabólica e tecnologia de baixo custo (Costa et al., 2017). Por ser uma técnica de 

difícil sucesso no passado, este tipo de fermentação foi menos explorado por muitos anos, 

principalmente após o desenvolvimento da penicilina, que alavancou a utilização da técnica de 

fermentação submersa (Costa et al., 2017; Soccol et al., 2017). Atualmente, a FES voltou a ser 

interesse de estudo por causa de sua ampla gama de aplicações na valorização de biomassa. Com 

problemas ambientais sendo gerados em todo o mundo e a busca de novos destinos a subprodutos 

agroindustriais, há o apelo e as buscas incessantes de pesquisas e aplicações no uso da técnica, 

promovendo benefícios ambientais e econômicos (Saval, 2012; Lizardi-Jiménez e Hernández-

Martínez, 2017;).  

O potencial da FES é fornecer ao microrganismo cultivado um ambiente o mais próximo 

possível do seu ambiente natural. Acredita-se que há um maior desempenho do microrganismos 

em FES quando comparados com a fermentação submersa realizada em um biorreator fechado, 

mesmo com condições ideais de atividade celular e crescimento (Chen e  Wang, 2017). A FES, 

em comparação a fermentação submersa, apresenta algumas vantagens como menor demanda 

energética, reduzidos volumes de água e maior concentração do produto obtido e gera menos 

resíduos para serem tratados (Akpinar e Urek, 2012; Doriya et al., 2016). A FES também evita 

problemas que normalmente acontecem em fermentação submersa como produção de espuma e o 

aumento da viscosidade que afeta diretamente a transferência de oxigênio durante o cultivo 

(Krieger et al., 2010), além de requerer uma menor uso de energia do que a fermentação 

submersa (Soccol et al., 2017). 

Como estratégia cada vez mais relevante no aproveitamento de biomassa/energia em 

processos, a FES mostra-se uma alternativa viável à expansão de rotas de conversão para 

produção de bioprodutos com valores agregados a partir de subprodutos industriais que poderiam 

ter, como destino a incineração, estoque/despejo ao ambiente ou adubo. Entre as opções, a 

aplicação da FES aos subprodutos agroindustriais como substrato possibilita a produção de 
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bioprodutos com alta especificidade e alto valor de mercado como enzimas (Rodrigues et al., 

2020; Melnichuk et al., 2020) compostos fenólicos (Buenrostro-Figueroa et al., 2017; Camerini 

et al., 2019), biossurfactantes (Brumano, 2017; Carneiro, 2019), óleos derivados de fungos 

(Intasit et al., 2020) e outros, como demostrados na Figura 15. Nesse contexto, as biorrefinarias 

têm sido cada vez mais almejadas mundialmente por grandes empresas, principalmente as que 

produzem etanol, biodiesel, papel e celulose, processos bastante consolidados na indústria (Souza 

et al., 2015). 

 

 

Figura 15 – Fluxograma demonstrando uma nova rota para conversão de subprodutos       
agroindustriais na produção de bioprodutos em FES para uma biorrefinaria. 

 

 

A FES possui diversos parâmetros que influenciam o desenvolvimento do processo tais 

como escolha do substrato, parâmetros físico-químicos (como pH, granulometria, aeração entre 

outros), assim como a escolha do microrganismo. Fungos e leveduras são geralmente adequados 

para a FES por necessitarem de uma menor quantidade de água disponível (αw entre 0,5 – 0,6) do 

que as bactérias (αw aproximadamente entre 0,8 – 0,9) além do status GRAS, que conferem a 

estes microrganismos uma segura manipulação (Costa et al., 2017). 

As relações hídricas em FES são um dos fatores importantes que necessitam ser bem 

avaliados. A atividade da água (αw) do substrato tem influência determinante na atividade 

microbiana. A αw do meio foi atribuída como um parâmetro fundamental para a transferência de 

massa da água e dos solutos, haja vista que o controle deste parâmetro pode ser usado para 
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modificar sua produção metabólica (Soccol et al., 2017). Outro fator pode ser umidade no  

fermentador: mantendo alta o que dificulta a aeração, já a falta de umidade dificulta o 

crescimento do microrganismo e, consequentemente, a formação de produtos. 

A característica da matriz ou substrato sólido também está intimamente relacionada com 

os sistemas FES. Materiais naturais, como subprodutos agroindustriais, como por exemplo o 

bagaço de cana-de-açúcar, podem ser usados como matriz para processos em FES (Brumano, 

2017; Carneiro, 2019). Outro fator importante é o tamanho das partículas, que têm influência no 

processo. Quando as partículas são muito pequenas há a possibilidade de compactação da matriz, 

acarretando em problemas de transferência de massa, calor, assim como a aeração; partículas de 

dimensões muito grandes dificultando a adesão e a disponibilidade do microrganismo aos 

nutrientes por ter uma superfície de contato do substrato reduzida (Brumano, 2017; Soccol et al., 

2017).  

A aeração também tem seu efeito determinado, visto que gás oxigênio (O2) pode regular 

níveis de umidade e temperatura. Altas aerações podem reduzir umidade em FES assim como a 

falta de aeração pode acarretar na insuficiência de gás oxigênio ao microrganismo (Farinas, 

2015). O efeito da temperatura durante o processo pode regular o crescimento do microrganismo. 

Na FES, o oxigênio é fornecido e trocado com dióxido de carbono e o calor é gerado por 

microrganismos, levando a um aumento de temperatura. Em alguns casos, altas temperaturas 

afetam negativamente o crescimento de microrganismos e a formação do produto (Costa et al., 

2017); em outros, temperatura pode causar um efeito significativo na produção de biossurfactante 

(Nalini e Parthasarathi, 2014). 

Apesar dessas vantagens, o FES também enfrenta algumas dificuldades para o aumento 

de escala como na utilização de substratos naturais ser limitada por sua baixa reprodutibilidade e 

heterogeneidade (Hongzhang et al., 2011; Singhania et al., 2017).  A heterogeneidade do 

substrato relaciona-se à porosidade, que pode levar a problemas de transferência  de massa e de 

calor em FES (Raghavarao et al., 2003; Brumano, 2017) assim como estimativa de biomassa a 

ser utilizada, recuperação do produto e controle operacional (Parthasarathi, 2014; Costa et al., 

2017; Nalini e Soccol et al., 2017). 
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2.4.2 Fermentação em estado sólido para produção de biossurfactantes 
 

Ao longo do tempo, a fermentação em estado sólido tornou-se uma das vias mais baratas 

e eficientes na produção de biossurfactantes, mesmo que ainda haja pouca exploração comercial 

(Costa et al., 2018). Segundo Manan e Webb., (2017), há 4 grandes vantagens na utilização de 

FES: 1 – econômicas, de uso de subproduto agroindustrial para fabricação de produtos com alto 

valor agregado; 2 – ambientais, minimiza problemáticas de descarte inadequado de resíduos 

associados à poluição; 3 – biológico, menor repressão catabólica e maior produtividade pelo 

menor uso de água e 4 – técnica, extração do produto menos dificultosa por menor uso de 

solventes complexos. Pensando nos benefícios e nas vastas possibilidades, muitos trabalhos 

demonstraram a utilização de diversas biomassas, assim como microrganismos na busca por 

diferentes produtos de biossurfactantes e/ou melhores rendimentos. A Tabela 5 mostra alguns 

microrganismos produtores de biossurfactantes na FES, o tipo de estrutura e o substrato usado. 

 

 

Tabela 5 – Biossurfactantes: microrganismos produtores em fermentação em estado sólido 

Microrganismo Substratos Biossurfactante Referência 

Aspergillus fumigatus 

Phialemonium sp. 

Cascas de arroz e 

farelo de arroz 

desengordurado 

 

- 

(Martins et al., 2006) 

Bacillus subtilis DM-03 e 

DM-04 

          Cascas de 

Batata 

Lipopeptídeos (Das e Mukherjee, 

2007) 

 

Brevibacterium aureum 

MSA13 

 

Meio pré-tratado à 

base de melaço 

 

Lipopeptídeos 

(Singhania et al., 

2010) 

Nocardiopsis lucentensis 

MSA04 

Farelo de trigo Glicolipídeos  (Kiran et al., 2010) 

Pseudomonas aeruginosa 

UFPEDA 614 

Bagaço de cana-de-

açúcar 

 e  

farelo de milho 

Ramnolipídios (Camilios-Neto et al., 

2011) 

Starmerella bombicola 

NRRL Y-17069 

Farelo de trigo,  

casca de isabgol 

Glicolipídeos (Parekh e Pandit, 

2011) 

Bacillus subtilis SPB1 Milhete - (Ghribi et al., 2012) 

Bacillus 

amyloliquefaciens 

          Palha de arroz e 

farinha de soja 

 

Surfactina 

 

(Zhen Zhu et al., 

2013) 

Continua...    
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Conclusão...    

Microrganismo Substratos Biossurfactante Referência 

Bacillus 

amyloliquefaciens XZ-

173 

Palha de arroz 

e 

farinha de soja 

 

Lipopeptídeos 

 

(Zhen Zhu et al., 

2013) 

Bacillus subtilis SPB1 Farinha de atum e 

resíduos de batata 

Lipopeptídeos (Mnif et al., 2013) 

 

Bacillus subtilis SPB1 

Farinha de resíduos de 

folhas de oliveira e 

farinha de azeitonas 

Lipopeptídeos (Zouari et al., 2014) 

 

Nocardiopsis sp. MSA13 

lodo pré-tratado de 

curtume, melaço pré-

tratado, lodo tratado de 

curtume e farelo de trigo 

 

Glicolipídeos 

 

(Kiran et al., 2014) 

Pleurotus djamor 

Pleurotus eryngii 

Pleurotus sajor-caju 

 

Casca de semente de 

girassol 

Complexo proteico-

polissacarídeo-

lipídeo 

 

(Velioglu et al., 

2014) 

 

Pleurotus ostreatus 

 

Casca de semente de 

girassol 

Complexo peptídico-

lipídico de 

carboidratos 

 

(Velioğlu et al., 

2015) 

Candida sp. 

 e  

Pleurotus sp. 

Óleos residuais  

e  

farelo de arroz 

 

Glicolipídeos  

 

(Ahuekwe et al., 

2016) 

Starmerella bombicola Bolo de óleo  

(indústria de refino) 

- (Jiménez-Peñalver et 

al., 2016) 

Aureobasidium pullulans Bagaço de cana-de-

açúcar 

- (Brumano, 2017) 

 

Starmerella bombicola  

ácido esteárico com 

espuma de poliuretano de 

alta densidade 

 

Glicolipídeos 

(Jiménez-Peñalver et 

al., 2018) 

Pseudomonas aeruginosa 

15GR 

cana-de-açúcar e farelo 

de sementes de girassol 

Ramnolipídeos (El-Housseiny et al., 

2019) 

 

Pseudomonas aeruginosa 

espuma de poliuretano de 

alta densidade com óleo 

de palma e NaNO3 

 

Ramnolipídeos 

 

(Gong et al., 2020) 

 

Serratia nematodiphila 

hidrolisados ricos em 

xilose, gerados a partir de 

palha de arroz 

 

Glicolipídeos 

 

(Panjiar et al., 2020) 
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Os trabalhos em FES também buscam otimizar seus processos almejando produção e/ou 

produtividade, elucidando importantes parâmetros necessários para o escalonamento do processo. 

Zhu et al., (2013) demonstrou que não seria possível utilizar somente casca de arroz como 

substrato em FES para produção de biossurfactante e que o substrato poderia indiretamente ser 

utilizado na biossíntese de surfactina, de modo que sua otimização nas condições ótimas de 

produção no meio foram 5 g de farinha de soja, 4 g de palha de arroz, 2 % (m/m) de maltose e 

2,65 % (m/m) de glicerol. Posteriormente, Castiglioni et al., (2014) determinaram através de 

modelos matemáticos que as condições nutricionais e de aeração estão diretamente relacionadas à 

produção biossurfactantes e sua atividade emulsificante usando como substrato casca e farelo de 

arroz para posterior escalonamento em biorreator. Pensando numa problemática real, e no 

contexto da importância e relevância da biorrefinaria nos dias atuais, Panjiar et al., (2020) 

utilizaram hidrolisados de xilose gerados a partir de palha de arroz como substrato para produção 

de biossurfactantes. Alguns trabalhos produzidos em FES (Gong et al., 2020; Rodríguez et al., 

2020) utilizaram a  otimização baseados em parâmetros físico-químicos do processo como pH, 

tempo de fermentação, disponibilidade de água e outros; fatores importantes, mas intrinsicamente 

associados ao metabolismo do organismo produtor e que variam devido aos fatores propostos em 

cada trabalho na produção final do biossurfactante.  

Inicialmente, a maioria dos estudos em FES ocorrem utilizando frascos Erlenmeyer 

devido a facilidade de manipulação e baixo uso de materiais para os testes. O escalonamento do 

processo na utilização de biorreatores é um passo que poucos trabalhos abrangem na literatura 

devido a suas dificuldades relacionados, principalmente, à remoção de calor e melhoria da 

transferência de massa no sistema, assim como a produtividade do bioproduto (Singhania et al., 

2017; Lomthong et al., 2020). Ainda assim, pode-se mencionar os trabalhos de Castiglioni et al., 

(2014), Jiménez-Peñalver et al., (2018) Slivinski et al., (2012) que utilizaram biorreatores de leito 

fixo e os trabalhos de (Jiménez-Peñalver et al., 2016; Gong et al., 2020) que simulam  e utilizam 

biorreatores de tambor rotativo em seus processos.  

Alguns exemplos na produção de biossurfactantes utilizando biorreatores são mais 

frequentes na literatura com o passar dos anos, indicando que as pesquisas para estes bioprodutos 

são crescentes não apenas em escalas laboratoriais. Castiglioni et al., (2014) promoveu um estudo 

na produção de biossurfactantes em fermentação em estado sólido utilizando como substrato 

palha e farelo de arroz com o microrganismo Aspergillus fumigatus, objetivando modelar a 

produção de biossurfactante em um biorreator de coluna de leito fixo. Utilizando como 

parâmetros condições nutricionais, aeração e tempo, foi desenvolvido um modelo semiempírico 

que propôs que a atividade emulsificante máxima da fermentação em estado sólido foram 8,16 U 

· g- por 112 h sem fontes de hidrocarboneto e 8,10 U ·  g- por 108 h utilizando óleo diesel como 
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fonte de hidrocarboneto. Jiménez-Peñalver et al., (2018) usando espuma de poliuretano como 

suporte inerte para a levedura Starmerella bombicola, produziram soforolipídeos a partir do 

ácido esteárico (C18:0) e melaço utilizando fermentação em estado sólido em biorreatores 

cilíndricos de polivinilcloreto de leito fixo, obtendo um rendimento de 0,21 g de biossurfactante 

por g de substratos em 384 h. Gong et al., (2020), utilizando o meio ideal proposto em seu 

trabalho e um biorreator por pulsação de pressão de ar rotativo de 30 L para fermentação em 

estado sólido, alcançou um rendimento de ramnolipídeos de 39,8 g/L em 168 h, utilizando 

espuma de poliuretano de alta densidade como suporte, óleo de palma e o NaNO3 como 

substratos; obtendo assim um produto que diminuiu a tensão superficial da água para 28 mN/m e 

manteve a concentração micelar crítica em 50 mg/L. 

Como subproduto da indústria sucroalcooreira, o bagaço de cana-de-açúcar é rico em 

material lignocelulósico e possui diversos açúcares fermentescíveis que podem ser empregados 

como substratos em bioprocessos. Como por exemplo a utilização desse substrato na fermentação 

em estado sólido em processos biotecnológicos para produção de biossurfactantes (Figura 16). 

Diversos pesquisadores obtiveram resultados promissores como o de Camilios-Neto et al., 

(2011), que avaliou a produção de biossurfactante em fermentação 

 

Figura 16 – Esquema demostrando a utilização de bagaço de cana-de-açúcar na 
produção de biossurfactante em fermentação em estado sólido 
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em estado sólido misturando bagaço de cana-de-açúcar e farelo de milho suplementado com óelo 

de soja e glicerol utilizando Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 614 e obteve 45 g/L do 

ramnolipídio. El-Housseiny et al., (2019) concluiu que a mistura de bagaço de cana-de-açúcar e 

farelo de sementes de girassol (50:50) formaram o substrato ideal para a produção de 46,85 g/L 

de ramnolipídeos em FES usando um mutante de Pseudomonas aeruginosa 15GR. No entanto, a 

produção de biossurfactante em estado sólido utilizando Aureobasidium pullulans ainda é pouco 

explorado, como mostrado trabalhos de Brumano (2017) e posteriormente Carneiro (2019). 

Assim, em função da crescente importância do biossurfactante no mercado nacional e 

internacional e a necessidade de se utilizar processos sustentáveis, este estudo visa à produção de 

biossurfactante por Aureobasidium pullulans LB83 utilizando FES. Enquanto outros trabalhos 

relatam a utilização de subprodutos agroindustriais como suporte, a novidade deste trabalho é a 

utilização do bagaço de cana-de-açúcar pré-tratado por cavitação hidrodinâmica como suporte e 

substrato, fazendo uma conversão direta do material lignocelulósico ao bioproduto, inserindo a 

utilização da A. pullulans LB83 no contexto de biorrefinaria.  
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3 OBJETIVOS 
 

3.1 Geral: 
 

Produção de biossurfactante por Aureobasidium pullulans LB83 por FES utilizando 

bagaço de cana-de-açúcar pré-tratado por cavitação hidrodinâmica como fonte de 

nutriente.  

 

3.2 Específicos: 
 

● Caracterização do bagaço de cana-de-açúcar in natura; 

● Pré-tratamento do bagaço de cana-de-açúcar por cavitação hidrodinâmica utilizando o 

planejamento fatorial 23 por Box-Behnken; 

● Caracterização do bagaço de cana-de-açúcar pré-tratado por cavitação hidrodinâmica; 

● Fermentação da levedura Aureobasidium pullulans LB83 utilizando bagaço de cana-

de-açúcar pré-tratado por cavitação hidrodinâmica; 

● Determinação das atividades enzimáticas de celulases totais, endoglucanases e 

exoglucanases durante a FES; 

● Determinação das propriedades emulsificantes e tensoativas dos compostos 

produzidos a partir da análise da tensão superficial, índice de emulsão e pela 

capacidade de estabilizar emulsão;  
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4 METODOLOGIA  
 

Na Figura 17 observa-se um esquema das etapas executadas no decorrer do trabalho.  
 
 

 

Figura 17 – Fluxograma de atividades principais 
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4.1 Matéria prima  
 

O bagaço de cana-de-açúcar utilizado neste trabalho foi fornecido pela empresa Ipiranga 

Agroindustrial S.A, (Descalvado – SP) e expostos ao sol para secagem até ter atingido um teor de 

umidade de 10 % (m/m) determinado em balança de umidade co 

m infravermelho. 

 

4.2 Granulometria do bagaço de cana-de-açúcar  
 

O bagaço de cana-de-açúcar foi moído em um moinho elétrico e suas frações foram 

medidas em peneira padrão Tyler para padronizar sua granulometria. A fração utilizada neste 

trabalho foi a correspondente à 14 mesh.  

 
4.3  Preparo e caracterização físico-química do bagaço da cana-de-açúcar pré-

tratado por cavitação hidrodinâmica  

 
O pré-tratamento do bagaço de cana-de-açúcar foi realizado em um sistema de cavitação 

hidrodinâmica do laboratório de Biopolímeros, Biorreatores e Simulação de Processos 

(EEL/USP) de acordo com Terán Hilares et al., (2016). O sistema consistiu em um reservatório e 

um reator de cavitação cilíndrica de aço inoxidável que são interligados a duas bombas 

centrífugas. Uma forma radial de placa de orifício com 27 orifícios de 1 mm de diâmetro foi 

usada em todos os experimentos (Kim et al., 2015). O bagaço de cana-de-açúcar foi mantido em 

um pano cilíndrico (40 mesh) mantido dentro da chamada zona de cavitação no reator de 

cavitação. O carregamento de sólidos (%) foi calculado dividindo-se a massa do bagaço (em 

gramas) pelo volume do cilindro do reator de cavitação (1425 mL). Após o pré-tratamento, a 

fração sólida foi lavada até pH 7,0, seca e caracterizada para determinar seus principais 

componentes como celulose, hemiceluloses e lignina (Sluiter et al., 2011). A quantificação de 

açúcares (glicose, xilose, arabinose e celobiose) e grupos acetil (ácido acético) presentes na 

biomassa in natura e pré-tratadas foi realizada por cromatografia líquida de alta eficiência 

(CLAE). Utilizou-se um cromatógrafo Agilent 1200 series (EUA), com uma coluna BIO-RAD 

Aminex HPX-87H (300 x 7,8 mm), o detector de índice de refração RID-6A, com eluente ácido 

sulfúrico 0,01N a um fluxo de 0,6 ml/min, uma temperatura da coluna de 45 ºC e o volume de 

amostra injetado de 20 μl. Antes de se efetuar as análises em CLAE, as amostras foram filtradas 

em filtro Sep Pak C18 (WATERS). 
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4.4 Otimização do processo de cavitação hidrodinâmica em bagaço de cana-de-açúcar 

 
Um planejamento fatorial do tipo 23 feito por Box-Behnken (BOX; BEHKEN, 1960) 

com 3 replicatas no ponto central totalizando 15 experimentos foi realizado visando otimizar a 

cavitação hidrodinâmica associada ao tratamento alcalino do bagaço de cana-de-açúcar.  Foram 

estudadas três variáveis independentes: concentração de NaOH (X1), tempo de cavitação (X2) e 

carregamento de sólidos (X3). Os níveis do pré-tratamento foram estabelecidos da seguinte 

forma: concentração de NaOH de 0,1 – 0,5 mol/L, tempo de cavitação entre 5 – 25 min e taxa de 

carregamento de sólidos de 1 – 2 %.  Os resultados foram analisados pelo software Design-

Expert 6.0.8 Portable e Statistica 7.0, conforme mostrado na Tabela 6. 

 

Tabela 6 – Matriz do planejamento fatorial 23 feito pelo experimento Box-Behnken utilizado para 
a otimização do pré-tratamento do bagaço de cana-de-açúcar utilizando cavitação hidrodinâmica 

Experimentos NaOH 

(mol/L) 

Tempo 

(min) 

Carregamento 

de sólido (%) 

1 0,1 (-) 15 (0) 1 (-) 

2 0,5 (+) 15 (0) 1 (-) 

3 0,1 (-) 15 (0) 2 (+) 

4 0,5 (+) 15 (0) 2 (+) 

5 0,1 (-) 5 (-) 1,5 (0) 

6 0,5 (+) 5 (-) 1,5 (0) 

7 0,1 (-) 25 (+) 1,5 (0) 

8 0,5 (+) 25 (+) 1,5 (0) 

9 0,3 (0) 5 (-) 1 (-) 

10 0,3 (0) 5 (-) 2 (+) 

11 0,3 (0) 25 (+) 1 (-) 

12 0,3 (0) 25 (+) 2 (+) 

13 0,3 (0) 15 (0) 1,5 (0) 

14 0,3 (0) 15 (0) 1,5 (0) 

15 0,3 (0) 15 (0) 1,5 (0) 

        Níveis: (-): nível inferior; (0): ponto central; (+): nível superior 
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4.5 Manutenção do microrganismo 
 

A linhagem leveduriforme Aureobasidium pullulans LB83 foi cedida pelo Prof. 

Fernando Carlos Pagnocca do Centro de Estudos de Insetos Sociais (UNESP/Rio Claro). A 

linhagem foi mantida a 4 °C em placas de Petri com meio Ágar-Extrato de Levedura e Malte 

(YMA) sólido (glicose 10 g/L, extrato de levedura 3 g/L, peptona 5 g/L, extrato de malte 3 g/L e 

ágar 20 g/L) (Brumano, 2017).  

 

4.6 Capacidade adsortiva do bagaço de cana-de-açúcar  
 

A determinação de adsortividade foi realizada para testar a quantidade de volume 

máxima de meio líquido que o bagaço de cana-de-açúcar in natura e pré-tratado retém. O teste 

foi feito colocando 2 g de bagaço com tamanho de partículas maiores que 14 mesh em um béquer 

de 125 mL. Adcionou-se 1 mL do meio Kitamoto modificado (peptona 0,6 g/L, extrato de 

levedura 0,4 g/L, NaCl 1g/L, K2HPO4 5g/L e MgSO4 0,4 g/L) e foram misturados. Assim, foi 

repetido a adição do meio e misturados novamente até a visualização de meio líquido no sistema 

(Brumano, 2017). 

 

4.7 Preparo do inóculo e fermentação  
 

As células de Aureobasidium pullulans LB83, cultivadas em placa de Petri com meio 

YMA, foram transferidas com uma alçada para frascos Erlenmeyer de 125 mL previamente 

preenchido com meio de cultivo proposto por Kitamoto (1990) e modificado por Manitchotpisit 

et al., (2011): peptona 0,6 g/L, extrato de levedura 0,4 g/L, NaCl 1 g/L, K2HPO4 5 g/L e MgSO4 

0,4 g/L suplementado com 50 g/L de sacarose. Após a inoculação, os frascos foram levados a 

agitador rotatórios (New Brunswick Scientific – Excella E24, Hamburgo, Alemanha) à 200 rpm, 

28 °C por 48 horas. Posteriormente, as células foram separadas por centrifugação a 4000 rpm por 

15 min e ressuspendidas em solução salina 0,9 % (m/V) e contadas em câmara Agasse-Lafont-R, 

que contém retículos de 0,0025 mm2 e profundidade de 0,100 mm, buscando ajustar a 

concentração celular inicial para 108 células/mL (Brumano, 2017). A solução umedecedora 

(mistura do meio Kitamoto sem sacarose a uma concentração celular 108 células/mL) 

previamente ajustada foi inoculada em frascos Erlenmeyers com o bagaço de cana-de-açúcar pré-

tratado e umidificado de forma estéril e homogênea com 7 ml de solução umedecedora para FES. 

As fermentações tiveram como objetivo determinar o melhor substrato e o tempo ideal à 

produção de biossurfactante. A FES foi feita em Erlenmeyers com volume de 125mL contendo 2 

g de bagaço de cana-de-açúcar in natura e pré-tratadas (em diferentes frascos) e inoculadas com 
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a solução umedecedora. Foram preparados uma triplicata para cada ponto a ser analisado, sendo 

cada frasco considerado uma amostra. Os frascos foram incubados em uma estufa a 28 ± 2 °C, 

sob umidade de 80 % por um período de 14 dias (336 horas). Os frascos foram retirados nos 

tempos de 0, 3, 7, 9, 11 e 14 dias. Foram analisados os índices de emulsificação e as atividades 

enzimáticas em testes de endoglucanase, exoglucanase e FPase. 

 

4.8 Determinação do índice de emulsificação 
 

O índice de emulsificação (I.E) foi determinado de acordo com metodologia adaptada 

descrita por Chen et al (2007), em que 1 mL do sobrenadante de cada cultivo foi misturado com 

1 mL dos substratos hidrofóbicos utilizados (querosene, óleo de soja, fenol líquido, hexano e 

acetato de etila) e submetido a agitação (9000 rpm) em vórtex PHOENIX AP56 por 1 min. O I.E 

foi expresso em porcentagem (%) entre a razão da altura da camada emulsiva pela altura total da 

coluna do líquido de acordo com a Equação 5: 

 

                             I.E (%) = 
��

��
 x 100                       (Equação 5)                

                                 
Em que CE corresponde a medida da camada de emulsão e AT a altura total do líquido 

(Chen et al., 2007). 

 

4.9 Determinação da estabilidade de emulsão  
 
A estabilidade das emulsões produzidos foi determinada pela repetição do cálculo do 

I.E, em diferentes tempos (24, 48, 72, 96, 120 e 144 horas). Todos os ensaios foram feitos em 

triplicata. 

 

4.10 Determinação da tensão superficial  
 
A tensão superficial do sobrenadante, rico em biossurfactante, foi determinada usando 

tensiômetro (SensaDyne modelo 6000). Água destilada foi usada como controle. 

 

 

4.11 Extração e recuperação do biossurfactante 
 
O extrato bruto da fermentação foi utilizado em dois testes distintos (testes enzimáticos 

e índice de emulsificação) e, para cada objetivo, a extração do extrato bruto da fermentação foi 

realizado de forma distinta: para testes enzimáticos, o extrato bruto da fermentação foi extraído 

com adição de 5mL de tampão acetato 0,05 M pH 4,8 por grama de bagaço; para testes de índice 
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de emulsificação, o extrato bruto da fermentação foi extraído com adição de 5 mL de água por 

grama de bagaço. Os frascos foram deixados sob incubação em agitador rotatório (New 

Brunswick Scientific – Excella E24, Hamburgo, Alemanha) a 200 rpm e 28 ºC por 1 h. A fração 

líquida foi separada do frasco por prensagem e centrifugada (Novatécnica – NT 810, Piracicaba, 

Brasil) por 15 min a 3000 rpm, separando o líquido livre de células.  

 

4.12 Preparo do reativo de ácido 3,5 dinitrosalicílico (DNS)  
 
 Para o preparo do reagente DNS, foram pesados 10,6 g de ácido 3,5 

dinitrosalicílico e 19,8 g de NaOH e dissolvido em 1416 mL de água deionizada. Em seguida 

adicionou-se 7,6 mL de fenol fundido a 50 °C, 306 g de sal de tártaro e potássio e 8,3 g de meta-

bissulfito de sódio e homogenizou-se a solução obtida manualmente. 

 

4.13 Atividade de carboximetilcelulase (CMCase) 
 

A atividade de carboximetilcelulase (endo-1,4-β-glucanase) foi determinada através da 

metodologia de Tanaka et al., (1981) modificada. Foram adicionados 0,9 mL de solução de 

carboximetilcelulose 0,44 % m/V (SIGMA®) e 0,1 mL de extrato enzimático aos tubos de ensaio 

onde a reação foi mantida durante 10 min a 50 °C. Após isso, foi adicionado 1,5 mL de reativo de 

DNS, onde foram fervidos a 100 °C por 5 min. A leitura de absorbância foi realizada a 540 nm. 

A absorbância foi convertida em concentração de glicose de acordo com uma curva padrão 

construída entre 0,5 - 2,7 µmol/mL. 

 

4.14 Atividade exoglucanase 
 

A atividade de exoglucanase (exo-1,4-β-glucanase) foi determinada através do protocolo 

de Wood e Bhat, (1988). Foram adicionados 0,9 mL de Avicel 1 % m/V (SIGMA®) e 0,1 mL de 

extrato enzimático aos tubos de ensaio mantidos durante 60 min a 50 °C para a realização da 

reação. Após isso, foi adicionado 1,5 mL de reativo DNS, e aquecidos à 100 °C por 5 min. Os 

tubos de ensaios foram submetidos à centrifugação a 3500 rpm por 20 min, onde a fração 

insolúvel foi separada do sobrenadante. O sobrenadante foi lido a 540 nm. A absorbância foi 

convertida em concentração de glicose de acordo com uma curva padrão construída entre 0,5 - 

2,7 µmol/mL. 
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4.15 Determinação de atividade FPase  
 
A atividade FPase é determinada a partir da degradação de uma tira de papel de filtro 

Whatman n° 1 medindo 1,0 cm x 6,0 cm. No tubo contendo o ensaio reacional foi adicionado 1,0 

mL de solução tampão de citrato de sódio com o pH 4,8 a 50mM, 0,5 mL de extrato enzimático e 

uma tira de papel filtro. Em outro tubo, o controle da reação foi efetuado adicionando 1 mL da 

mesma solução tampão e 0,5 mL de extrato enzimático (extrato bruto da fermentação obtido no 

item 6.11) Em um terceiro tubo foi adicionado 1,5 mL de solução tampão e uma tira de papel 

filtro, este foi comparado ao controle. As amostras foram incubadas em banho-maria a 50 ºC por 

uma hora e a reação foi interrompida com a adição de 3 mL DNS. Os tubos foram aquecidos em 

água fervente por 5 min e logo após foram adicionados 20 mL de água destilada para posterior 

medição de absorbância em de 540 nm. Os valores de atividade foram estimados segundo 

recomendação de Ghose et al (1987). Considerou-se 1 unidade internacional (UI) equivalente a 1 

μmol de glicose liberada por minuto, que corresponde a 0,18 mg de glicose por minuto. 

 

4.16 Análise estatística  
 

A análise estatística dos resultados, obtidos nos experimentos foi realizada por testes 

de significância das médias, analisados nos softwares Design-Expert 6.0.8 Portable e Statistica 

7.0 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

5.1 Composição do Bagaço de cana-de-açúcar 
 

Os resultados da caracterização química do bagaço de cana-de açúcar in natura 

estão apresentados na Tabela 7. O bagaço de cana-de-açúcar é composto em sua totalidade 

por celulose, hemicelulose, lignina, extrativos e cinzas. 

 

Tabela 7 – Caracterização química do bagaço de cana-de-açúcar in natura  
(média ± desvio padrão) 

Componentes (%) 

Celulose 43,1 ± 0,3 

Hemicelulose 28,2 ± 0,2 

Lignina 21,1 ± 0,3 

Extrativos 4,6 ± 0,3 

Cinzas 0,7 ± 0,1 

                         

 

Como mostrado na Tabela 7, no bagaço in natura a fração hemicelulósica correspondeu 

a 28,2 % (xilana + arabinosil + acetil), enquanto a celulose correspondeu à maior parte do 

material, representando 43,1 % do total (glucana). Outros valores de componentes importantes 

como a fração de celulose (glucana) e de lignina total são semelhantes aos encontrados na 

literatura, por diversos outros autores, como apresentado na Tabela 8.  

 

Tabela 8 – Composição química percentual do bagaço in natura: dados da literatura 

Referência Componente principais bagaço de cana-de-açúcar (%) 

 Celulose Hemicelulose Lignina 

Carneiro et al. (2017) 42  28,8 20,5 

Zhu et al., (2020) 25,2 48,3 31 

Gomes et al., (2020) 39,8 17,1 22,2 

Zhang et al., (2021) 41,2 22,8 25,2 

  
 

Diferentes trabalhos citados na Tabela 8 mostraram que os valores dos componentes 

principais do bagaço de cana-de-açúcar podem variar como a celulose entre 25,2 a 42 %, 

hemicelulose entre 17,1 e 48,3 % e de lignina entre 20,5 e 31 %. A diferença apresentada pode 

ser explicada por variantes utilizadas ao longo do processo como a variedade da cana-de-açúcar 
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de onde o bagaço é oriundo, idade de colheita, condições endafoclimáticas (solo, temperatura e 

umidade) das regiões onde foram cultivadas e também a utilização de fertilizantes, sistemas de 

irrigação. Além disso, diferentes métodos analíticos utilizados na caracterização química da 

biomassa tratada também podem interferir na variação dos resultados nas análises (Ascencio et 

al., 2019; Canilha et al., 2011, 2012). Outro problema que pode interferir nas características 

químicas da amostra do bagaço de cana-de-açúcar está relacionado ao tempo de estocagem e 

teores de umidade, sendo indicado trabalhar com a biomassa em valores próximos a 10 % de 

umidade (Santos et al., 2011). Assim, foi observado que os valores obtidos no presente trabalho, 

estão próximos aos encontrados na literatura. 

 
5.2 Caracterização química do bagaço pré-tratado por cavitação hidrodinâmica 

 
Os efeitos da cavitação hidrodinâmica como pré-tratamento objetivam a degradação de 

moléculas orgânicas, como a lignina, tornando mais acessível as frações celulósica e 

hemicelulósica do material pré-tratado (Badve et al., 2014; Kim et al., 2015; Terán Hilares et al., 

2016). A Tabela 9 mostra todos os experimentos realizados propostos no planejamento e os 

resultados de remoção dos principais componentes químicos do bagaço de cana-de-açúcar após o 

pré-tratamento pela cavitação hidrodinâmica em diferentes condições. Como observado na 

Tabela 9, o valor que ocorreu maior remoção de lignina foi no experimento 8, em torno de 40,2 

%, enquanto o menor foi de 2,6 %, no experimento 5, Como consequência do pré-tratamento, 

houve redução máxima de celulose de 16,2 % (experimento 6) e de hemicelulose de 22 % 

(experimento 4). 

A lignina é considerada um fator limitante à taxa de hidrólise enzimática da biomassa, 

atuando como uma barreira física para restringir o acesso das celulases à celulose (Laureano-

Perez et al., 2005; Axelsson et al., 2012) . Vários estudos indicam que a digestibilidade da 

celulose é aumentada com a remoção da lignina (Zhao et al., 2009; Yu et al., 2016; Siqueira et 

al., 2017). Sendo assim, é válido atribuir que a formação de um bioproduto como o 

biossurfactante, oriundo de uma fermentação, pode ser facilitada e melhorada com a remoção de 

lignina prévia do material lignocelulósico pré-tratado. 
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 Realizando uma análise estatística para remoção de lignina baseada nos experimentos feitos da 

Tabela 9, observou-se os efeitos das variáveis no pré-tratamento na Figura 18. Os efeitos dos fatores 

X2 (tempo em min), X1 (Concentração em mol/L de NaOH), e a interação entre X1X2 foram 

considerados estatisticamente significativos ao nível de confiança de 95 %, demostrados na linha 

vermelha que verticaliza a Figura 18.  

 

 
Figura 18 – Gráfico de Pareto para remoção de lignina (%) com nível de confiança de 95 %. 

                       X1 – contração de NaOH; X2 – tempo de cavitação; X3 – carregamento de sólidos 

 

Na Figura 18, o fator X2 (tempo) é positivo e tem o maior efeito no pré-tratamento do que a de X1 

(mol de NaOH/L) e a interação entre X1X2, todos também positivos. Desse modo, os valores X1, X2 

e X1X2 foram utilizados para geração de um modelo que expressa a remoção de lignina deste 

trabalho, demostrado na Tabela 10. De fato, foi observado que o maior nível de remoção de lignina 

do bagaço pré-tratado foi de 40,2 % (experimento 8), onde se utilizou maior concentração de NaOH 

e maior tempo de cavitação. Consequentemente, o valor onde a menor remoção de lignina ocorreu 

foi de 2,6 % (experimento 5) onde utilizou-se os menores níveis de concentração de NaOH e tempo 

de cavitação no pré-tratamento. 
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Figura 19 – Gráfico de Pareto para remoção de lignina (%): (esquerda) Kim et al., (2015) e (direita) 

Terán Hilares et al., (2017) 

X1 – contração de NaOH; X2 – tempo de cavitação; X3 – carregamento de sólidos   
                           

 

Os trabalhos realizados por Kim et al., (2015) e Terán Hilares et al., (2017), utilizando 

nível de confiança de 90 e 95 % (Figura 19), respectivamente, mostraram que os parâmetros tempo e 

concentração de NaOH, nesta ordem, são os mais importantes para a remoção de lignina, como 

mostrados com os experimentos realizados neste trabalho, na Figura 18.  

O teor de remoção de lignina no pré-tratamento do bagaço de cana-de-açúcar por cavitação 

hidrodinâmica foi ajustado para um modelo com R2 =0,9619 e um p-valor menor que 0,01, um valor F 

de 92,59 e com uma não significância na falta de ajuste, o que é considerado ideal para o modelo. Todos 

os valores estatísticos mostram que o modelo obtido é adequado para prever o rendimento de remoção 

de lignina dentro da faixa das variáveis estudadas. 
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Tabela 10 – Análise de variância para um modelo 2FI composto para o rendimento de remoção de 

lignina do planejamento com nível de confiança de 95 %. 

Fonte de variação Soma quadrática 
Graus de 

liberdade 

Média 

quadrática 
Valor F p-valor  

 

Modelo 1402,86 3 467,62 92,59 < 0,0001*  Significante 

X1 593,40 1 593,40 117,50 < 0,0001*  

X2 772,25 1 772,25 152,91 < 0,0001*  

X1X2 37,21 1 37,21 7,31 0,0201  

Resíduo 55,55 11 5,05    

Falta de ajuste 53,31 9 5,92 5,29 0,1691   Não significante 

Erro puro 2,24 2 1,12    

Total 1458,41 14     

R2 = 0,9619       

*Significativo ao nível de confiança de 95 %. 

 

 

A otimização, então, gerou um modelo de remoção de lignina proposto na Equação 6: 

 

Y1 = -0,28708 + 20,18750X1 + 0,52500X2 + 1,52500X1X2          (Equação 6)                

Em que:  

Y1 = Remoção de lignina (%), X1= concentração de NaOH (mol/L), X2= tempo (min)  

 

Empregou-se a ferramenta de otimização numérica do programa Design-Expert para 

validar o modelo de remoção de lignina apresentado na Equação 6, adotando-se como critério: 

maior concentração de NaOH (0,5 mol/L), maior tempo de cavitação (25 min) e menor 

carregamento de sólidos (1 %), como teste. Foram feitos 3 experimentos utilizando estes 

parâmetros. Para cada experimento foi feito uma duplicata com os resultados mostrados na Tabela 

11:  

 

Tabela 11 – Resultados da caracterização para validação do modelo de remoção de lignina 

Experimento 

 

Concentração 

NaOH (mol/L) 

Tempo 

(min) 

Carregamento 

(%) 

Lignina 

total 

Remoção de 

lignina % 

Experimento 1 0,5 (+) 25 (+) 1 (-) 15,6 ± 0,9 45,1 

Experimento 2 0,5 (+) 25 (+) 1 (-) 15,9 ± 0,3 44,0 

Experimento 3 0,5 (+) 25 (+) 1 (-) 15,6 ± 0,4 44,9 

Média - - -  15,7 ± 0,1 44,7 ± 0,6 
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Procedeu-se então os experimentos nestas condições, sendo o resultado experimental 

obtido de rendimento de remoção de lignina de 44,7 ± 0,6 % (média ± desvio padrão). Com o 

procedimento, adotando os critérios descritos, o valor predito do rendimento de remoção de lignina 

é de 41.99 ± 3,73 % (média ± intervalo de confiança de 95 %), confirmando-se assim a predição do 

modelo. 

Outra forma de validação do modelo da Equação 6 pode ser feito na utilização da própria 

matriz de experimentos da Tabela 9, comparando os resultados previstos pela equação no Design-

Expert 6.0.8 Portable e os já obtidos experimentalmente, demonstrados na Tabela 12.  

 

Tabela 12 – Comparação dos resultados previsto com os obtidos 

experimentalmente 

Variáveis experimentais utilizadas no pré-tratamento Taxa de remoção de lignina 

experimento NaOH (mol/L) Tempo (min) Carregamento 
de sólidos (%) 

Experimental 

(%) 

Previsto 

 (%) 

1 0,1 (-1) 15 (0) 1 (-1) 10,0 11,8 ± 2,1 

2 0,5 (+1) 15 (0) 1 (-1) 27,3 29,1 ± 2,1 

3 0,1 (-1) 15 (0) 2 (+1) 18,3 11,9 ± 2,1 

4 0,5 (+1) 15 (0) 2 (+1) 30,1 29,1 ± 2,1  

5 0,1 (-1) 5 (-1) 1,5 (0) 2,6 5,1 ± 3,7 

6 0,5 (+1) 5 (-1) 1,5 (0) 15,1 16,2 ± 3,7 

7 0,1 (-1) 25 (+1) 1,5 (0) 15,5 18,6 ± 3,7 

8 0,5 (+1) 25 (+1) 1,5 (0) 40,2 42,0 ± 3,7  

9 0,3 (0) 5 (-1) 1 (-1) 12,1 10,7 ± 2,1  

10 0,3 (0) 5 (-1) 2 (+1) 10,9 10,7 ± 2,1 

11 0,3 (0) 25 (+1) 1 (-1) 32,4 30,3 ± 2,1  

12 0,3 (0) 25 (+1) 2 (+1) 31,2 30,3 ± 2,1  

13 0,3 (0) 15 (0) 1,5 (0) 22,7 20,5 ± 1,3 

14 0,3 (0) 15 (0) 1,5 (0) 20,7 20,5 ± 1,3 

15 0,3 (0) 15 (0) 1,5 (0) 21,1 20,5 ± 1,3 

Intervalo de confiabilidade nos resultados previstos do modelo em 95 % para mais ou menos. 

 

A partir da Equação 6, foi gerada uma superfície de resposta (Figura 20), mostrando que 

maiores concentrações de NaOH e maior tempo proporcionam uma maior remoção de lignina, como 

já observado. Na figura mencionada, percebe-se que a remoção máxima de lignina, que independe 

do carregamento de sólidos, permanece entre 40 – 50 % 
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A Tabela 13 mostra os resultados obtidos em outros trabalhos que utilizaram cavitação 

hidrodinâmica associado ao tratamento alcalino e seus respectivos resultados de remoção de lignina 

predito e experimentais para tratamento de biomassa:  

 
Tabela 13 – Comparação de tratamentos de biomassa por cavitação hidrodinâmica utilizando 
Orifícios de buraco 

 
Dispositivo de 

cavitação 
hidrodinâmica 

 

 
 

Substrato 

 
 

Parâmetros 

 
Remoção  
de lignina  
Predito* 

 

 
Remoção  
de lignina 

experimental 

 
 

Referência 

 
Orifício de buracos 

(27) 1 mm de 
diâmetro 

 
Bagaço de 
cana-de-
açúcar 

C: 0,5 mol/L  
NaOH 
S/L: 1 % 
T: 25 min 
P: 0,3mPa 

 
 

42 ± 3,73 % 

 
 

44,7 ± 0,6 % 

 
Este 

trabalho  

 
Orifício de buracos 

(27) 1 mm de 
diâmetro 

 
 

Caniço 

C: 3 % de 
NaOH 
S/L: 10 % 
T: 40 min 
P: 0,5mPa 

 
 

N/A 

 
 

42,3 % 

 
(Kim et al., 

2015) 

 
Orifício de buracos 

(27) 1 mm de 
diâmetro 

 
Bagaço de 
cana-de-
açúcar 

C:0,48 mol/L 
NaOH 
S/L: 4,27 % 
T: 44,48 min 
P: 0,3mPa 

 
 

59,5 ± 2,69 % 

 
 

60,4 ± 2,43 % 

 
(Terán 

Hilares et 
al., 2016) 

 
Orifício de buracos 

(16) 1 mm de 
diâmetro  

 
Bagaço de 
cana-de-
açúcar 

C: 0,3 mol/L 
NaOH 
S/L: - 
T: 30 min 
P: 0,3mPa 

 
 

46,6 ± 5,26 % 

 
 

51,5 ± 2,23 %  

 
(Terán 

Hilares et 
al., 2017) 

                 *sob condições otimizadas do processo com valores de predição ± 95 % 
                     C: concentração; S/L: taxa sólido/liquido; T: tempo; P: pressão; N/A: sem dados 
                      

 
 
      No presente trabalho foi observado que a remoção de lignina no tempo em 25 min 

foi próxima ao resultado obtido por Kim et al., (2015) que utilizou 40 min de tratamento em seu 

processo. O resultado de remoção de lignina obtidos por Terán Hilares et al., (2016) foram maiores 

quando comparado com os obtido por este estudo, embora os padrões estabelecidos fossem bem 

similares a este trabalho (orifício de buracos (27) 1 mm de diâmetro e próximo de 0,5 mol/L de 

NaOH e mesma pressão). Um dos fatores que contribui com uma maior remoção de lignina no 

trabalho de Terán Hilares et al., (2016) está relacionado a um maior tempo de cavitação (19,48 min 

a mais do que realizado neste trabalho) e, como já demostrado nas Figuras 18 e 19, o tempo de 

cavitação é determinante ao processo de deslignificação da biomassa, o que pode certamente 

explicar a diferença de remoção de lignina aos trabalhos comparados. 
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Em relação aos resultados obtidos por Terán Hilares et al., (2017), utilizando os níveis 

mais altos do seu estudo como concentração (0,3 mol/L NaOH), pressão (0,3mPa) e de temperatura 

do líquido (70 °C) houve uma diferença acentuada (9,5 % maior), quando comparados com os 

resultados deste trabalho, que utilizava a temperatura ambiente do liquido (25°C). De fato, como 

demostrado por Terán Hilares et al., (2017), altas temperaturas tiveram um efeito significativo na 

cavitação hidrodinâmica para deslignificação e digestibilidade enzimática da biomassa pré-tratado. 

A temperatura no processo de cavitação hidrodinâmica também é mencionada como relevante, pois, 

favorece a formação dos radicais livres como .OH, .O2, .HOO, .H que degradam o material 

lignocelulósico e aumentam a degrabilidade catalítica do material após o tratamento (Ozonek, 2012; 

Carpenter et al., 2017). 

Recentemente, Carneiro et al., (2019) produziu biossurfactantes a partir do bagaço de cana-

de-açúcar pré-tratado em condições alcalinas (1 g de bagaço foram utilizados 15 mL de solução de 

NaOH 0,3 mol/L) utilizando autoclave a 121 °C por 60 min em uma proporção 0,18 g de 

NaOH/bagaço. Nestas condições, houve uma taxa de remoção de lignina de 74,7 % de lignina. 

Também foi observado que a proporção do hidróxido de sódio, se aumentada, tende a ter um efeito 

positivo na deslignificação da biomassa, assim como demostrados neste trabalho nas Figuras 18 e 

20. Apesar de uma alta taxa na deslignificação, seu processo requer condições drásticas de 

temperatura e tempo (121 °C e 60 min), levando à remoção de quantidades significativas de celulose 

e hemicelulose de 12,2 % e 34,2 %, respectivamente, diminuindo a totalidade de açúcares 

fermentescíveis a biomassa que seria recuperada e utilizada ao processo em FES. No experimento 8 

da Tabela 9 do presente trabalho, onde encontram-se os maiores níveis de tempo de cavitação e teor 

de NaOH (fatores significativos de deslignificação), houve uma remoção de lignina de 40,7 % e de 

glucose e hemicelulose de 4,7 e 18 %, respectivamente. Apesar dos valores de remoção de lignina 

serem menores quando comparado aos de Carneiro et al., (2019), os valores de remoção de açúcares 

fermentescíveis também foram menores, podendo ser de interesse ao balanço de produtividade de 

biossurfactante ao processo FES que se dará posteriormente.  

      De modo geral, o tempo de tratamento, a concentração de NaOH e a associação entre os 

dois fatores citados influenciaram na deslignificação obtida a partir da cavitação hidrodinâmica 

associada ao NaOH. Todos eles, de forma positiva, indicando que ao se aumentar as condições do 

fator (na escala testada), a taxa de remoção de lignina também aumentará, tendo uma correlação 

direta entre a resposta (remoção de lignina) e os parâmetros citados (tempo de cavitação e 

concentração de NaOH). De forma igual, carregamento de sólidos (nem suas associações com outros 

parâmetros) tiveram influência acentuada na remoção de lignina.  
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5.3 Análise das propriedades tensoativas e emulsificantes dos extratos brutos contendo 

biossurfactante 

 
5.3.1 Análise da tensão superficial 

Para o processo de FES, foi utilizado o bagaço pré-tratado por cavitação hidrodinâmica 

onde houve maior remoção de lignina (0,5 mol/L, 25 min e 1 % de carregamento de sólido). A partir 

da FES de 14 dias (336 horas). Utilizando os extratos brutos das fermentações em estado sólido, não 

houve variação da tensão superficial, mantendo-se o valor de 71,3 mN/m da fermentação do dia 0 ao 

dia 14. Desse modo, extrato bruto contendo o biossurfactante produzido pela Aureobasidium 

pullulans LB83 não possui propriedades na diminuição da tensão superficial, embora possa 

emulsificar diferentes reagentes. Segundo Rahman et al., (2019), os termos  “biossurfactantes” e 

“bioemulsificantes” são normalmente utilizados para descrever biomoléculas de superfície ativa, 

contudo, há diferenças entre eles. Os biossurfactantes alteram a tensão superficial e emulsionam; 

enquanto os bioemulsificantes não são conhecidos por terem impacto na tensão superficial. De 

modo geral, os bioemulsificantes possuem um peso molecular mais alto e uma mistura mais 

complexa que consiste em lipoproteínas e lipopolissacarídeos do que os biossurfactantes (Uzoigwe 

et al., 2015; Rahman et al., 2019). Embora o teste da tensão superficial utilizando o extrato bruto 

não tenha mostrado uma redução ao longo do tempo fermentativo, não é possível concluir com 

clareza de que se trata de um bioemulsificante devido à falta de testes mais conclusivos (porém que 

estão em andamento/planejamento) como a composição bioquímica da molécula (porcentagens de 

carboidratos/lipídios/proteínas), cromatografia de camada fina, espectroscopia infravermelha de 

transformada de Fourier, espectrometria de massa de cromatografia líquida de alto desempenho 

entre outros (Mujumdar et al., 2019; Twigg et al., 2021). 

 

5.3.2 Análise do índice e estabilidade da emulsificação 

Com extratos brutos da fermentação obtidos em diferentes intervalos (0, 3, 7, 9, 11 e 14 

dias) foi determinado o índice de emulsificação em 24 horas (IE24). Para isso, diferentes substratos 

hidrofóbicos foram testados para determinar o índice de emulsificação como demostrado na Figura 

21.  
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Figura 21 – Índice de emulsificação em 24 h (IE24) do extrato bruto nos substratos hidrofóbicos 

listados em diferentes tempos de fermentação em estado sólido. 

 
Entre os substratos hidrofóbicos, nota-se uma diminuição do IE24 entre o dia 0 e o dia 3 

(com exceção o acetato de etila). Essa diminuição pode ser justificada pelo processo de adaptação 

do crescimento da levedura  devido à redução da atividade da água e  a regulação das enzimas para a 

hidrólise da nova fonte de carbono presente no meio (Hamill et al., 2020) devido a passagem do 

microrganismo do meio líquido para o meio sólido em FES. Também foi observado um aumento do 

IE24 do extrato bruto das fermentações do dia 3 até o dia 14 para querosene, óleo de soja, fenol 

líquido e hexano (Figura 22). Contudo, destacam-se o querosene e o óleo de soja, pois, a diferença 

dos índices de emulsificação entre o 3° dia e o 14° dia são maiores que 25 %. Os IE24 em acetato de 

etila se manteve constante (Figura 22).  
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Figura 22 – Comparação entre os índices de emulsificação de 24 horas (IE24) entre os extratos brutos 
de fermentação do 3° e 14° dia nos diferentes tipos de reagentes. 

                     

 

De forma similar, Kulkarni et al., (2020) produziram biossurfactante em FES pelo fungo 

Pleurotus ostreatus e obtiveram IE24 de 80,9 %, 57,9 %, 43,5 % e 19,4 %, para óleo de girassol, 

óleo de oliva, óleo de castor e hexano, respectivamente. Também foi possível observar nos 

resultados de Sena et al., (2018) que o fungo de  solo Penicillium 8CC2 demonstrou um IE24 de  55 

% utilizando óleo de soja e 67,4 % utilizando extrato de levedura. A produção de biossurfactante por 

bactérias também apresentam índices de emulsificação nos diferentes substratos hidrofóbicos como 

demostrados por Morais et al., (2017), que  observaram um índice de emulsificação próximo de 70 

% para biossurfactante produzidos por Lactobacillus jensenii P6A utilizando óleo de algodão e 

também índices superiores de 60 % para óleos vegetais como óleo de oliva e girassol e outros 

reagentes de hidrocarbonetos como querosene, tolueno, hexano e xileno. Ibrahim et al., (2020), 

informaram que o biossurfactante produzido por Rhodococcus erythropolis AQ5-07 apresentou um 

índice emulsificação de 91,5 % com óleo de canola, assim para hidrocarbonetos como hexano, 

hexadecano, tetrahexadecano, tolueno e óleo diesel de 88,0, 80,7, 52,9 e 62 %, respectivamente. 

Biossurfactantes e bioemulsificantes são moléculas que podem ser distinguidos com base 

em sua estrutura e propriedades físico-químicas. Tais estruturas e propriedades possuem um 

equilíbrio entre as regiões hidrofílica e hidrofóbica na molécula, conhecido como número de 
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equilíbrio hidrófilo-lipófilo (HLBA). A diferença de valores no índice de emulsificação obtido para 

os compostos hidrofóbicos testados pode ser explicada pela natureza do biossurfactante devido a 

que seu valor HLBA pode ser semelhante ao exigido para a emulsão em óleo soja e querosene 

(Figura 22). Além disso, os  diferentes graus de hidrofobicidade dos reagentes pode ter influenciado 

no desempenho de emulsificação diferente pelo BS testado (Sałek e Euston, 2019; Haidar et al., 

2020). Desse modo, a Figura 22 ilustra a relação indireta entre o biossurfactante produzido ao longo 

do tempo por Aureobasidium pullulans LB83 e o índice de emulsificação (IE24). Os reagentes com 

as propriedades emulsificantes mais notáveis foram querosene e óleo de soja. 

Outra importante característica é a estabilidade da emulsão do biossurfactante. A Figura 23 

indica os valores do IE24 do querosene e óleo de soja no 14° dia, onde as emulsificações foram 

maiores e do IE144, que é o índice de emulsificação monitorado após o 6°dia. 

 

 

Figura 23 – Estabilidade da emulsão observada entre o primeiro (IE24) e último (IE144) índices de 
emulsificação do extrato bruto da fermentação do 14° dia em querosene e óleo de soja. 

 

O valor do índice de emulsificação do querosene variou de 38,2 % (IE24) a 30,5 % (IE144), 

com uma estabilidade da camada de emulsificação de 80 %. No entanto, o óleo de soja variou de  

46,2 % (IE24) a 41,6 % (IE144), mantendo uma estabilidade de 90 %. Estes resultados mostram que o 

biossurfactante formado mantém uma capacidade de estabilização da camada emulsificante ao longo 

do período observado (6 dias). Nesse sentido, Felix et al., (2019) informou que o biossurfactante 

produzido por Bacillus subtilis LAMI00 obteve uma pequena variação no índice de emulsificação 

após o 3° dia para gasolina, diesel, querosene n-hexadecano tolueno e heptano, indicando seu uso 

para lavagem de solos em produtos derivados de petróleo. Outro estudo realizado por Jarzębski et 
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al., (2020) demostrou a estabilidade produzida pela saponina extraída  da Quillaja saponaria. 

Utilizando 2 g/L do biossurfactante em extrato bruto, observando-se uma estabilidade de 100 % do 

índice de emulsificação após 24 horas para 90 % ± 2 para o mesmo índice após 7 dias quando 

misturado em óleo de canola. Desse modo, os resultados deste trabalho demostraram que o 

bioproduto sintetizado pela Aureobasidium pullulans LB83 é um biossurfactante com propriedades 

emulsificantes para querosene e óleo de soja, e que possui uma estabilidade de manter a emulsão por 

um período de até 6 dias sem muitas variações.  

 
5.4 Análises das atividades enzimáticas 

 
Assim, no presente estudo, as atividades das enzimas celulolíticas como endoglucanase, 

exoglucanase e FPase foram medidas durante 14 dias em FES para produção do biossurfactante por  

A. pullulans LB83. De forma geral, foi observado uma variação enzimática durante o período 

fermentativo onde houve a produção do biossurfactante como demonstrados na figura 24.  

 

 
Figura 24 – Atividades enzimáticas mensuradas durante 14 dias de FES: atividades de 
endoglucanase e exoglucanase e atividade de FPases. Todos feitos em triplicata. Os resultados estão 
em unidade internacional de enzima por grama (IU.g-1). 

                              
 

Entre as 3 enzimas ilustradas, o maior valor foi detectado para a endoglucanase, no 9° dia, 

com valores de 2,43 ± 0,1 IU.g-1. Do mesmo modo, os valores máximos de exoglucanases 

mensurado foram 1,45 ± 0,5 IU.g-1  ao 14° dia, ambas demostradas na figura 24. Em relação aos 

resultados de FPase, os valores encontrados foram bem menores quando comparados com as outras 

duas enzimas. No entanto, a produção mais elevada foi observada no 7° dia com 0,041 ± 0,003 IU.g-
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1, como demostrados na figura 24. A diferença entre as enzimas mensuradas endoglucanases e 

FPases neste trabalho também foi observada em proporções similares por Marques et al., (2018), 

que utilizaram fungos endofíticos para produção de enzimática utilizando FES durante 7 dias. Os 

autores testaram uma mistura de bagaço de cana-de-açúcar e farelo de trigo, e foi observado que 

Colletotrichum crassipes CSY 02 e Paecilomyces sp. SF 021 produziram 5,32 U.g-1 e 0,08 U.g-1 e 

1,43 U.g-1 e 0,02 U.g-1 para endoglucanases e FPases, respectivamente. 

Também foi possível observar um aumento das endoglucanases e exoglucanases no mesmo 

período onde houve diminuição do IE24 (período entre o 0 e 3° dia). Esse aumento conjunto das 

enzimas provavelmente se deve ao período de adaptação das células ao meio sólido. O bagaço de 

cana-de-açúcar contém açúcares fermentescíveis que estimulam o crescimento celular. Além disso, 

a síntese de metabólitos e enzimas celulolíticas pode ocorrer devido à necessidade dos 

microrganismos metabolizarem compostos dificilmente degradáveis (Velioglu, Ozturk Urek, 2014) 

e da regulação de enzimas para consumo da nova fonte de carbono presente no meio (Hamill et al., 

2020). Nesse sentido, os resultados enzimáticos encontrados indicaram que tendo apenas o bagaço 

de cana-de-açúcar como suporte e fonte de carbono no meio de cultura, a Aureobasidium pullulans 

LB83 produziu enzimas hidrolíticas, como as celulases.  

Baseando-se nas evidências expostas até o presente momento, é possível inferir que o 

aumento da atividade enzimática observada favoreceu o crescimento celular e a produção de 

biossurfactante, analisado indiretamente pelo aumento de IE24 ao longo da FES (Figura 21). Ainda 

que produção enzimática tenha mostrado variações, diferentemente do IE24, a proposta de mensurar 

estas enzimas foi elucidar o comportamento enzimático da Aureobasidium pullulans LB83 frente ao 

bagaço de cana-de-açúcar como única fonte de carbono disponível ao meio. Assim, foi demostrado 

que o aumento da quantidade das enzimas hidrolíticas testadas no último dia de fermentação (14° 

dia) quando comparadas com o tempo 0, são provenientes da necessidade metabólica do 

microrganismo de utilizar o bagaço de cana-de-açúcar como suporte e substrato. Outra vantagem na 

utilização da Aureobasidium pullulans LB83 é a transformação direta do bagaço de cana-de-açúcar 

em biossurfactante sem a necessidade de processos de hidrólise, como feito por Marcelino et al., 

(2017) utilizando Scheffersomyces stipitis, diminuindo o número de operações unitárias que compõe 

o processo e reforçando a possibilidade de utilização da A. pullulans LB83 no contexto de 

biorrefinarias.  
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6 CONCLUSÕES 
 

• Os resultados obtidos permitem concluir que a cavitação hidrodinâmica associada a 

solução alcalina reduz a quantidade de lignina presente na biomassa lignocelulósica, 

facilitando a hidrólise das outras frações de polissacarídeos disponíveis no bagaço de cana-

de-açúcar pela Aureobasidium pullulans LB83; 

• A Aureobasidium pullulans LB83 produziu biossurfactante em FES utilizando bagaço 

pré-tratado por cavitação hidrodinâmica como fonte de carbono; 

• A Aureobasidium pullulans LB83 demostrou ter uma atividade enzimática de 

endoglucanases, exoglucanases e FPases relevantes nas FES utilizando bagaço de cana-de-

açúcar pré-tratado; 

• O biossurfactante produzido por Aureobasidium pullulans LB83 em bagaço de cana-de-

açúcar pré-tratado por cavitação hidrodinâmica exibiu uma destacada atividade 

emulsificante em substratos com diferentes polaridades e uma estabilidade da camada 

emulsificante nos dias observados.  
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