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Selecao de bactérias isoladas de um reservatério brasileiro
para a producao de biossurfactante: analises da tensio
superficial, tensao interfacial e quantificacdo de proteinas
totais do biossurfactante semipurificado

FERREIRA, Jakeline Freitas; BOSSOLAN, Nelma Regina Segnini

jakeline.ferreira@usp.br

Biossurfactantes (BS) sdo compostos de origem microbiana que exibem propriedades surfactantes
distribuindo-se em interfaces 6leo/agua capazes de diminuirem as tensdes superficiais e interfaciais.
Os BS apresentam potencial de aplicacdo em varios setores, pois sdo biodegradaveis, exibem baixa
toxicidade e muitos tém atividade a condicBes extremas de temperatura, pH e salinidades. (1) No
setor da industria petrolifera, esse tipo de composto pode ser utilizado em processos de recuperacido
terciaria do petréleo (MEOR). O tipo e a quantidade de BS produzido s3o influenciados por diferentes
fontes de carbono (C) e nitrogénio (N) e pela propor¢do C/N, além das condi¢des de cultivo. (2) O
presente trabalho buscou avaliar as fracdes do biossurfactante semipurificado produzido pelas fontes de
carbono e nitrogénio (sacarose e ureia), previamente selecionadas, tendo vista otimizar as condi¢cdes de
produgdo de BS por uma linhagem bacteriana identificada como Bacillus alveayuensis (Ar35D5), para
fim de aplicagdo em MEOR. Bacillus alveayuensis foi cultivada em Meio Mineral, na relagdo (C/N: 2/1)
utilizando as fontes sacarose e ureia, a temperatura de 55°C, durante 144 horas, apés este periodo as
células bacterianas foram removidas por centrifugagdo (10000 g x por 40 min, 15°C). O sobrenadante
livre de células foi precipitado pela adi¢cdo de HCI (5N) a um pH final de 2,0 e armazenado overnight a
4°C. Os precipitados foram recolhidos por centrifugacdo a 10 000 g durante 40 min a 4°C, reajustado
o pH para 7,0 e secos em liofilizador, este denominado BS-Bruto. Essa amostra de BS-Bruto passou
por um processo de extracdo com cloroférmio em funil de separacdo e foi submetida & secagem em
capela de exaustdo. Este produto extraido, denominado BS-Extraido, foi purificado parcialmente em
coluna de vidro contendo silica gel. Para isso, amostras de 0,10 g de BS-Extraido foram dissolvidas
em 100 mL de agua ultrapurificada e adicionadas em coluna empacotada (25 x 3,0 cm) com silica
gel 60. Os solventes utilizados foram agua ultrapurificada, acetonitrila 25%, 45%, 60%, 75% e 100%,
aplicando-se 450 mL de cada. Todas as fracdes obtidas de acetronitrila foram secas em liofilizador e foram
denominadas BS-Semipurificado. As fragdes secas do BS-Semipurificado (25%, 45%, 60%, 75%) foram
submetidas a medidas da tens&o superficial (TS) e interfacial (TI) utilizando o tensiémetro automatico
(modelo Sigma 700, marca Attension). A analise do contetdo proteico foi realizada para as amostras
BS-Semipurificado 60% e BS-Semipurificado 75% utilizando o kit comercial Pierce(R) BCA Protein Assay
Kit (Thermo Fisher Scientific), de acordo com o protocolo do fabricante em microplaca de 96 pogos,
com posterior medida de absorbancia em 562 nm. Os resultados revelaram que o BS-Semipurificado
60% apresentou uma maior diminuicdo da tensdo superficial 39,75 4= 0,29 mN.m~! e melhor reducio da
tensdo interfacial 10,63 & 0,25 mN.m~!. Além disso, para a analise da quantificacdo de proteinas totais
o BS-Semipurificado 60% apresentou maiores valores de absorbancia 0,264 (£ 0,007) referindo a 6,7%
da quantificacdo de proteinas totais, sendo o coeficiente de determinacdo (R? = 0,986). Dessa forma,
concluimos que a fracdo de BS-Semipurificado 60% apresenta a maior concentracio de biossurfactante
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mostrando-se promissor para o uso em MEOR.
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