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INTRODUCAO:

Durante o processo de biorremediagdo em dreas contaminadas, os
microrganismos do solo produzem biossurfactantes, para poderem utilizar o
contaminante como fonte de carbono, acelerando o processo de biodegradacao
(ANGELES; REFUGIO, 2013).

Os microrganismos do género Bacillus sp. destacam-se por serem facilmente
encontrados em solos, e produzem biossurfactantes do tipo surfactina. Este
biossurfactante possui uma porgao proteica, sendo possivel realizar sua quantificacao
através de métodos espectrofotométricos para determinacdo de proteinas. O
desenvolvimento de metodologias que permitam quantificar biossurfactantes em solos
durante o processo de biorremediacdo auxilia na otimizacdo da estratégia, pois ainda
ndo estdo esclarecidos os mecanismos em torno da producdo de biossurfactantes in
situ.

Desta forma, o objetivo deste estudo foi produzir surfactina e padronizar uma
metodologia para quantificacdo deste biocomposto, através de método
espectrofotométrico.

DESENVOLVIMENTO:

Inicialmente, realizou-se a producdo da surfactina (CssHg3N7Oq3) através de
fermentacdo submersa por 5 d em agitador orbital a 100 rpm. O meio de cultivo
utilizado tinha como base soro de leite pré-tratado, através de acidificacdo e posterior
ebulicdo por 10 min, sendo removido o precipitado por filtracdo e pH ajustado em 7,0.
Para a composi¢cdo do meio de cultivo, utilizou-se 50 mL do soro de leite pré-tratado,
além da suplementagdao com 1% de sulfato de amdnio, 2% de 6leo de soja e adigao de
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solu¢do de micronutrientes, além de 2 mL de indculo da bactéria Bacillus
methylotrophicus.

Durante a fermentag¢dao submersa foram retiradas aliquotas nos tempos inicial
(TO) e final (T5) para a avaliagdao da produgao de biossurfactantes através da tensao
superficial, utilizando tensiometro através do método do anel Du-Nuoy’s ring. Ao final,
o biossurfactante foi recuperado por precipitacdo acida seguida de liofilizacao.

Considerando que a surfactina possui uma fracdo proteica, foi realizada a
mensuracdo deste biocomposto pelo método adaptado de Biureto (GORNALL et al.,
1949). Para a elaboracdo da curva padrdo, que relaciona a concentracdo deste
composto com absorbancia, a surfactina (0,05g) foi diluida em agua destilada e alcool
etilico 92,8% na proporcao de 1:1, e agitada por 20 min em agitador magnético. Apds,
foram preparadas solucbes, variando a concentracdo de surfactina entre 10 a 500
mg/L. Em tubos de ensaio, em triplicata, foram adicionadas 2,5 mL das solu¢des de
surfactina e 2,5 mL do reagente de Biureto, e em seguida agitados em voértex. Os tubos
de ensaio foram mantidos em banho-maria a 37 °C por 15 min e apds realizada a
leitura das amostras em espectrofotometro a 540 nm. Para o ponto branco foi
utilizada dgua destilada em substituicdo da amostra.

A partir dos resultados da fermentacdo submersa, demonstrados na Figura 1,
pode-se observar que houve redugdo de 12,55% no valor da tensdo superficial,
partindo de 33,38 mN/m, no TO, e obtendo-se 29,19 mN/m, apds os 5 d de
fermentacao, indicando a produc¢do de compostos tensoativos.

Na Figura 2 é apresentada a curva padrdo obtida para determinar a
concentracdo de surfactina, a qual se mostrou adequada para aplicagdo na
mensuracdo da producdo de biossurfactantes que serdo extraidos do solo, conforme
Angeles e Refugio (2013). A quantificacdo da surfactina ocorre devido a coloracio
resultante da rea¢do entre a amostra contendo peptidios com o reagente de Biureto,
conforme a quantidade de proteina presentes na mesma (SOUZA; NEVES, 2017). Esta
coloracdo se deve as ligacOes estabelecidas entre os atomos de nitrogénio livre e o
cobre (Cu*?), ambos componentes do reagente.

Encontra-se dificuldades para a padronizacdo de metodologias capazes de
mensurar biossurfactantes, principalmente em solos, sendo que a maioria dos estudos
utilizam métodos com elevados custos, como a cromatografia. Desse modo, a
aplicacdo de métodos colorimétricos que apresentam custos menores torna-se
favoravel.

CONSIDERACOES FINAIS:

Através da fermentacdo submersa em meio de cultivo com soro de leite, foi
possivel produzir surfactina suficiente para utilizacdo na padronizacdo da metodologia.
A curva padrdo obtida através do método de Biureto apresentou-se apropriada para a
determinacdo da surfactina em meio aquoso, podendo ser utilizada para quantificar os
biossurfactantes produzidos em solos.
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Figura 1 - Tens3o superficial na producdo de surfactina na fermentacao submersa.
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Figura 2 - Curva padrdo de surfactina utilizando o método de Biureto.
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