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RE S U N O

Este trabalho propõe o emprego de um dos métodos colorinietricos cias

sicos de Bioquimica para a defcerminaçao de proteínas conkidas em amostras con-

troles preparadas cm laboratório e em anioslras de esgobo sanitário. Os resulta

dos obtidos pelo método colorinietrico são comparados com os valores de DOO e

DBÜ.

l - iNTRODUl;ÁO

Devido as inkerferencian exJsLcni-os nos lês l os de DOO e DUO loma-se

eviüente a necessidade de um estudo mais detalhado relativo a debenninaçao de

rnaleria orgânica em aguas residuarias. As profceinas constifcuem um dos canponen

tes importantes da mafceria orgânica das aguas residuarias e, portanLo, sua de-

tenninaçao merece afcençao especieü.. O objetivo deste trabalho consiste na apli

caçao de uin me bodo relativamente rápido, económico e preciso para determinação

de proleinas totais em aguas residuarias, bem como para acompanhar os niveis

prr)Lcicos em reaLor-es destinados aos esludos cie degraclaçao de maleria orgânica.

2 - PROTEÍNAS: CONCEITOS E OCOKRL;NC]A I';M AGUAS RESIDUAR1AS

Proteínas, segundo Slryer '(4), são compostos orgânicos nifcrogenados

de origem animal, vegetal ou microbiana que resultan da condensação biológica .

de elevado nunero do moléculas de L oini nonc idos, sendo porbanbo polj.meros de

alias pesos moleculares. São enconbradas na.s células sou a forma solúvel (nio-le

cuias livres) ou ligadas a canponenbes celulares estruturais tais como paredes

e membranas. Apresentam uma proporção aproxiniadanenbe consbanle. de nitrogenio

cia ordem cie 16% em peso. Suas moléculas conlcrn aboidos cie csLrbono, hidrogenio,

nitrogenio e event-ualmente outros elementos ccxno fósforo, ferro, enxofre, cal-

cio e outros consfcibuintes que lhes impõem propriedades diversas e funções es-

pecificas conforme descrito por Lelininger (3). Os produtos de hiclrolise das

profceinas são suas próprias unidades esfcrulurais ou aininoacidos livres, pepfci-

deos, oligopeptideos e polipeptideos menores que a proteína original. As enzi-

mas que hidrolisam proteínas são genericamenfce denaninadas proteases. As pro-
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teases produzideis por microrganismos são par-Uiculannei-ile imporbante aos pro-

cessos biológicos de degradação de matéria orgânica.

As prole j nas são canpononLoG organicos imporlanlês da f ração nitno-

genada das aguas residuarias que quando presentes em grandes quantidades po-

riem sofrer decomposição e gerar odores desagradáveis. As aguas residuarias do

mestiças podem conter vários tipos de proteínas e cano exemplo pocle-se citar

as albuminas, globulinas de diversas origens e enzimas industriais (detergen-

tes) ou resultantes da abividade microbiana do próprio esgoto. Os tipos de

proteínas presenbes em aguas residuarias industriais variam com a natureza

dos processos: a) caseina e lactoalburnina predaninam em despejos de latici-

nios, b) colágeno, elasbina, soroalbumina e outras em despejos de abafcedouros,

c) enzimas degradativas industriais em despejos de industrias têxteis e de pa

pel.

3 - METODOLOGIA

3.1 - Procedimentos Gerais i

O método utilizado para a determinação de proteínas foi o Método do

Micro-Biureto baseado na metodologia descrita por Itzhaki e Gill (2). No pre-

sente trabalho a curva padrão (Figura l) foi obbida utilizando-se urna solução

padrão mista conbendo r-globulina (Sigma, BG II), (3 -lactoglobulina (Signa,L-

1628) e ovoalbumlna (Sigma, A-5503), na proporção 1:1:1 (peso/volume).

Figura l - Curva padrão para proleinas .
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Duas outras proteinas, caselna (M<::rcl<) e soroalbumina (Sigpa, A-
-4503), foram utilizadas para a comparação entre o método proposto e os méto 
dos uséldos pelos s;uül:nrisl:a.s, ou !:>Cj<.un lXJO e Dl30 (Método das DiluiçÕes)-:­
descri tos no S tandard Me thods ( 1 ) . Foram es tabelecid~, para essas duas pro­
te .i nas, as seguintes correlações: 

a) Concentração proteica (gravimel:ria) x dosagem colorimétrica (curva padrão 
do Método do Micro-Biureto). 

b) Concentração proteica (gravimetria) x DQO 

c) Concentração proteica (gravimetria) x DBO 

j· d) Dosagem colorimétrica (curva padrão do Método do Micro-Biureto) x DQO 

e) Dosagem colorirnétrica (curva padrão do Método do Micro-Biureto) x DBO 

f) DQO x DBO 

Para a avaliação do grau de recuperação de proteina adicionada a 
un esgoto sanitário "in natura" e filtrado (WI'laanan nº 40, 8 IJ) foi prepara­
do un "esgoto modificado'' consti tuido pela adição dos seguintes canpostos ao 
filtrado: soroalbumina bovina ( 900 rng/ i) , sacarose ( 500 mg/ i) , Óleo de soja 
(200 mg/t), detergente em pÓ (200 mg/t) e ácido aspártico (200 mg/t). Devido 
a problemas de turbidez, o esgoto "in natura" e o esgoto modificado foram ela 
rificados por nova filtração em filtro de nitrocelulose (Sartorius SM 11307 ;-
0,2 IJ) para as detenninaçÕes colorimétricas. A diferença de concentração de 
prote.ina entre as amostras de esgoto modificado e esgoto "in natura" deve 
ser equivalente a concentração da proteina adicionada. 

3.2 - Método do Micro-Biureto 

O Métoclo do Micro-B:i.uret;o, ca11o closcr.i to por Itzhald e Gill (2) , 
CCHlSlsle nn reaçno dn proLcina can sulfat.o de cobre crn ntcio fortcu~enLe alca­
lino originando um complexo de cor violeta caracter.:Í.stica, cuja absorbância 
foi medida a 310 nm num espectrofotômetro Beckman, modelo DU-25. 

Reagentes: 

Solução de hidrÓxido de sÓdio 307~: dissolver 30 g de NàOH em 1Q9mt 
de agua destilada. 

Reagente de cobre 0,21%: dissolver 0,21 g de Cuso
4

• 51-1
2

0 em 100 mt 
de hidrÓxido. de sÓdio 3cP/o. 

Frocedi111ento: 

Adiciona-se 1 m t do Reagente de Cobre a 2 mi da solução · contendo 
proteina e procede-se à leituras a 310 nm, 5 minutos apÓs a adição do reage!! 
te. A cor violeta do composto fonnado é estável por 2,5 h. O ensaio em bran­
co é realizado de fonna idêntica, substituindo-se o volume da solução de p~ 
te .i na por igual volume de água destilada. Cada absorbância final resulta da 
diferença entre a absorbância da solução testada, contendo proteina, e a do 
ensaio em branco. 
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4 - FUiSULTADOS

f f

4.1 - Amostras Controles Preparadas em Laboratório: Caseina e Soroalbuni

na

Os resultados (Figura 2 a 13) referentes a determinação de protei-

nas são apresentados a seguir, mostrando as diversas correlações descritas na

metodologia para os valores das concentrações pró beiças obtidas por gravime-

tria (C), dosagens colorimèfcricas (D), DOO e DBO para amostras das duas pro-

teinas estudadas separadeanente. Nas figuras estão'indicadas ainda as equa-

coes das curvas ajustadas pelo método dos mínimos quadrados, e os valores ob

tidos para os coeficientes de correlação.

Figura 2 - Correlação entre dosagem colorimetrica e concentração

obtida por gravimetr-ia de coseina
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Figura 3 - Correlação en Ire dosagem colorlmetrica e concenLração

obtida por gravine bria de sor-oalbuinina
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Figura 4 - Correlação enIre DOO e coitcenLraçao obtida por

graviniefcria de caseina
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Figura 5 - CoMelaçao entre DOO e concentração obtida por

gravimetrla de soroalbuinina
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Figura 6 - Correlação entre DOO e concentração obtida por

graviine tria de caso ina
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Figura 7 - Correlação enLre DUO e conccnLraçao obtida por

gravimefcria de soroalbuinina
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Figura 8 - Correlação enbre dosagem colonmebrlca e DOO

de casei na
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l-'lgura 9 - C'rrrplnç,'-ii) cnt.r-p i li i:~,.'v',i>m colorj.incLrlc.'! e ÜCJO do

nor-onlbuninn
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Figura 10 - Correi nçao ont.re üosagem co] orirnè Irica e DBO de

Cr-ise.ma
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Figura 12 - Correlação entre DQO e 0!30 de caseina 
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Fleura 13 - Correlnçrío entr-e I)(.x) c DBO ck~ !:;ur'Oal!Junlnn 
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4.2 - hnostras de Esgoto Sanitário 

A recuperaçao da quantidade da proteina (soroalbumina) adicionada 
ao esgoto sanitário, empreg~do-se o Método do Micro-Biureto, está descrita 
na Tabela I. 

TABELA I - REX::UPEllAÇÃO DE SOnO.I\LBUf1INA ADICIONJ\DA AO ESGOTO SANITÁRIO a 

CONCENTRAC.lO RECUPERAÇAO 
AMOSTRA 

Co/liDç Cp Imo/A l O ( mg/ l) AO(mg/l) liDe' I mo/ .t) 

ESGOTO 396 1-
1325 1247 1,39 

ESGOTO MODIFICADO 900 I 721 

ESGOTO ClARIFICADO • 125 

975 918 1,02 

ESGOTO MODIFICADO · 
900 1100 

E CLARIFICADO 

a 2P3 Significado dos slrnbolos 



D ; concentração pelo Método do Uiurelo

AD : D do esgoto modificado - D do esgoto

&D^, : valores cie A D corrigidos confoniie Fip,ura 3.

Os resultados de DBO,_ ^ e de DOO para as sunoskras de esgoto esku
f

dadas são mostradas na Tabela II.

TABELA II - RESULTADOS DE DOO E DBO, ^ E RECUPERAÇÃO DE

MATÉR1/V ORGÂNICA TOTAL ADICIONADA AO ESGOïO SAIMITÁRIOa

ESGOTO

ESGOTO
MODIFICADO

COM

CT -

(mç/1)

r

2000

CEWTRAÇÃO

DOO

(mg/A)

325

Z 559

DBOo.20

(mg/ü)

180

1571

A DOO

(mg/JU

2234

RECUPERAÇÃO

A 000^ AOQ^
(mg/i.)

1391 1.12

à

o

080

.70

°-SQ/Í1

Significado dos símbolos

: concentração de rriaberia orgânica to fcal adicionada (gravirnetria)

: DOO de esgoto modificado - DOO do esgoto

'T

ADOO
ADBO,. ^: DBO^ ^^ do esgoto modificado - DBO,. ^ do esgoto

p C—\J ~~> g

A Tabela III apresenka -as correlações obtidas entre os valores de

soroalbuinlna, recuperacia pelo Método do Mici-o-Biureto, e a mabcria orgânica

total recuperada por DOO e DBO^ „,.,.
f

TABELA III - COMPARAÇÃO DAS CORRELAÇÕES ENTRE A MATÉRIA ORGÂNICA

PROTE1CA UETE1MINADA PELO MEÏOüO DO MICRO-BIUREIQ E A MATÉRIA

ORGÂNICA TOTAL POR GRAVIMETRIA, DOO E DBO,
y

Cp
/'r

AOc
/T

ADc /& DOO
ADc

ADBO g.2Q

0.45 0.46 0.41 0.66

zyy



5 - DISCUSSÃO E CONCLUSÕES

As dosagens colorimetricas de caseina e soroalbumina em amostras

controles, preparadas em laboraborio, apresentaram resultados muito proxi-

mos dos valores obtidos por gravimetria. Cano os valores de DOO correspon-

dentes foram igualmente muito próximos aos gravimetricos, pode-se verificar

que os resultados das dosagens colorimetricas também se aproximam daqueles

obtidos por DOO.

Com relação aos ensaios em amostras modificadas de esgoto sanita

rio, observa-se que o Método do Micro-Biureto pode ser utilizado para a de

terminaçao de proteínas da f ração solúvel do esgoto sanitário, fornecendo

bons resultados, não apresentando interferências em relação aos outros com

ponentes orgânicos presentes. A relação de 1,02, obtida entre a quantidade

de soroalbumina recuperada e a adicionada ao esgoto, mostrada na Tabela I,

comprova a eficiência do referido método.

Os resultados de DOO, referentes a recuperação da matéria organi

ca total adicionada ao esgoto sanilario, encontram-se mais próximos do ver

dadeiro valor dessa concentração, obtida por gravimetria, do que os apre-

sentados pelas determinações de DBO. Devido a esse fato os valores das re-

laçoes AD^/C^ e AD^/ADOO são próximos enbre si e próximos também de C^/C^.

Porem a relação AD^/ADBO^ ^ apresenta valor ligeiramente superior
g

as limitações próprias do teste de DBO.

devido
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