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RESUMO

Este trabalho propoe o emprego de um dos métodos colorimétricos clas
sicos de Bloqulmlca para a determinacao de pr‘oLelna.a contidas em amostras con-
troles preparadas cm laboratorio e em anostras de esgolo sanitario. Os resulta

dos obtidos pelo me todo colorimétrico sao canparados com os valores de DOO e
bBO.

1 - INIRODUSAO

Devido as interferencias exislentes nos lesles de DQO e DBO Lorma-se
evidente a necessidade de um estudo mais detalhado relativo a determinagéo de
malteria or‘gamca em aguas r~es1duar1as Ao pml,emas constituem um dos componen
tes importantes da matéria or*ganlca das 'Jguas residuarias e, portanto, sua de-
tenninagao merece atengao especial. O ObJeLlVO deste trabalho consistie na apll
cacao de un meétodo relatlvamente rapldo economico e preciso para determlnac;ao
de proteinas totais em aguas re51duarlas, bem como para acompanhar os niveis
proteicos em realores destinados aos esludos de degradagao de materia orgénica

2 - PROTEINAS: CONCEITOS E OCORRENCIA EM AGUAS RESIDUARIAS

Proteinas, segundo Stryer (4), szo compostos organicos nitrogenados
de origem animal, vegetal ou microbiana gque resultan da condensagao biolégica A
de elevado nunero de moleculas de L aminoacidos, sendo portanto polimer‘os de
altos pesos moleculares. Sao encontradas nas células sob a forma solivel (molé
culas livres) ou ligadas a conponentes celulares estruturais tais como paredeg
e membranas. Apresentam uma proporgao aproximadamente constante de nitmgénio
da orden de 16% em peso. Suas moleculas contom atomos de carbono, hiﬂrogénio,
nitmgénio e eventualmente outros elementos como fosforo, ferro, enxofre, cal-
cio e outros constituintes que lhes impoem propriedades diversas e funcoes es-
pemﬁcas confonne descrito por Lehninger (3). Os produtos de hidrolise das
proteinas sZo suas proprias unidades estrulurais ou aminoacidos livres, pepti-
deos, oligopeptideos e polipeptideos menores que a proteina original. As enzi-
mas que hidrolisam pmteinas sao genericamente der}ominadas proteases. As pro-
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teases produzidas por microrganismos sao particularmenle importante acs pro-
cessos biolégicos de degradagao de matéria organica. '

As proteinas sao conponentes orginicos importantes da fragao nitro-
genada das éguas residuarias que quando presentes em grandes quantidades po—-
dem sofrer decomposicao e gerar odores desagradaveis. As éguas residuarias do
mesticas podem conter varios tipos de proteinas e como exemplo pode-se citar
as albuminas, globulinas de diversas origens e enzimas industriais (detergen-
tes) ou resultantes da atividade microbiana do préprio esgoto. Os tipos de
proteinas presentes em éguas residuarias industriais variam com a natureza
dos processos: a) caseina e lactoalbunina predominam em deSpejos de latici-
nios, b) colégeno, elastina, soroalbumina e outras em despejos de abatedourocs,
¢) enzimas degradativas industriais em despe jos de indlstrias texteis e de pa
pel.

3 - METODOLOGIA

3.1 —~ Procedimentos Gerais \

0 método utilizado para a determinagio de proteinas foi o Matodo do
Micro-Biureto baseado na metodologia descrita por Itzhaki e Gill (2). No pre-
sente trabalho a curva padrao (Figura 1) foi obtida utilizando-se una solucao
padrac mista contendo y-globulina (Sigma, BG II), @ —lactoglobulina (Sigma,l~
1628) e ovoalbumina (Sigma, A-5503), na proporgao 1:1:1 (peso/volume).

Figura 1 - Curva padrao para proteinas .
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Duas outras proteinas, caseina (Merck) e soroalbumina (Sigma, A~
~4503), foram utilizadas para a comparagéo entre o método proposto e os mé;g
dos usados pelos sanitaristas, ou scjan DWJO e D3O (Mélodo das Diluigaes),
descritos no Standard Methods (1). Foram estabelecidas, para essas duas pro-
teinas, as seguintes correlagoes:

a) Concentraca@o proteica (gravimetria) x dosagem colorimétrica (curva padrao
do Metodo do Micro-Biureto).

b) Concentragao proteica (gravimetria) x DQO

c) Concentragao proteica (gravimetria) x DBO

d) Dosagem colorimetrica (curva padrao do Método do Micro-Biureto) X DQO
e) Dosagem colorimetrica (curva padrao do Metodo do Micro-Biureto) X DBO

) DQO x DBO

Para a avaliagao do grau de recuperacgao de proteina adicionada a
um esgoto sanitario "in natura' e filtrado (Whabman n® 40, 8 u ) foi prepara-
do um "esgoto modificado" constituido pela adicao dos seguintes compostos ao
filtrado: soroalbumina bovina (900 mg/s), sacarose (500 mg/2), oleo de soja
(200 ng/%), detergente em po (200 mg/%) e acido aspartico (200 mg/e). Devido
a problemas de turbidez, o esgoto "in natura" e o esgoto modificado foremlclg
rificados por nova filtragéo em filtro de nitrocelulose (Sartorius SM 11307,
0,2 v) para as detenninagaes colorimetricas. A diferenga de concentragéo de
proteina entre as amostras de esgoto modificado e esgoto "in natura' deve
ser equlvalente a concentragao da proteina adicionada.

3.2 - Método do Micro-Biurelto

0 Metodo do Micro-Biureto, como descrito por Itzhaki e Gill (2) ,
consiste na reagao da proteina comn sullalo de cobre cm mecio forlomenle alca-
lino originando un conplexo de cor violeta caracteristica, cuja absorbancia
foi medida a 310 nm num espectrofotametro Beckman, modelo DU-25.

Reagentes:

Solugao de hidroxido de sodic 30%: dissolver 30 g de NaOH em 100m%

" de agua destilada.

Reagente de cobre 0,21%: dissolver 0,21 g de CuSO4. SHZO em 100 m&
de hidroxido, de sodio 30%.

Frocedimento:

Adiciona-se 1 m% do Reagente de Cobre a 2 m% da solugao  contendo
proteina e procede-se a leituras a 310 nm, 5 minutos apos a adigao do reagen
te. A cor violeta do canposto formado & estavel por 2,5 h. O ensalo cin bran-
co é realizado de forma ideéntica, substituindo-se o volume da solugao de pro
teina por igual volume de égua destilada. Cada absorbancia final resulta da
diferenga entre a absorbancia da solucao testada, contendo proteina, e a do

ensaio em branco. ' ’22;73;

'
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4 - RESULTADOS

4.1 - Amostras Controles Preparadas em Laboralorio: Caseina e Soroalbumi
na

Os resultados (Figura 2 a 13) referentes a determinagao de protei-
nas sao apresentados a seguir, mostrando as diversas correlagoes descritas na
metodologia para os valores das concentranoes protelcas obtidas por gravime-
tria (C), dosagens colorimetricas (D), DQO e DBO para amostras das duas pro-
telnas estudadas separadamente. Nas figuras estao indicadas ainda as equa~-
coes das curvas ajustadas pelo metodo dos minimos quadrados, e os valores ob
tidos 'para os coeficientes de correlagao.

Figura 2 - Corwelaqao entre dosagem colorlmetrlca e concentragao
obtida por gravimetria de caseina
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Figura 3 - Correlagao enlre dosagem colorimetrica e concenlragao
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Figura 4 - Correlacao entre D) e concenlragao obtida por
gravimetria de caseina
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Figura 5 - Corielagao entre DQO e concentragao obtida por

gravimetria de soroalbunina
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Figura 6 - Correlagao entre DBO e concentragao obtida por

BOO
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Figura 7 - Correlagéo entre D3O e concontragao obtida por
gravimetria de sorovalbunina
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Figura 8 - Correlagao entre dosagom colorimetrica e DQO

de caseina
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Figura 9 - ('?«"\x'r'c‘lnq?n'x enbree dosageemn colorimetrica e DOO de
sioroal buminn
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Figura 10 - Correlacao cntre dosagem colorimelrica e DBO de
caseina
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“ipura 1l - Correlagno enbre dosagom ocJorimelrica e DHO de

Sopontbuaningn '
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Figura 12 - Correlagao entre DQO e DBO de caseina
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F.'Lgu.r‘a 13 - Correlac;ﬁo entre DWW ¢ DBO de soroalbunina
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4,2 - Amostras de Esgoto Sanitario

A recuperagéo da quantidade da proteina (soroalbumina) adicionada

ao esgoto sanitario, empregando-se 0 Método do Micro-Biureto, esta descrita

na Tabela I,

TABELA I - RBCUPERAGAO DE SOROALBUMINA ADICIONADA AO ESGOTO SANITARIO 2

CONCEKTRACAO RECUPERACAO
AMCSTRA . c
Cp (mg/1) D (mg/L) 8D (mg/L) 8O (mg/ 1) ®/s0,

ESGOTO - 396 | - -~ -
1325 1247 1,39

ESGOTO MODIFICADO 900 1721 - - -.

ESGOTO CLARIFICADO - - 125 - - -
975 918 1,02

ESG0TO MODIFICADO -

E CLARIFICADO

900 1100 - - -

a
Significado dos

simbolos ' é?JZj?

e s s g



D : concentragao pelo Metodo do Biureto
8D : D do esgoto modificado - D do esgoto

4D : valores de

dadas sao mostradas na Tabela II.

TABELA II - RESULTADOS DE DQO E DBO

8D corrigidos conforme Figura 3.

Os resultados de DBO5 20 e de DQO' para as amnosltras de esgoto estu

5,20

E RECUPERACAO DE

MATERIA ORGANICA TOIAL ADICIONADA AQ LSGOTO SANITARIO®

T CONCENTRACAQ RECUPERACAC
AMOSTRA ;
’ DQo D8O, o0 ~ 4000 4 DQ0g 5, ADO%T ADBOM%T
{mg/1) {mg/2) {mg/0) {(mg/L) {mg/L) - -
ESGOTO r 325 180 - - - -
| 2234 1391 2 0,70
ESGOTO
MODIFICADO 2000 2559 1571 - - - -
1
1
!
a
Significado dos simbolos .
CT : concentragao de matéria organica total adicionada (gravimetria)
!
ADQO ¢ DQO de esgoto modificado - DQO do esgolo
4DBO : DBO d 0 modificado - DBO do esgot
5,20 D 5.20 0 esgoto modifi 5.20 esgoto

A Tabela III apresenta as cor‘relagSes obtidas entre cs valores de
soroalbunina, recuperada pelo Mé todo do Micro-Biureto, e a matéria organica

total recuperada por DQO e D805 20"

TABELA III - COMPARAGAO DAS CORRELAGOES ENIRE A MATERIA ORGANTICA
PROLIELICA DETERMINADA PELO METODO DO MLICRO-BLURELO E A MATERIA

ORGANICA TOTAL POR GRAVIMETRIA, DQO E DBO5 50

ADC/A pQo

ADc
/CT

0.46

Cp
/CT

0.45

4D¢
/ 4080 4 59

c.4] 0.66

28



S — DISCUSSAO E CONCLUSOES

As dosagens colorimetricas de caseina e soroalbumina em amostras
controles, preparadas em laboratorio, apresentaram resultados muito pnéxi-
mos dos valores obtidos por gravimetria. Como os valores de DQO correspon-
dentes foram igualmente muito préximos aos gravimétricos, pode-~se verificar
que os resultados das dosagens colorimétricas também se aproximam daqueles
obtidos por DQO.

Com relagao aos ensaios em amostras modificadas de esgoto sanlta
rio, observa-se que o Método do Micro-Biureto pode ser utilizado para a de
terminagao de protelnas da fragao soluvel do esgoto sanitario, fornecendo
bons resultados, nao apresentando interferencias em relagao aos outros com
ponentes organicos presentes. A relagao de 1,02, obtida entre a quantidade
de soroalbumina xecuperada € a adiclonada ao esgoto, mostrada na Tabela I,
comprova a eficiencia do referido metodo. [

Os resultados de DQO, referentes a recuperagao da materia organi
ca total adiclonada ao esgoto saniLario encontram-se mals proximos do ver
dadeiro valor dessa concentragao, obtida por gravimetria, do que os apre-
sentados pelas detenninagSes de DBO. Devido a esse fato os valores das re-
lacgoes aD /C e AD /ADQO sao proximos entre si e proximos tambem de C /C

P A AD
orem a r‘elagao D / I:“»O5 20

as limitacoes proprias do teste de DBO. |

apresenta valor ligeiramente superior dev1do
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