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Este trabalho é continuacdo de numero anterior
da Revista DAE (n2 157, pgs 205 a 217). Na
primeira parte, os autores trataram de proteinas,
carboidratos e lipidios contidos em
amostras-controle preparadas em laboratorio e
em amostras de esgoto sanitario. com os
resultados obtidos pelo método colorimétrico
comparados com os valores de DQO e DBO.
Agora, tratam de aminodcidos, matéria orgénica
e biomassa.

s aminodcidos conglituintes da imatcia orgdnica de Aguas resi-
dudrias resultam, geralinente, da hididlise de proteinas pre-
sentes nesse meio. Por esse motivo, merecem estudo especial.
O objetivo deste trabalho consiste na aphcagao de um método
Ielahvamente rapido. econdmico e preciso para a avaliacdo de aminoa-
cidos totais em aguas residuarias, bem como acompanhar seus niveis
em ensaios referentes aos estudos de degradacdo de matéria orgénica
em reatores.

AMINOACIDOS: CONCEITOS E OCORRENCIA
EMAGUAS RESIDUARIAS

Aminoécidos. segundo Stryer (3). séo compostos organicos de funcao
mista que possuem um grupo funcional amino e o grupo luncional
carboxilico. apresentando a seguinte [ormula estrutural:

NH,
l
H— C — COOH
l
R

A condensacdo binlogica de elevado nimero de moléculas de L ami-
noécidos da origem as proteinas que sdo componentes importantes da
matéria organica de dguas residudrias. A caseina, presente em aguas
residudrias de laticinios, apresenta acido glutdmico. leucina, prolina, lisi-
na, serina, acido asparlico, como principais componentes (2). As albu-
mninas nonnalimente presenles em dguas residudtias doméeslicas apresen-
tam elevados teores de acido glutdmico e leucina. sendo os niveis de
acido aspértico também significativos.

Nas aguas residudrias, de um modo geral, o teor de aminoécidos
livres € baixo. mas a presenca deles nas proteinas justifica a sua determi-
nacdo como subprodutos importantes da acdo microbiana na fragdo
orgénica nitrogenada.

METODOLOGIA
Procedimentos gerais

O método utilizado para a determinacdo de aminoécidos foi 0 Método
da Ninidrina, baseado na metodologia descrita por Yemm e Cocking

-14). No presente frabalho, a curva padrdo (Figura 1) loi obtida utilizan-

do-se uma curva padrao mista contendo alanina (Merck), valina (Merck)
e histidina {Merck) na proporcdo 1:1:1 {pesovolume)

Figura 1
Curva padrao para aminoacidos
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Dois outros aminodcidos. serina (Merck) e acido aspértico (Riedel
de Haen), foram utilizados para a comparacao entre o método proposto
e os métodos usados pelos sanitaristas, ou seja DQO e DBO (Método
das DiluicGes) descritos no Standard Methods (1). Foram estabelecidas,
para esses aminoacidos, as seguintes correlacGes:

a) concentracio de aminodcido (gravimetria) x dosagem colorimétrica
{curva padrdo do Método da Ninidrina);

b) concentragéo de aminoécido (gravimetria) x DQO:

¢) concentracdo de aminoéacido (gravimetria) x DBO:




d) dosagem colorimétrica (curva padrdo do Método da Ninidrina)
x DQO;

e) dosagem colorimétrica (curva padrdo do Método da Ninidrina)
x DBO;

f) DQO x DBO.

Para a avaliacdo do grau de recuperacdo de aminodcido adicionado
a um esgoto sanitério in natura e filrado (Whatman n! 40, 8 foi prepa-
rado um “esgoto modificado” constituido pela adicdo dos sequintes
compostos ao filtrado: soroalbumina bovina (900 mg!/), sacarose {500
mg/), dleo de soja (200 mg), detergente em péd (200 mg//) e acido
aspartico (200 mg//). Devido a problemas de turbidez, o esgoto in nafurae
0 esgoto modificado foram clarificados por nova filtragdo em filtro de
nitrocelulose (Sartorius SM 11307.0,2 ) para as delerminagbes colorimé-
tricas. A diferenca de concentracdo de aminodcido entre as amostras
de esgoto modificado e esgoto in natura deve ser equivalente a concen-
tracdo do aminoécido adicionado.

Método da ninidrina
O método da Ninidrina, como descrito por Yemm e Cocking (4},
consiste na reacado de um aminoacido com a ninidrina, originando um
complexo de cor purplirea caracteristica, cuja absorbéncia foi medida
a 570 nm num espectrofotémetro Micronal, modelo B-342.

Keagentes:

Tampéo citrato, pH 5, 0.2 M, dissolve-se 21,008 g de &cido citrico,
C, Hy O,  H,O, em 200 ml de dqua destilada, adiciona-se 200 ml
de hldrO)\ldO de sédio (NaOH) IN e dilui-se a 500 ) com dgua destilada,
armazena-se em geladeira com algumas gotas de timol.

Cianeto de potassio, 0.01 M: dissolve-se 0,1628 g de cianeto de
potassio (KCN) em dgua destilada e dilui-se a 250 ml (estével por 3
meses & temperatura ambiente).

Solucao de cianeto de potdssio em metil-celosolve: dilui-se 5 ml da
solucdo de cianeto de potéssio 0.01 M a 250 ml com metil-celosolve
(estavel por 1 més & temperatura ambiente).

Solu¢do de ninidrina em metil-celosolve: prepara-se uma solucdo 5%
{pesofvolume) de ninidrina em metil-celosolve estavel por 6 meses a
temperatura ambiente).

Solucdo de cianeto de potassio e ninidrina em metil-celosolve: mistu-
ra-se 50 ml da solucdo de ninidrina em metil-celosolve com 250 ml
da solugdo de cianelo de potassio em mefil-celosolve, armazena-se uma
noite (estavel por uma semana, em frasco fechado, & temperatura am-
biente).

Procedimento:

A execucdo do método consiste nas sequintes etapas: mistura-se 0.5
m! do tampdo citrato, pH 5, 0,2 M, com 1 ml de uma solugdo contendo
aminoéacido, adiciona-se 1,2 ml da solucéo de cianeto de potdssio e
ninidrina em metil-celosolve & amostra, aquece-se a mistura por 15
minutos a 100°C, esfria-se por 5 minutos em dgua comente, adiciona-se
1 ml de solucdo de etanol em agua a 60% {volume/volume), agita-se
e procede-se a leituras num espectrofotometro a 570 nm. A leitura
deve ser feita contra um branco, sem aminoacidos, que contém 1.5
ml de tampdo citrato, 1,2 ml da solucdo de cianeto de potdssio e ninidrina
em metil-celosolve ¢ 1 ml da solugdo de etanol a 60% seguindo-se
0s mesmos procedimentos descritos acima.

RESULTADOS

Amostras controles preparadas em laboratorios:
serina e acido aspariico

Os resultados (Figira 2 o 13) relerentes o detenninacdao de aminoa-
cidos sdo apresentados a sequir, mostrando as diversas correlacdes des-
critas na metodologia, para os valores das concentracdes de aminoacidos

obtidos por gravimetria (C). dosagens colorimétrica (D). DQO e DBO
para amostras dos dois aminoacidos estudades separadamente. Nas figu-
ras estdo indicadas. ainda, as equacdes das curvas. ajustadas pelo método
dos minimos quadrados. ¢ os valores obtidos pava os coeficientes de
correlacdo.

Figura 2
Correlacao entre dosagem colorimétrica e concentracao obtida por gravimetria de serina
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Figura 3

Correlagao entre dosagem colorimetrica e concentragao obtida por gravimetria de acido
aspartico
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Figura 4
Correlacdo entre DQO e concentracao obtida por gravimetria de serina
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Figura s

Correlacao entre DQO e concentragao obtida por gravimetria de dcido aspartico
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Figura 6
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Correlacao entre DBO e concentracao obtida por gravimetria de serina
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Figura 7

Correlacao entre DBO e concentracao obtida por gravimetria de acido aspartico
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Figura8 '
Correlacio entre dosagem colorimétrica e DQO de serina
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Figura 9
Carrelacao entre dosagem colorimétrica e DQO de &cido aspartico
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Figura 10
Correlacdo entre dosagem colorimétrica e DBO de serina
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Correlagdo entre DQO e DBO de serina
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i Figura 13
Correlagao entre DQO e DBO de 4cido aspértico
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Amostras de esgoto sanitario

A recuperacéo da quantidade de aminodcido (dcido aspértico, adicio-
nada ao esgoto sanitdrio, empregando-se 0 Método da Ninidrina, esta
descrita na Tabela [:

Tabelal
Recuperagao de acido aspartico adionado ao esgoto sanitario®

CONCENTRAGAO RECUPERACKO
AMOSTRA
Ca (mg/f) D (mg/f) 40 (mg/ L) ADc(mg/g) Ca/80,

ESGOTO - 78 - - -
239 274 1,37

ESGOTO MODIFICADO 200 37 - - -

ES60TO CLARIFICADO - 60 - - .
182 209 105

ESGOTO  MODIFICADO -

£ CLARIFICADO 200 242, - - -

a
significado dos simbolos :
C, . concentragdo de acido aspdrtico adicionado (gravimetria)
D concentragdo pelo Método de Ninidrina

A o D do esgoto modificado — D do esgoto

A, valores de D corrigidos conforme Figura 3

Os resultados de DQO e de DBO; ,, para as amostras estudadas s&o
mostradas na Tabela [I

Tabela Il
Resultado de DQO0, DBO, ,, e recuperacio de matéria organica adicionada ao
esgoto sanitario®

AMOSTRA . GONCED:C’:RACXODBO , RECUPERACAQ
o T Y TR I
ESBOTO - 325 180
2234 1391 i12 0,70
;SOG;III(‘;ADO 2000 2559 157
a
significado dos simbolos
Cy : concentragdo de maltéria orgénica total adicionada
AQO  : DQO do esgoto modificado — DQO do esgoto

ABOs 5 DBO;,,  do esgoto modificado — DBO; », do esgoto

A Tabela [l apresenta as correlagdes obtidas entre os valores
de &cido aspartico, recuperado do esgoto pelo Método da
Ninidrina, e a matéria organica total adicionada, determinade
por DQO e DBOg 4,

Tabela
Comparagéo das correlagdes entre a concentragéo de Acido determinada
pelo método da Ninidrina e a matéria organica total por gravimetria, Q0

eDBO ;,,
Ca 4Dc 40c ab
/cT /cT /A 0Qo c/ 4D0BO g 29
0.100 0.105 0.094 0.150




- DISCUSSAO E CONCLUSOES

Os resultados das dosagens colorimétricas e das concentracdes obtidas
por gravimetria variam com o tipo de aminoécido, sendo melhores as
correlacBes encontradas para o 4cido aspértico do que para a serina.
Observa-se, portanto, a dificildade de se adotar uma curva padréo,
que referencie adequadamente qualquer um deles. Os valores do DQO,
tanto para as amostras controles de serina como para as de acido aspar-
tido, sdo relativamente préximos dos valores das dosagens colorimétricas.
Ja os resultados de DBO, das mesmas, encontram-se mais distanciados.

Nas amostras de esgoto modificado observa-se que o Método da
Ninidrina pode ser utilizado para a recuperacio de aminoécidos especi-
ficos adicionados & fracdo soldvel do esgoto sanitdrio, fornecendo bons
resultados, sem interferéncias aparentes em relacdo aos outros compo-
nentes organicos presentes. A relacdo de 1,05 obtida entre o &cido
aspértico recuperado e o adicionado ao esgoto, mostrada na Tabela
I, comprova a eficiéncia do método.

Apesar das diferencas que o método colorimétrico apresenta entre
os aminoacidos, a Tabela Il mostra que, utilizando a mistura de alanina,
valina e histidina como padréo, é possivel empregé-lo para a avaliacéo
de acido aspartico em esgoto e certamente de outros aminoécidos que
apresentem curvas para padrdes com inclinagGes préximas. Métodos
menos especificos em relagdo ao tipo de aminoécidos estdo sendo consi-
derados para a determinag&o de aminodacidos totais.

A mesma Tabela lll mostra, ainda, a proximidade de C,/C; comA D,/
ADQO, evidenciando a eficiéncia do teste de DQO na determinacio
de matéria orgénica total no caso considerado.
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TERIA ORGANI

A matéria organica presente em éaguas residudrias é normalmente
determinada através da Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) e da
Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO). Apesar desses métodos esta-
rem sujeitos a imprecises e limitagGes, que condicionam seu uso, sao
ainda os mais comumente empregados nessas determinages. Torna-se
evidente, portanto, a necessidade de se proceder a um estudo mais
detalhado relativo & determina¢do de matéria orgénica em dguas residud-
rias, pois muitos dos pardmetros de projetos de unidades de tratamento
dependem desse valor. Tal conclusdo incentivou a proposicdo deste
trabalho que retine os seguintes objetivos:

— propor uma metodologia alternativa em relacdo a usualmente em-
pregada para a determinacdo de matéria orgénica em aguas residudrias,
visando economia, rapidez e precisao,

— comparar os resultados obtidos entre os métodos propostos e os
métodos usuais de DQO e DBO. '

Essa metodologia alternativa consiste no emprego de métodos colori-
métricos que permitem a dosagem de proteinas, carboidratos, lipidios,
detergentes e aminoécidos que normalmente compGem as dguas residua-
rias, mais notadamente as de origem doméstica.

CAEYISTAUAE S SAHESENE

MATERIA ORGANICA EM AGUAS RESIDUARIAS

Os principais compostos orgnicos encontrados em aguas residudrias
sdo: carboidratos, proteinas, aminoéacidos e lipidios. Outros compostos
orgénicos, como uréia, surfactantes, fendis, pesticidas, também podem
estar presentes, porém em concentragGes menores. Os constituintes orga-
nicos sdo tanto de origem animal como vegetal e podem resultar de

-processos de sintese ou de decomposicdo de outros produtos existentes

no meio. As aguas residudrias podem ainda conter certos compostos
bioquimicos, como enzimas, coenzimas, vitaminas, ATP, dcidos nucleicos
que normalmente ndo se encontram livres nesse mejo.

Metcalf e Eddy (4) citam que cerca de 75% dos sdlidos suspensos
240% dos sélidos filtraveis, em aguas residuarias, s&o de origem orgnica.
O esgoto sanitdrio, segundo Tebbutt (6), apresenta 99,9% de édgua e
0,1% de solidos. Esses sélidos contém em média 70% de matéria orga-
nica e 30% de matéria inorganica. Hunter e Heukelekian (2) obtiveram
resultados nos quais a fragdo particulada do esgoto sanitario estudado
contém aproximadamente 80% de matéria organica e a fracdo soldvel
contém aproximadamente 30%. Concluiram também que aproxima-
damente 64% dos sélidos totais provém da fracdo solivel do esgoto
e que 40% da matéria orgénica total sdo provenientes dessa fragéo.

METODOLOGIA

A matéria orgénica presente em aguas residudrias é determinada,
normalmente, através dos testes de DQO e de DBO, que sdo os ensaios
tradicionais utilizados em Saneamento. Devido as limitagGes desses tes-
tes, propGe-se métodos alternativos colorimétricos, utilizados e Bioqui-
mica, para a dosagem de proteinas, carboidratos, lipidios, detergentes
e aminodcidos, uma vez que esses compostos sdo os principais consti-
tuintes da matéria organica das aguas residuarias.

Para verificar a eficiencia dos métodos colorimétricos empregados,
preparou-se, a partir de um esgoto sanitério in natura filtrado (filtro
Whatman 40,8,, um “esgoto “modificado™ constituido pela adi¢do
dos seguintes compostos: soroalbumina bovina (900 mg//}, sacarose
{500 mg//), 6leo de soja (200 mg/) detergente em pé (200 mg/)) e
acido aspartico (200 mg//). A medida de cada substancia adicionada
foi feita através de dosagem por métodos colorimétricos empregados
no esgoto modificado e no esgoto in natura filtrado. No caso de proteinas,
carboidratos e aminoacidos, foi necessario, antes de suas dosagens, filtrar
novamente as amostras de esgoto em filtros de nitrocelulose (Sartorius,
SM 11307, 0,2 ) para eliminar os efeitos de turbidez remanescente.
A diferenca de concentracdo obtida entre as amostras de esgoto modifi-
cado e esgoto in natura filtrado deve ser equivalente & concentragdo
das substéncias adicionadas. A concentracdo de matéria organica total
adicionada foi comparada com a concentracdo da matéria orgéncia total
recuperada através dos resultados obtidos pelos métodos colorimétricos,
pela DQO e pela DBO.

Proteinas foram determinadas através do Método do Micro-Biureto,
segundo Itzhaki e Gill {3}, carboidratos através do Método da Antrona,
segungo Weiner (7), lipidios através do Método da Sulfofosfovanilina,
segundo Postma e Stroes (5), detergentes através do Método do Azul
de Metileno, segundo Standard Methods (1) e aminoécidos através do
Método da Ninidrina, segundo Yemm e Cocking (8). Os ensaios de
DQD e DBO (Método das Diluicdes), utilizados neste trabalho, encon-
tram-se descritos no Standard Methods (1).

RESULTADOS

. A recuperagéo da matéria orgénica adicionada ao esgoto sanitério
in natura filtrado é mostrado na Tabela L :




Tabela! ‘
Resultados da recuperagao da matéria organica adicionada ao esgoto sanitario através
de dosagens colorimétricas

SOROAL- SACA- OLEO DETER~ ACIDO TOTAL
BUMINA ROSE DE SOJA  GENTE ASPARTICO
[ EAN:] 492 208 209 209 2038
[of 900 500 200 200 200 2000
p/c 1,02 0,98 1,04 1,05 1,05 1,02

a

Significado dos simbolos:

D: concentragdo, em mgll, obtida por dcsagem colorimétrica
C: concentracdo, em mgl\, obtida por gravimetria

A Tabela Il apresenta os resultados de dosagens colorimétricas, DQO
e DBO relativos & matéria orgénica total recuperada do esgoto sanitario
in natura filtrado.

Tabela If :
Resultados de dosagens, DQ0 e DBO da matéria orgénica total recuperada do esgoto
sanitério
MATERIA ORGANICA  RECUPERADA mg/ p
DETERMINADA PELOS METODOS COLORIMETRICOS 2036
DETERMINADA POR DQO 2234
DETERMINADA POR DBO 1391
MATERIA ORGANICA ADICIONADA mg/L
DETERMINADA POR GRAVIMETRIA 2000

A Tabela lll mostra as diversas correlacGes existentes entre as determi-
nagBes descritas na Tabela Il

Tabela Il
Correlagdes entre as medidas da matéria orgnica total adicionada ao esgoto sanitario

080 /DQO

D/cC pQo /¢ DBO/C DQO /D DBO /D
1,02 1,12 0,70 1,10 0,68 0,62
DISCUSSAO E CONCLUSOES

Observa-se através da Tabela Il que o valor da matéria orgénica total
acrescentada ao esgoto foi de 2000 mg/l e o valor recuperado através
dos métodos colorimétricos foi de 2036 mg/l, correspondendo & relag@o
de 1,02 entre ambos, indicando, praticamente, total recuperagéo do
material adicionado. A relagdo DQO/C mostra que a medida de DQO
se aproxima bastante do valor da concentragdo da matéria organica
adicionada, apresentando também um valor préximo da relagdo DQO/D.
O valor da DBO da matéria organica recuperada é menor que o da
matéria orgénica realmente adicionado, apresentando uma relagdo igual
a 0,70. Observa-se também que valores préximos a esses foram obtidos
para as relacdes DBO/D e DBO/DQO, ou sejam 0,68 e 0,62, respectiva-
mente, mostrando, dessa forma, a coeréncia dos resultados conseguidos.

Conclui-se, através desses ensaios preliminares, que os métodos colori-
métricos podem ser utilizados como uma metodologia altemativa para
a determinacdio da matéria orgénica. A execugo desses ensaios é rapida,
exceto a determinacdo de detergentes que é, relativamente, um pouco
mais demorada. Porém, desejando-se medir a matéria organica somente
em termos de proteinas, carboidratos e lipidios, a metodologia tomna-se
mais rapida. Portanto, a utilizacdo desses métodos esta condicionada
a limitacGes que dependem das necessidades e exigéncias requeridas
pelo seu emprego.
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 BIOMASSA

A determinacdo dos Sélidos Suspensos Voléteis (SSV) é um procedi-
mento bastante usual em Laboratérios de Saneamento e os resultados
desse método representam, o valor da biomassa presente em &guas
residuérias. O objetivo deste trabatho consiste no emprego de um método
colorimétrico altemnativo em relacdo aos SSV, visando economia e rapi-
dez na obtenc&o dos resultados.

CONSIDERACOES SOBRE BIOMASSA

Biomassa pode ser definida como a massa resultante de uma atividade
biolégica. :

A importancia da determinag&o da biomassa presente nas aguas resi-
duérias deve-se ac fato de que tal avaliag@o constitui-se de um pardmetro
fundamental para o estudo da cinética quimica dos processos de trata-
mento de dguas residudrias.

A biomassa pode ser determinada através de vérios métodos e todos
eles apresentam interferéncias e limitagdes que implicam uma anélise
criteriosa aos resultados obtidos. Os principais métodos sdo baseados
em medidas de massa, medidas de volume, medidas de um componente
celular, medidas de crescimento, medidas de taxas metabdlicas, medidas
de turbidez, contagens de células ou organelas.

A escolha do método a ser empregado depende das propriedades
e natureza da biomassa e do meio de cultura no qual ela se encontra.
O tempo de execugdo, a sensibilidade e a precisdo de cada determinagdo
varia de método para método e sdo fatores fundamentais para a adocao
do mesmo. A Tabela [ mostra a comparagdo dos métodos em relacdo
a sensibilidade dos mesmos.




Tabela |
Comparagao de métodos empregados na determinagao de biomassa e sua sensibilidade

MASSA SECA MINIMA DE BACTEIA REQUE -
METO DO RIDA PARA DETERMINACAO COM ERRO MENOR
QUE 2% i{mg/t)}
MASSA SECA 50
DETERMINACAO OE
PROTEINA ( BIURETO) 1
DETERMINAGCAO DE DNA i
DETERMINACAO DE
PROTEINA ( FOLIN-
CIOCALTEU ) 10-1
TURBIDEZ 10-1
CONTAGEM CLLULAR 10-5
Fonte: Pirt (2)
METODOLOGIA

A medida de biomassa das amostras testadas foi realizada através
da determinacdo dos Sélidos Suspensos Voléteis (1) e do Método do
Biureto (3) que dosa a quantidade de proteinas libertadas pela hidrélise
alcalina do material constituinte dos microorganismos.

Essas medidas foram realizadas em amostras de cultura pura de Citro-
bacter freundii e em amostras de cultura mista obtidas de um reator
descontinuo utilizado para a degradacdo de Jactose.

_ Amostras de cultura pura

A cultura de Citrobacter freundii foi crescida de acordo com as técnicas
usuais empregadas em Microbiologia e a suspensdo resultante de 13,46
mg/l (massa 'seca) obtida foi utilizada como solucdo estoque para a
determinacdo da curva padrdo que relacionou massa seca microbiana
com a absorbancia fomecida pelo Método do Biureto, conforme mostra
a Figura 1.

Dez dilui¢Bes diferentes, a partir da solucéo estoque, foram também
preparadas e ensaiadas pelo Método do Biureto e dos SSV para o
estabelecimento da correlacdo entre os métodos.

Amostras de cultura mistas

As medidas de biomassa, através do Método do Biureto e dos SSV
das amostras de cultura mista, origindrias de um reator aerébio de degra-
dacdo de lactose, inoculado com esgoto sanitdrio, constituiram os ele-
mentos necessarios para a determinagdo da curva de crescimento de
microorganismos desse sistema. A amostra coletada no 8 dia de opera-
3o do reator e a amostra coletada no 232 dia foram utilizadas para
a obtengdo de duas curvas padrdes que relacionaram absorbéncia, pelo
Método do Biureto, com as massas fornecidas pelos SSV, conforme
mostram as Figuras 2 e 3.

Figura 1
Curva padrdo de Citrobacter freundi
1.200
1.100
1.000 -
300 -
B0OO
pet
S 700 -
z
<
g 600 -
(=]
a 500 Az 0.00112 C
<
400 4 r2 = 0.998
300 -
200 -
100 -
o T T Y T T T T T T T
] 200 400 €00 800 1000

CONCENTRACAO (mg/2)

ABSORBANCIA

. Figura2
Curva padrao de biomassa de cuitura da amostra do 82 dia de operagao do reator
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Figura 3

Curva padréo de biomassa de cultura da amostra do 23¢ dia de operagéo do reator
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Metodo do biureto para determinacdo de biomassa

O método desenvolvido por Stickland (3) consiste na adigdo de hidré-
xido de sédio em amostras que contém suspensdes microbianas. O
excesso de hidréxido de cobre é removido por centrifugacéio e a absor-
bancia do sobrenadante, que apresenta a cor violeta, é medida a 310
nm. O espectrofotémetro utilizado para essas medidas foi Beckman,
modelo DU-25. A intensidade da cor desenvolvida no ensaio é propor-
cional & quantidade de biomassa presente na amostra.

Reagentes

Solug@o de hidréxido de s6dio, 20%: dissolve-se 20g de NaOH em
100 ml de dgua destilada.

Solugdo de sulfato de cobre, 25%: dissolve-se 25g de CuS0O,.;H,0
em 100 ml de dgua destilada.

Procedimento

Adiciona-se a 3,3 ml da suspensdo aquosa de células lavadas, 0,6
ml da solugdo de hidréxido de sédio 20% e aquece-se a mistura em
um banho de 4gua a ebulicdo, durante 15 minutos. Esfria-se a amostra
a temperatura ambiente, adiciona-se 0,1 ml da solu¢io de sulfato de
cobre 25% e agita-se a mistura. ApSs 5 minutos, centrifuga-se essa




suspensdo a 8500 rpm por 15 minutos. Decanta-se o sobrenadante
e determina-se sua absorbéncia a 310 nm. O branco é preparado da

mesma forma, utilizando-se dgua destilada no lugar da suspensdo de
células.

RESULTADOS
Biomassa de cuftura pura

As Figuras 4, 5 e 6 apresentam as curvas que mostram as correlagdes
entre concentragdo e dosagem pelo Biureto, concentracdo e SSV, dosa-
gem pelo Biureto e SSV, respectivamente, para as suspensdes de culturas
puras de Citrobacter freundii testados.

Figura 4
Correlagéo entre dosagem pelo Biureto fe concentragéo das suspensdes de Citrobacter
freund/i
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Correlagdo entre SSV e concentragio das suspensdes de Cltrobacter freundii

1.400
1.300
t.200

XL

(.100

1.000
900 o
800

700
ssv: 0.813 ¢

SSV {mg/1X)

600
500 4 2 = 0966
400 ~
300 o
200 o

1.00 4

0 v L T T
0 200 400

Y T T T T

T i
600 800 1000

T T T T

T
1200 1400 1600

CONCENTRAGAO ({ mg/&)

Figura 6
Correlagdo entre dosagem pelo Biureto e SSV das suspensdes de Citrobacter freundii
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Biomassa em cultura mista

A Figura 7 mostra a variacdo da concentracdo de biomassa em fungéo
do tmpo, para o reator estudado, através de medidas de SSV e de
dosagens pelo Método do Biureto. Neste estudo, as medidas de dosagens
foram referenciadas a duas vurvas padrdes. Até o 11¢ dia, as dosagens
foram referenciadas & curva padrdo obtida da amostra do 8 dia de
operacdo do reator (Figura 2), e do 122 a0 38 dia, as dosagens foram
referenciadas 4 curva padrdo obtida através da amostra do 232 dia de
operacdo do reator (Figura 3). \

A Figura 8, apresenta a correlagdo entre dosagem pelo Biureto e
SSV para as amostras do reator.

Figura 8
Correlagéo entre dosagem de biomassa pelo Método do Biureto e SSV de cultura mista
do reator.
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- Figura7 Variagao de biomassa em fungdo do tempo para o reator estudado.
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DISCUSSAO E CONCLUSOES

- Observando-se as figuras 4 e 5, verifica-se que existe uma correlagdo
melhor entre os valores, obtidos pelo método proposto, e a concentracao
de biomassa das suspensGes de Citrobacter freundi , do que a correlagdo
entre as medidas de SSV e as respectivas concentragdes de biomassa.
Devido a esse fato, os resultados de SSV sdo ligeiramente inferiores
do método colorimétrico conforme mostra & Figura 6.

A investigacdo da determinagdo de biomassa em amostras de cultura
mista no reator estudado mostrou que o Método do Biureto pode ser
aplicado, para essa avaliagdo, sob condices particulares. Os ensaios

- preliminares, referentes & determinagao colorimétrica de biomassa dessas
amostras, mostraram que uma Gnica curva padréo néo é suficiente para
referenciar todas as dosagens, tendo sido necessério, neste tabalho, a
utilizacdo de duas curvas padrdes, referentes a duas fases do reator.
Adotando-se esse critério, obteve-se boa correlacsio entre as medidas

i i ¥ i

20 30
TEMPO

40
{ dia)

de biomassa pelo Biureto e pelos SSV, conforme mostra as Figuras
7e8.

Os resultados obtidos sdo informagGes preliminares que evidenciam
@ complexidade do assunto e sugerem pesquisas posteriores, abrindo
novos horizontes ao tema. :
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