Determinacao de matéria
organica em aguas residuarias

)

CARLOS EDUARDO BLUNDI
Prof. Doutor do Depto. de Hidrdulica e Saneamento da Escola de
Engenharia de Sao Carlos-USP (Universidade de Sao Paulo)

JURANDYR POVINELLI
Prof. Titular do Depio. de Hidrdulica e Saneamento da Fscola de
Engenharia de Sdo Carlos-USP

CECILIA LALLUCE
Prof® Doutora do Instituto de Quimica da Universidade Estodual Paulisia
“ Julia de Mesquita Fitho”, Campus Araraquara

Este trabalho é continuacdo de niimero anterior
da Revista DAE (n° 157, pgs 205 a 217). Na
primeira parte, os autores tralaram de proteinas,
carboidratos e lipidios contidos em
amostras-controle preparadas em laboratorio e
em amostras de esgoto sanitdrio, com 0s
resultados obtidos pelo método colorimétrico
comparados com os valores de DQO e DBO.
Agora, tratam de aminodcidos, matéria orgénica
e biomassa.

AMINOACIDOS

s aminoacidos constituintes da matéria orgdnica de dguas resi-

dudrias resultam, geralmente, da hidrélise de proteinas pre-

sentes nesse meio. Por esse motivo, merecem estudo especial.

0O objetivo deste trabalho consiste na aplicacao de um método
relativamente rapido. econdmico e preciso para a avaliagio de aminod-
cidos totais em Aguas residudrias, bem como acompanhar seus niveis
em ensaios referentes aos estudos de degradacdio de matéria organica
em reatores.

AMINOACIDOS: CONCEITOS E OCORRENCIA
EM AGUAS RESIDUARIAS

Aminoécidos, segundo Stryer {3), sdo compostos orgénicos de fungdo
mista que possuem um grupo funcional amino e o grupe funcional
carboxilico, apresentando a seguinte férmula estrutural:
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A condensacao biol6gica de elevado ntimero de moléculas de L ami-
nodcidos da origem as proteinas que sa0 componentes importantes da
matéria orgénica de dguas residudrias. A caseina, presente em Aguas
resicdudrias de laticinios, apresenta acido glutdmico, leucina, prolina, lisi-
na, serina, acido aspdrtico, como principais componentes (2). As albu-
minas nommalmente presentes em dguas residudrias domésticas 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 aminodcidos
fivres é baixo, mas a presenca deles nas proteinas justifica a sua determi-
nacdo como subprodutos importantes da acdo microbiana na fragdo
orgéinica nitrogenada.

METODOLOGIA
Procedimentos gerais

O método utilizado para a determinaco de aminoacidos foi 0 Método
da Ninidrina, baseado na metodologia descrita por Yemm e Cocking
{4). No presente trabalho, a curva padrdo (Figura 1) foi obtida utilizan-
do-se uma curva padrao mista contendo alanina (Merck), valina (Merck)
e histidina (Merck) na proporcéo 1:1;1 (peso/volume)

Figura1
Curva padrdo 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 0s métodos usados pelos sanitaristas, ou seja DQO e DBO (Método
das Diluicies) deseritos no Standard Methods (1), Foram estabelecidas,
para esses aminodcidos, as sequintes correlacGes:

a) concentracéo de aminoécido {gravimetria) x dosagem colorimétrica
{curva padrdo do Método da Ninidrina);

b) concentracdo de aminoacido (gravimetria) x DQO;

¢} concentracdo de aminoacido (gravimetria) x DBO;




T

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

¢) dosagem colorimétrica {curva padrdo do Método da Ninidrina)
x DBO:

fy DQO x DBO.

Para a avalia¢do do grau de recuperacdo de aminodcido adicionado
a um esgoto sanitario i1 natura e filtrado (Whatman n7 40, 8 foi prepa-
rado um “esgoto modificado™ constituido pela adicdo dos seguintes
compostos ao,filtrado: soroalbumina bovina (900 mg/), sacarose (500
mg//). dleo de soja (200 mgi/). detergente em pd (200 mg/) e dcido
aspartico (200 mg//). Devido a problemas de turbidez. o esgoto in naturae
o esgoto modificado foram clarificados por nova filtragdo em filtro de
nitrocelulose {Sartorius SM 11307.0.2 ) para as determinages colorimé-
wricas. A diferenca de concentracdo de aminodcido entre as amostras
de esgoto modificado e esgoto in natura deve ser equivalente a concen-
tracdo do aminoacido adicionado.

Método da ninidrina
0 método da Ninidrina, como descrito por Yemm e Cocking (4).,
consiste na reacio de um aminodcido com-a ninidrina, originando um
complexo de cor purpirea caracteristica, cuja absorbancia foi medida
a 570 nm num espectrofotémetro Micronal. modelo B-342.

Reagentes.

Tampéo citrato, pH 5, 0,2 M, dissolve-se 21,008 g de &cido citrico.
C, H; 0, . H,0. em 200 ml de agua destilada, adiciona-se 200 ml
de hidréxido de sédio (NaOH) 1N e dilui-se a 500 ml com agua destilada,
armazena-se em geladeira com algumas gotas de timol.

Cianeto de potdssio, 0,01 M: dissolve-se 0,1628 g de cianeto de
potassio (KCN) em agua destilada e dilui-se a 250 ml {estavel por 3
meses & temperatura ambiente),

Solugao de cianeto de potdssio em metil-celosolve: dilui-se 5 m! da
solucdo de cianeto de potassio 0,01 M a 250 ml com metil-celosolve
{estavel por 1 més & temperatura ambiente).

Solucdo de ninidrina em metil-celosolve: prepara-se uma solugdo 5%
(peso/volume} de ninidrina em metil-celosolve estivel por 6 meses a
temperatura ambiente).

Solugdo de cianeto de potassio e ninidrina em metil-celosolve: mistu-
ra-se 50 ml da solugdo de ninidrina em metil-celosolve com 250 ml
da solugéo de cianeto de potassio em metil-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
ml do tampéo citrato, pH 5, 0,2 M, com 1 ml de uma solucdo contendo
aminodcido, adiciona-se 1,2 ml da solucdo 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 gua cotrente, adiciona-se
1 ml de solucdo de etanol em dgua a 60% (volume/volume), agita-se
e procede-se a leituras num espectrofotdmetro a 570 nm. A leitura
deve ser feita conftra um branco, sem aminodcidos, que contém 1,5
ml de tampdo citrato, 1,2 ml da solugdo de cianeto de potdssio e ninidrina
em metil-celosolve e 1 ml da solugdo de etanol a 60% seguindo-se
05 mesmos procedimentos desctitos acima.

RESULTADOS

Amostras controles preparadas em laboratorios:
serina e acido aspartico

0s resultados (Figura 2 a 13) referentes & determinacdo de aminoa-
cidos sdo apresentados a seguir, mostrando as diversas correlagdes des-
critas na metodologia, para os valores das concentragfes de aminodcidos

obtidos por gravimetria {C), dosagens colorimétrica (D), DQO e DBO
para amostras dos dois aminodcidos estudados separadamente. Nas figu-
ras estdo indicadas. ainda, as equagdes das curvas, ajustadas pelo método
dos minimos quadrados. e os valores obtidos para os coeficientes de
correlagao.

Figura 2
Correlago entre dosagem colorimétrica e concentragao obtida por gravimetria de serina
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Figura 3 ‘
Correlagio entre dosagem colorimélrica e concentragao obtida por gravimetria de acido
aspartico
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Figura 4
Correlagao entre DGO e concentracéo obtida por gravimetria de serina
300
a00
[a]
700 o
3
~ 800 -
2
E
< 500 -
g
3 c=1.180 DGO
pe
= 400 -
i r2:0.987
o
z 300 =
o
o
200
100 A
o 41" T T T T T L} T
a] 200 400 600 BOO
DRO (mg/L)




CONCENTRACAG (mg/L)

CONCENTRAGCAD [ mg/p)

CONCENTRACAD (mg/ k)

Figura 5

Correlagao entre DQO e concentragao obtida por gravimeiria de acido aspartico
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Figura §
Correlagao entre DBO e concentragéo obtida por gravimelria de serina
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Figura 7

Correlagao entre DBO e concentragao obtida por gravimettia de acido aspértico
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Figura B ]
Correlagio entre dosagem colorimetrica e DQO de serina
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Figura 9
Correlacdo entre dosagem colorimétrica ¢ DQO de acido aspartica
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Figura 10
Correlagio entre dosagem colorimétrica e DBO de serina
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Figura 11 ;
Correlago entre dosagem colorimetrica e DBO de acido aspartico
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Correlagéo entre DQO e DBO de serina
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Correlagao entre DQO e DBO de acido aspértico
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Amostras de esgoto sanitirio

A recuperacdo da quantidade de aminodcido {acido aspértico. adicio-
nada ac esgoto sanitdrio, empregando-se o Método da Ninidrina. esta
descrita na Tabela I:

Tabela |
Recuperacao de acido aspartico adionado a0 esgotu sanitario®

CONCENTRACAD RECUPERACAD
AMOSTRA
Ca Lmg/e) D img/f) AD Img/ L] ADcimgall Ca/AD¢
ESGOTO - 78 - - -
239 g |37
ESGOTO MODIFICADO zZ0a ETH - -
ESE0TO CLARIFICADO - 60 - -
a2 209 105
ESGOTC  MODNFICADD
E CLARIFICADO 200 2az - -

a
significado dos simbolos
C, . concentragdo de dcido aspartico adicionado (gravimetria)
D concentracdo pelo Método de Ninidrina
A 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 sao
mostradas na Tabela [k

Tabela
Resutado de 5Q0, DBO. ,, e recuperagao de matéria organica adicionada ao
esgoto sanitario®

AMOSTAA [ concED:(:R‘c‘oDBD a4 00 a :HEOCUPE::JQ";:O 4 B0
tmg/Th Img /1 ) lru/:zlo Img/' [ {mq/la)m ,Ar - i
ESBOTC - 3zs5 180
o234 133! L2 0,70
Morieaps | 2900 230 1571
a
significado dos simbolos
Cr : concentragdo de maténia organica total adicionada
AQO : DQO do esgoto modificado — DQO do esgoto

ABO, ;. DBO;,, do esgoto modificado — DBO; y, do esgoto

A Tabela [Il apresenta as correlagdes obtidas entre os valores
de 4cido aspartico, recuperado do esgoto pelo Método da
Ninidrina, e a matéria organica total adicionada, determinadz
por DQO e DBO; ;.

Tabela I )
Comparacao das correlagdes entre a concentracao de Acido determinada
pelo método da Ninidrina e a matéria organica total por gravimetria, D@0

e D80,
Ca ADe aDc [-1:14
/CT /Cf /ﬂ coo /ADQO 520
0.100 0Q.105 0.094 0.150
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DISCUSSAO E CONCLUSOES

Os resultados das dosagens colorimétricas e das concentragBes obtidas
por gravimetria variam com o tipo de aminodcido. sendo melhores as
correlagBes encontradas para o acido aspartico 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 aspér-
tido, sdo relativamente proximos 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 recuperacdo de aminodcidos especi-
ficos adicionados & fragao solivel do esgoto sanitdrio, fornecendo bons
resultados. sem interferéncias aparentes em relacdo aos outros compe-
nentes organicos presentes. A relacdo de 1,05 obtida entre o édcido
aspdrtico recuperade e o adicionado ac esgoto, mostrada na Tabela
1, comprova a eficiéncia do métodc.

Apesar das diferencas que o método colorimétrico apresenta entre
os aminodcidos, a Tabela [l mostra que, utilizando a mistura de alanina,
valina e histidina como padrdo. é possivel empregd-lo para a avaliagfio
de acido aspartico em esgoto e certamente de outros aminodcidos que
apresentem curvas para padrGes com inclinagdes préximas. Métodos
menos especificos em relacdo ao tipo de aminoacidos estdo sendo consi-
derados para a determinacdo de aminoacidos totais.

A mesma Tabela lll mostra, ainda, a proximidade de C,/C; compAD /
ADQO. evidenciando a eficiéncia do teste de DQO na determinagao
de matéria orgénica total no caso considerado.
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MATERIA ORGANICA

A matéria organica presente em aguas residudrias é normalmente
determinada através da Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) e da
Demanda Bioquimica de Oxigénio {DBQ). Apesar desses métodos esta-
rem sujeitos a imprecisdes e limitagdes, que condicionam seu uso, sdo
ainda os mais comumente empregados nessas determinagdes. Torna-se
evidente, portanto, a necessidade de se proceder a um estudo mais
detalhado relativo a determinagéo de matéria orgénica em dguas residud-
rias, pois muitos dos parémetros de projetos de unidades de tratamento
dependem desse valor. Tal conclusdo incentivou a proposicao deste
trabalho que retine os seguintes objetivos:

— propor uma metodologia alternativa em relagdo a usualmente em-
pregada para a determinagdo de matéria organica em &guas residudrias,
visando economia, rapidez e preciso,

—— 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 permitern a dosagem de proteinas, carboidratos, lipidios,
detergentes e aminoécidos que normalmente compdem as dguas residud-
rias, mais notadamente as de origem doméstica.

MATERIA ORGANICA EM AGUAS RESIDUARIAS

Os principais compostos orgénicos encontrados em aguas residudrias
sdo: carboidratos. protefnas, aminodcidos e lipidios. Outros compostos
organicos, como uréia, surfactantes, fendis, pesticidas, também podem
estar presentes, porém em concentragdes menores. Os constituintes orgd-
nicos s3o tanto de origem animal como vegetal e podem resultar de
processos de sintese ou de decomposicdo de outros produtos existentes
no meio. As 4guas residudrias podem ainda conter certos compostos
bioquimicos, como enzimas, coenzimas, vitaminas, ATP, 4cidos nucleicos
que normalmente ndo se encontram livres nesse meio.

Metcalf e Eddy (4} citam que cerca de 75% dos sélidos suspensos
e 40% dos solidos filtravels, em dguas residudrias, s&o de origem organica.
O esgoto sanitario, sequndo Tebbutt (6). apresenta 99.9% de dgua e
0,1% de solidos. Esses sélidos contém em mécia 70% de matéria orga-
nica e 30% de matéria inorganica. Hunter e Heukelekian (2) obtiveram
resuitados nos quais a fracdo particulada do esgoto sanitério estudado
contém aproximadamente 80% de matéria orgénica e a fragdo soldvel
contém aproximadamente 30%. Concluitam também que aproxima-
damente 64% dos sélidos totais provém da fracgo solivel do esgoto
e que 40% da matéria orgénica total sdo provenientes dessa fragdo.

METODOLOGIA

A matéria organica presente em aguas residuarias € determinada,
normmalmente, através dos testes de DQO e de DBO, que sdo os ensaios
tradicionais utilizados em Saneamento. Devido as limitacoes desses tes-
tes, propde-se métodos altemativos colorimétricos, utitizados e Bioqui-
mica, para a dosagem de proteinas, carboidratos, lipidios, detergentes
e aminoacidos, uma vez que esses compostos sao os principais consti-
tuintes da matéria orgdnica das dguas residudrias.

Para verificar a eficiéncia dos métodos colorimétricos empregados,
preparou-se, a partir de um esgoto sanitario in ratura filtrado (filtro
Whatman 40,8, um “esgoto “modificado” constituido pela adicdo
dos seguintes compostos: soroalbumina bovina (900 mg/), sacarose
(500 mglh), dleo 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 colerimétricos 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,
5M 11307, 0,2 ) para eliminar os efeitos de turbidez remanescente.
A diferenga de concentracdo obtida entre as amostras de esgoto modifi-
cado e esgoto in natura filtrado deve ser equivalente & concentracio
das substancias adicionadas. A concentragdo de matéria orgénica total
adicionada foi comparada com a concentracéo 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,
sequndo ltzhaki e Gill {3), carboidratos através do Método da Antrona,
sequngo Weiner {7), lipidios através do Métode da Sulfofosfovanilina,
sequndo Postma e Stroes (5), detergentes através do Método do Azul
de Metileno, sequndo Standard Methods (1) e aminoacidos através dc
Método da Ninidrina, sequndo Yemm e Cocking (8). Os ensaios de
DQD e DBO (Método das Diluicdes}, utilizados neste trabatho, encon-
tram-se descritos no Standard Methods (1).

RESULTADOS

_ A recuperagao da matéria organica adicionada ao esgoto sanitdrio
in natura filtrado é mostrado na Tabela L




Tabela |
Resultados da recuperagdo da maléria orgénica adicionada ao esgoto sanitario atraveés
de dosagens colorimétricas *

SOROAL- SACA- OLED DETER- ACIDO TOTAL
BUMINA ROSE DE SOJA GENTE ASPARTICO
o 918 492 208 209 209 2036
¢ $00 500 200 200 200 2000
o/c 102 0,98 104 1,05 1.05 1,02

a

Significado dos simbolos:

D: concentragdo, em mgil. obtida por desagem colorimétrica
C: concentragdo, em mgll, obtida por gravimetria

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

Tabela i
Resultados de dosagens, /00 e DBO da matéria organica total recuperada do esgoto
sanitario
MATERIA  ORGANICA  RECUPERADA mg/ L
DETERMINADA  PELOS METODOS COLOR IMéTRICOS 203¢
DETERMINADA POR DQO 2234
DETERMINADA POR DBO 1391
MATE'R!A ORGANICA ADICIONADA mg/L
DETERMINADA POR GRAVIMETRIA 2000

A Tabela Ill mostra as diversas correlagdes existentes entre as determi-
nacdes descritas na Tabela 1L

Tabela lll
Correlagdes entre as madidas da matéria orgénica total adicionada ao esgoto sanitério
p/¢  DEo/C 08O/ ¢ DQO /D DBO /D bBO /0G0
1,02 1,12 0,70 1,10 0,68 0,62

DISCUSSAQ E CONCLUSOES

Qbserva-se através da Tabela Il que o valor da matéria organica total
acrescentada ao esgoto foi de 2000 mg/l e o valor recuperado através
dos métodos colorimétricos foi de 2036 mg/, correspondendo 4 rela¢do
de 1,02 entre ambos, indicando, praticamente, total recuperagdo do
material adicionado. A relagio 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 relagéo DQO/D.
O valor da DBO da matéria orgénica recuperada é menor que o da
matéria orgnica realmente adicionado, apresentando uma relagdo igual
a 0,70. Observa-se também que valores préximos a esses foram obtidos
para as relagdes DBO/D e DBO/DQO, ou sejam 0,68 e 0,62, respectiva-
mente, mostrando, dessa forma, a coeréncia dos resultados consequidos.

10

Conclui-se, através desses ensaios preliminares, que os métodos coloti-
mélvicos podem ser utilizados como uma metodologia alternativa para
a determinagio da matéria organica. A execucdo desses ensaios € 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 toma-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 determinagao dos Selidos Suspensos Volateis (SSV) é um procedi-
mento bastante usual em Laboratérios de Saneamento e os resultados
desse método representam, o valor da biomassa presente em aguas
residudrias. O objetivo deste trabalho consiste no emprego de um método
colorimétrico alternativo em relagdo aos SSV, visando economia e rapi-
dez na obtengdo dos resultados.

CONSIDERACOES SOBRE BIOMASSA

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

A importéncia da determinacdo da biomassa presente nas aguas resi-
dudrias deve-se ac fato de que tal avaliagdo 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 varios métodos e todos
eles apresentam interferéncias e limitagdes que implicam uma andlise
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 crganelas.

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 execucao, a sensibilidade e a precisdo de cada determinagao
varia de método para método e sdo fatores fundamentais para a adogdo
do mesmo. A Tabela [ mostra a comparacdo dos métodos em relagio
a sensibilidade dos mesmos.
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Tabeda |

Comparagéo de métodos empregados na determinagdo de biomassa e sua sensibilidade

MASSA SECA MIMIMA DE BACTEIA REQUE -
METO DO RIDA PARA DETERMINACAC COM ERRO MENOR
QUE 2% Img/1)
MASSA SECA 50
DETERMINACAD DE
PROTEINA ( BIURETO) 1
DETERMINACAD DE ©ONA 1
DETERMINACAD DE
PROTEINA ( FOLIN-
CIGCALTEL ) 10- |
TURBIDEZ 10-1
CONTAGEM CELULAR 10-5
Fonte: Pirt (2)
METODOLOGIA

A medida de biomassa das amostras testadas foi realizada atraveés
da determinagdo dos Sélidos Suspensos Voléteis (1) e do Métode do
Biureto {3) que dosa a quantidade de proteinas libertadas pela hidrélise
alcalina do material constituinte dos microotganismos.

Essas medidas foram realizadas em amostras de cultura pura de Citro-
bacter freundlii ¢ em amostras de cultura mista obtidas de um reator
descontinuo utilizado para a degradacio de lactose.

Amostras de cultura pura

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

Dez diluicdes diferentes. a partir da solucdo estoque, foram também
preparadas e ensaiadas pelo Método do Biureto e dos S5V para o
estabelecimento da correlagdo entre os métodos.

Amostras de cultura mistas

As medidas de biomassa, através do Método do Biureto e dos SSV
das amostras de cultura mista, originarias de um reator aerébio de degra-
dacdo ce lactose, inoculade com esgoto sanitério, constituiram os ele-
mentos necessdrios para a determinacdo da curva de crescimento de
microorganismos desse sisterna. A amostra coletada no 8° dia de opera-
¢ao do reator e a amostra coletada no 23: dia foram utilizadas para
a obtencéo de duas curvas padrdes que relacionaram absorbéncia, pelo
Método do Biureto, com as massas fomecidas pelos SSV, conforme
mostram as Figuras 2 e 3.

Figura 1
Curva padréo de Citrobacter freundii
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ABSQRBANCIA

. Figura2
Curva padrao de biomassa de cultura da amostra do 8 dia de operagéo do reator
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Figura 3

Curva padrdo de biomassa de cultura da amostra do 23¢ dia de operacéo do reator
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Método do biureto para determinacio de biomassa

O método desenvolvido por Stickland (3) consiste na adicdo de hidré-
xido de sédio em amostras que contém suspensdes microbianas. O
excesso de hidréxido de cobre & removido por centrifugacio e a absor-
béncia 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 a quantidade de biomassa presente na amostra.

Reagentes

Solugdo de hidréxido de sédio, 20%: dissolve-se 20g de NaOH em
100 ml de 4gua destilada.

Solugdo de sulfato de cobre, 25%: dissolve-se 25g de CuSO,..H,0
em 100 ml de agua destilada.

FProcedimento

Adiciona-se a 3,3 ml da suspensdo aquosa de células lavadas, 0,6
ml da solugdo de hidréxido de s6dio 20% e aquece-se a mistura em
um banho de dgua a ebulicio, durante 15 minutos. Esfria-se a amostra
3 temperatura ambiente, adiciona-se 0,1 ml da solucdo de sulfato de
cobre 25% e agita-se a mistura. Ap6s 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 cultura pura

As Figuras 4, 5 e 6 apresentam as curvas que mostram as correlacdes
entre concentracdo e dosagem pelo Biureto, concentragdo e S5V, dosa-

gem pelo Biureto e SSV, respectivamente, para as suspensées de culturas
puras de Citrobacter freundii testados.

Figura 4
Correlag@o entre dosagem pelo Biureto e concentragao das suspensdes de Citrobacter
freundif
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Figura 5
Correlagio entre SSV e concentragac das suspensoes de Citrobacter freundii

1.400
1.300
1.200
1100 4
1.0G0 4
900 o
800

700 7 sav: 0.815 ¢

55v (mg/d)

600 -
500 4 2 = 0.966
400
300 o
200 4 o

1.00 -

T
0 200 400 800 800 1000

T T
1200 1400 600

CONCENTRAGAO { mg/Lh}

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

ATigura 7 mostra a variagdo da concentragdo de biomassa em fungéo
do tmpo, para o reator estudado, através de medidas de S5V e de
dosagens pelo Método do Biureto. Neste estudo, as medidas de dosagens
foram referenciadas a duas vurvas padrdes. Até o 112 dia, as dosagens
foram referenciadas & curva padrdo obtida da amostra do' 8¢ dia de
operacdo do reator (Figura 2), e do 12+ a0 38¢ dia. as dosagens foram
referenciadas & curva padrdo obtida através da amostra do 23¢ dia de
operacdo do reator {Figura 3).

A Figura 8, apresenta a correlacdo entre dosagem pelo Biureto e
S8V para as amostras do reator.

Figura 8
Correlagéo entre dosagem de hiomassa pelo Método do Biureto e SSV de cultura mista
do reator.
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Figura7 Variagdo de hiomassa em fungae 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 correlacio
melhor entre os valores. obtidos pelo método proposto, e a concentracdo
de biomassa das suspensées de Citrobacter freundii, do que a correlagio
entre as medidas de SSV e as respectivas concentracdes de biomassa.
Devido a esse fato, 0s 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 condi¢des particulares. Os ensaios
preliminares, referentes a determinaco colorimétrica de biomassa dessas
amostras, mostraram que uma (nica curva padrdo ndo & 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 correlacdo entre as medidas
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de biomassa pelo Biureto e pelos SSV, conforme mostra as Figuras
Te8

Os resultados obtidos sdo informagdes preliminares que evidenciam
v complexidade do assunto e sugerem pesquisas posteriores, abrindo
novos horizontes ao tema,
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