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RESUMO

O uso de biodigestores anaerébios ¢ uma versatil alternativa para producdo de
biomassa microbiana a partir de residuos organicos. O reaproveitamento das sobras
alimentares, produzidas pelo Restaurante Universitario da Unesp Campus Rio Claro, foi o
responsavel pela producdo de um Inéculo Liquido Residual (I.L.R.) utilizado como agente
biodegradador e biossorvente para os corantes azdicos “Acid Yellow 25” e “Direct Violet 51”
de importante destaque industrial. O projeto dividiu-se em duas etapas, a primeira
contemplando a producdo do in6culo em grande escala (biodigestor de fluxo continuo) e a
segunda em escala de laboratorial (biodigestor em batelada). Os resultados da analise
microbioldgica revelaram a presenca predominante de bactérias acidogénicas e de leveduras
em menor escala. Estes microrganismos foram aplicados como inéculo nas solucdes dos dois
corantes em condigdes variadas de pH (2,50; 4,50 e 6,50). A anélise dos produtos formados a
partir da interacdo com o |LL.R demonstraram as potencialidades biodegradativas e
biossorventes do consorcio microbiano e sua agdo diferenciada de acordo com a mudanca de
pH.As aminas arométicas e sulfonadas, formadas apo6s a reducdo da ligacdo azobica, foram
estudada a partir do sobrenadante dos tratamentos dos corantes através do uso dos métodos
difundidos do UV-Vis e do HPLC aliados as analises vanguardistas do FTIR.

Palavras-chave: Descoloragdo. Acid yellow 25. Direct Violet 51. Consorcio microbiano.
Biodigestor anaerobio.



ABSTRACT

The use of anaerobic bioreactor is a versatile alternative for the production of microbial
biomass from organic waste. The reuse of the leftovers from the University Restaurant of
Unesp Rio Claro Campus, was responsible for producing a Residual Liquid Inoculum (R.L.1.)
used as a biodegradator and biosorptive agent for two azo dyes Acid Yellow 25 and Direct
Violet 51 with a major role in the industrial scenery. The project was divided in two steps, the
first covering the production of the inoculum in large scale (continuous flow bioreactor) and
the second in bench-scale (in-batch bioreactor) The results of the microbiological analysis
revealed a predominant presence of acidogenic bacteria and a few yeasts. These
microorganisms were used as inoculum in both dye solutions at different pH conditions (2.50,
4.50 and 6.50) The analysis of the resultant by-products demonstrated the biodegradation and
biosorptive potential of the consortium and its differentiated pH-regulated action. The
aromatic sulfonated amines, formed after the reduction of the azoic bounds, were studied
through the spreaded analytic methods of UV-Vis and HPLC in conjunct with the vanguard of
FTIR device.

Key-words: decolorization, acid yellow 25, direct Violet 51, anaerobic bioreactor, microbian

consortia.



INTRODUCAO

A poluicdo da Agua.

Indiscutivelmente, a poluicdo da agua representa um dos grandes problemas da
humanidade na atualidade. Orgéos especialistas no assunto, como a Sabesp (Companhia de
Saneamento do Estado de Sdo Paulo), estimam que a demanda por agua seja maior que a
capacidade de abastecimento para a populacéo ja a partir de 2010, na regido metropolitana de
Séo Paulo (ROMANE, 1998).

Neste contexto, os efluentes téxteis apresentam importante papel, pois seu descarte
sem o tratamento apropriado pode causar danos biotoxicos e introduzir o perigo potencial de
bioacumulacéo citado por Zee (2002), em decorréncia da presenca de produtos e subprodutos
toxicos e carcino-mutagénicos para 0s seres vivos aquéticos e para 0 homem (CORSO et
al.,1997).

Desta forma, a biossorcdo e a biodegradacdo de dois corantes azdicos, relevantes
industrialmente “Direct Violet 51” e “Acid Yellow 25”, foi estudada inicialmente a partir da
interacd0 com uma cultura mista microbiana, produzida a partir da fermentacdo das sobras
alimentares do Restaurante Universitario da Unesp de Rio Claro e, em uma segunda fase, a
partir do inoculo produzido por um biodigestor de bancada.

Os métodos analiticos da Espectrofotometria no Ultravioleta e Visivel (UV-Vis), da
Espectroscopia do Infravermelho (FTIR) e da Cromatografia Liquida de Alto Desempenho
(HPLC-UV) foram as ferramentas utilizadas na avaliagdo da biodegradacdo dos corantes

azoicos.



Parte da presente Pesquisa de Mestrado foi realizada na Alemanha no ano de 2007.
Isso foi possivel no contexto da parceria entre o Departamento de Bioquimica e
Microbiologia da UNESP (UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA) Campus Rio
Claro e o Centro de Cooperacdo Académica Brasil-Alemanha (COBRAL) da
Universidade de Ciéncias Aplicadas de Mannheim. (HOCHSCHULE MANNHEIM).
A coordenacdo do COBRAL, pelo Prof. Dr. Harald Hoffmann e a Prof. Maria do Carmo
Massoni e a supervisao do Prof. Dr. Jurgen Backhaus, que colocou seu laboratério a nossa

disposicao, foram essenciais a realizacdo do trabalho.



REVISAO DA LITERATURA.

1 - Corantes Téxteis.

Na Antiguidade, o homem pré-histérico ja tingia casacos, tecidos e outros objetos
com substancias naturais de origem vegetal e animal. Hierdglifos do Antigo Egito descrevem
minuciosamente como eram feitas a extracdo e a aplicacdo dos corantes naturais no
tingimento de tecidos. Pinturas encontradas em cavernas da Altamira, Espanha, relatam como
0s pigmentos inorganicos eram usados nos tempos pré-histéricos (BRUNELLO, 1973).

Apesar de evidéncias de sua utilizacdo durante a Pré-Historia somente na Epoca
Moderna, no ano de 1865 com a descoberta do Mauve por W.H.Perkin, que a historia da
industria de corantes sintéticos comecou. Nos ultimos 130 anos, milhares de compostos
quimicos coloridos foram sintetizados e um namero proximo de 10.000 reflete a produgdo em
escala industrial no inicio da década de 90 (ZOLLINGER, 1991).

Os colorantes abrangem os corantes e os pigmentos, apesar desses termos serem
utilizados indiscriminadamente, pigmentos sdo compostos considerados insollveis ho meio
em que seréo aplicados e precisam ser misturados a um substrato antes de serem aplicados nos
tingimentos, j& os corantes sdo sollveis em meio aquoso e geralmente possuem afinidade pelo
substrato em que serdo utilizados (ZOLLINGER, 1991).

Aproximadamente 15% da producdo mundial de corantes € perdida para o meio-
ambiente durante a sintese, processamento ou tingimento dos tecidos e fibras (ANLINKER,
1977). Isso representa um lancamento diario de 128 toneladas no meio ambiente, o que é

alarmante considerando-se que muitos corantes sdo visiveis em concentracdes inferiores a



1mg. L * e que o processo téxtil produz tipicamente efluentes com concentracdo entre 10 e
200mg. L ' (O’NEILL et al., 2000).

O processo de tingimento € um dos fatores fundamentais no sucesso comercial dos
produtos téxteis. Além da padronagem e beleza da cor, o consumidor geralmente exige
algumas caracteristicas basicas do produto, por exemplo, elevado grau de fixacdo em relacdo
a luz, lavagem e transpiracdo, tanto inicialmente como apds uso prolongado (GUARATINI;
ZANONI, 2000).

Desta forma, a produgéo de corantes téxteis visa principalmente o desenvolvimento de
compostos com caracteristicas quimicas que os tornam altamente persistentes. Os corantes
podem ser divididos em varias classes baseadas em sua constituicdo quimica (mais comuns -
azéicos — monoazo, diazo, triazo e poliazo, antraquinonas, azoicos, indigdides, ftalocianinas,
triarilmetano; menos comuns: diarilmetano, indigdides, azinas, tiazinas, xantenos, nitro,
nitroso, metino, tiazol, indaminas, quetonimina, etc) ou de acordo com o modo pelo qual
ocorre a fixacdo as fibras: reativos, acidos, basicos, diretos, dispersos, a cuba, de enxofre e
complexados com metais ou pré-metalizados. Algumas caracteristicas importantes dos grupos

de corantes foram selecionadas e dispostas na Tabela 1.

1 TABELA 1. Principais grupos de corantes Continua...
Classe -
do Colour Aplicacao Processos Compos_lgao
Index (C.1.) plicag Quimica
Corante
~3* maior classe de  Raramente sol(veis, sdo O tingimento Azbicos ou Nitro-
corantes listados utilizados para tingir requer a exposicdo  componentes.
no C.1.: 1600, dos  tecidos sintéticos. Tais do tecido a maisde  Amarelo ao
quais 40% estdo como: acetato de celulose, 120°C, além da vermelho.
Dispersos em producgéo nylpn, poliéster e adicdo d_e um Antraquinonas:
atualmente. poliamida. agente dispersante  azul e verde.
de cadeia longo Metal-complexos:
gue aumenta a todas as cores.
interacdo do
corante a fibra.
Pequena, mas em Compostos insoliveis, ndo O tingimento é Azéicos: amarelo,
expansdo classe de ibnicos, as vezes sais. alcancado atraveés laranja ou
corantes. Retém sua estrutura da adicdo no banho vermelho.
~25% dos nomes cristalina e particulada de um agente Ftalocianinas:
Pigmentos d_ispom'veis e apos o tingimento. qgimico azul e verde.
Organicos listados no C. I. dispersante.
~1600 nomes
diferentes
representam
apenas
~ 800 corantes.




Representam 5% Utilizados para tingir Possuem grupos Diarilmetano,
dos corantes fibras com grupos &cidos, bésicos que se triarilmetano,
Basicos listados no C.1. tais como o polyacryl ligam a grupos antraquinonas e
modificado. acidos de fibras. compostos
az0icos.
Corantes a Cuba  Corantes insoluveis O tingimento das Antraquinonas e
(@ Tinaou de utilizados particularmente fibras é feito Indigbides.
Reducéo) - Euma  para o tingimento de fibras  através da redugdo A produgdo de
grande e celulésicas (algodéo). da forma insoltvel  hidrossulfito de
importante classe (com hidrossulfito  sodio pode causar
de corantes de s6dio em meio  problemas
baseada nos alcalino) corante e ecoldgicos.
Corantes | . . S
acuba | Indigos, sua oxidado,
tioindigoides e realizada ap6s o
antraquinoides. banho.
Tranformam-se em
leuco compostos,
sollveis e capazes
de tingir as fibras
celulosicas.
~15% produgdo Corantes com anel O processo Azo,
mundial. benzénico heterociclico, envolve reducdo e  antraquinona,
contendo um atomo de S. oxidacdo durante 0  triarilmetano,
Apos a sua aplicagéo, tingimento, assim azina, xanteno,
caracterizam-se por como no caso dos ketonimina,
Corantes compostos indigos. nitro, e nitroso,
De macromoleculares com Utilizados que fornecem uma
Enxofre pontes de polissulfetos. principalmente ampla faixa de
para fibras coloracéo e grau
celulésicas. de fixacdo: verde
oliva, preto, azul
marinho, marrom.

(FONTE: Adaptado de Guaratini e Zanoni, 2000; Robinson et al., 2001 e Kunz et al., 2002, Marcanti-Contato,
1995)

Durante o tingimento com os Corantes Reativos é necessario o acréscimo de grandes
quantidades de sais e amonia (60 até 200g/L) para atingir um grau minimo de fixacdo. 10 a
50% dos corantes continuam hidrolisados, permanecendo em solugéo
De acordo com o “Coulour Indice” (C.1.), editado e desde 1924 revisado a cada trés meses
pela “Society of Dyers and Colourists and the American Association of Textile Chemists and
Colorists”, estdo listados aproximadamente 28.000 nomes comerciais de corantes,
representando cerca de 10.500 corantes, divididos em 15 classes.

A classe de corantes, com maior nimero de representantes (60 a 70%) é a dos az6icos
e sua participacdo entre reativos, acidos e diretos é ainda maior, por isso constituem a maior
parte dos efluentes de industrias téxteis (ZEE, 2002).

A principal caracteristica dos corantes azdicos é a ligagdo de anéis aromaticos por

grupos —N=N- cromoéforos (Figuras 1 e 2.) que, somada as substituicGes sulfonadas,



contribuem para a alta resisténcia dos corantes aos processos de degradacdo quimica e
microbioldgica (HU e WU, 2001)

SO3Na OCH 3
CH3 N=N / N =N SOsNa
CH3 CH3 HO

O

Figura 1. Férmula molecular do corante azéico “Direct Violet 51”.

T
Ol

CH3 N=N OH

CH3

20,196-0 N SO3Na

Figura 2. Férmula molecular do corante azoico “Acid Yellow 25”.

A estabilidade da molécula do corante é diretamente associada a forca de ligacéo
quimica dos a&omos componentes dos grupos cromoéforos (tais como nitro, nitroso, azo e
carbonila) e auxocromos, grupos que intensificam ou modificam a cor final (etila, nitro, amino,
sulfénico, hidroxila, metoxi, etdxi, cloro e bromo). Os grupos auxocromos sulfoénicos tornam a
molécula do corante soltvel em meio aquoso e aumentam a afinidade pelas fibras no processo
de tingimento (KIMURA et al.,1999).

O corante “Acid Yellow 25” utilizado nessa pesquisa, proveniente da TMX
Representacdo Comércio Importacdo e Exportacdo Ltda., foi descoberto por O. Dressel, H.
Kothe e H. Horlein em 1909, de acordo com as informacg6es do fabricante. Possui a estrutura
de um mono azo e é classificado por sua aplicacdo como corante &cido, mesmo apresentando
uma estrutura complexa, a presenca de um grupo sulfénico torna sua solubilidade rapida e
permanente em meio aquoso (FAHL et al., 2004).

O “Direct Violet 51” é um corante bem utilizado para tingimento, pois em sua
estrutura h& ligantes diazo que conferem grande resisténcia a lavagem além de alta

substantividade, o que o torna muito aderente aos tecidos (VITOR, 2005).



Os corantes diretos sdo em sua maioria compostos azos-sulfonados, similares aos
corantes acidos na constituicdo e ndo ha uma nitida demarcacdo entre essas duas classes.
Alguns corantes diretos podem tingir tambem fibras proteicas e poliamidas. A natureza da
afinidade da celulose pelos corantes diretos ainda nédo foi satisfatoriamente explicada. Pode
ocorrer por acdo das forcas ndo polares de Van der Waals, ou seja, acimulo de cargas
negativas e positivas em lugares diferentes do atomo, que se comporta como dipolo elétrico.
Dentre outras explicacfes estdo as pontes de hidrogénio e a de que a “substantividade” (ou
afinidade de um corante por determinado substrato) estariam relacionados com a estrutura
molecular planar do corante, que poderia permitir seu alinhamento sobre superficie da fibra.
Além disso, os corantes diretos podem ser utilizados em fibras celuldsicas, como ja citadas,
algumas protéicas e poliamidas, além de papel, couro e preparacdo de sais de metais pesados
para uso em pigmentos, mordentes bioldgicos e indicadores (VITOR, 2005).

2 - Tratamento de efluentes téxteis.
2.1. - Métodos Fisicos e Quimicos.

Os corantes azdicos sdo predominantemente utilizados pelas indUstrias téxteis, podem
também ser encontrados na farmacéutica, nas industrias de papel, tintas, couro e cosmética. Por
isso, ndo é surpresa seu destaque no cenario de preocupacBes ambientais. Muitos desses
corantes encontram o caminho para 0 meio ambiente nos efluentes industriais e, em
decorréncia de reterem sua cor e integridade estrutural no meio ambiente por longos periodos,
mesmo sob a acdo microbiana, sdo considerados compostos persistentes (WALLACE, 2001).

O aumento da conscientizacao e da rigidez das regras ambientais tém incentivado o
desenvolvimento de tecnologias melhoradas no tratamento desses efluentes. Na Tabela 2 ¢
possivel verificar as principais técnicas fisico-quimicas disponiveis na literatura, que envolvem
principalmente os processos de adsorcdo, precipitacdo, degradacdo quimica e eletroquimicas
(GUARATINI; ZANONI, 2000; ROBINSON et al., 2001).

Apesar dos principais métodos de tratamento de efluentes utilizados serem os fisico-
quimicos (coagulacdo seguido por sedimentacdo ou flotacdo), esses sistemas sdo muito
onerosos e constituem sistemas nado-destrutivos. Apesar do volume de residuos serem
diminuidos, a disposicdo final da fase solida € um problema. Assim, o0s processos de
biorremediacdo surgem como uma alternativa ecologicamente amigavel, com a facilidade de
implementacdo em larga escala e a versatilidade da degradacdo de uma vasta gama de
poluentes, por um custo mais acessivel. Os versateis processos de degradagdo microbioldgica

serdo abordados posteriormente. TABELA 2:
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2.2. - Métodos Biolégicos.

Inimeros trabalhos estdo disponiveis abrangendo a biorremediacdo de corantes
téxteis, seja pela biossor¢do microbiana, biodegradacdo ou diminuicdo da toxicidade dos
efluentes. Ambos incluem-se entre os processos de biorremediacdo. O primeiro com enfoque
na remoc&o fisica do corante pela biomassa. O segundo na forma de degradagdo enzimética das
moléculas do corante objetivando-se a mineralizacdo, mais rara e geralmente alcancada quando
0 processo € aliado a outras técnicas.

Ressalta-se que ndo ha metabolizacdo do corante durante a biossorcdo, mas apenas
sua remocdo do meio, desta forma, espera-se que a toxicidade possa ser atenuada com a
diminuicdo da concentracdo do poluente. Ambos sdo biorremediadores e a atenuacdo da
toxicidade é uma conseqliéncia parcial, mas também importante, dos processos de

biorremediagéo.

3 - Os processos e a definicdo de Biorremediacéao.

A biotecnologia ambiental ndo constitui um campo novo, compostagem e tratamento
de &gua sdo tecnologias bem conhecidas e ja utilizadas. Entretanto, estudos recentes em
biologia molecular e ecologia oferecem novas oportunidades para melhorar esses processos
bioldgicos.

A biorremediacao é definida como o processo no qual contaminantes ou poluentes
sdo degradados, sob condic¢Bes controladas, até atingirem um estado indcuo ou niveis abaixo
dos limites estabelecidos pelos 6rgdos fiscalizadores (MUELLER et al., 1996).

Por definicdo, biorremediacdo é o uso de organismos vivos, especialmente
microrganismos, para degradar os contaminantes ambientais a formas menos téxicas. Utilizam-
se fungos, bactérias, cianobactérias, algas e plantas para degradar e detoxificar substancias
perigosas ao homem e ao meio ambiente. Os organismos utilizados podem ser enddgenos da
area contaminada ou isolados de outro local e, posteriormente, trazidos ao sitio contaminado.

A biorremediacdo é efetiva apenas quando as condi¢fes ambientais permitem o
crescimento microbiano e a sua atividade, desta forma, seu sucesso envolve necessariamente a
manipulagdo ambiental dos pardmetros necessarios ao seu desenvolvimento (VIDALI, 2001).

No caso dos tratamentos bioldgicos, procuram-se imitar o metabolismo de estabilizacéo
dos seres vivos (existentes nos rios, lagoas, mares, solos e atmosfera) que transformam a

matéria organica em novos constituintes celulares (VITOR, 2005). Os contaminantes sdo
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transformados pelos organismos através de reagdes que fazem parte do seu proprio
metabolismo. A biodegradacdo de um composto geralmente é resultado da acdo de um
conjunto de organismos, cada um atuando em um passo da degradacéo.

No contexto de crescimento e atividade microbiana, fatores como o pH, temperatura,
umidade e disponibilidade de nutrientes sdo fundamentais. Embora muitos microrganismos
tenham sido isolados de condigGes extremas, a maioria deles cresce dentro de uma estreita
faixa otima (VIDALI, 2001). Para que a biorremediacdo seja viavel e efetiva, tais fatores
devem ser considerados no cultivo em condicBes laboratoriais. Quanto menos exigente é a
espécie ou o consdrcio de microrganismos estudado, a biorremediacdo é mais vantajosa e
viavel.

Dada a complexidade das interagdes biomassa-poluente, quando se consideram 0s
processos de biodeterioracdo, entre a biodegradagdo do poluente e sua total mineralizagéo,
existem passos intermediarios agrupados entre 0s processos interfaciais, que devem ser
considerados nos estudos mais verossimeis; formacdo de biofilmes, deposicao, “leaching”-
degradacdo dos aditivos- no caso de polimeros, corrosao, hidratacdo e penetracdo, colorizagdo
do meio (FLEMMING, 1997).

3.1. - Biossorcdo de corantes téxteis.

Uma das técnicas de remediacdo estd no uso da capacidade adsortiva de certos tipos de
biomassa ou compostos inorganicos. A adsor¢cdo por materiais como 0 carvao ativado foi
observada como eficaz na remocdo de alguns tipos de corantes, porém seu custo impossibilita
a aplicacdo em larga escala. Assim, procuram-se substituintes, de baixo-custo, como a turfa,
cinzas, silica, serragem e outros tipos de biomassa com alguma afinidade quimica com os
corantes (RAMAKRISHNA; VIRARAGHAVAN, 1997; EL-GEUNDI, 1991; ABO-ELALA
et al., 1988). Entretanto, esses adsorventes ttm uma capacidade reduzida quando comparados
ao carvao ativado e grandes quantidades seriam necessarias para O tratamento, 0 que
novamente limita seu uso.

A biossorcdo € uma alternativa que tem ganhado importante destaque no cenério de
remocdo de poluentes de efluentes. O termo que se aplica a interacdo de biomassa viva ou
processada de bactérias, algas, cianobactérias, leveduras, fungos filamentos, etc., com
corantes ou outras substancias poluentes, como metais pesados. No primeiro caso, variaveis
como o impacto do poluente na populagcdo microbiana e as condi¢des de crescimento para a
mesma devem ser considerados, no segundo geralmente a biomassa é processada e pode ser

imobilizada para composicao de filtros bioldgicos. A recuperacdo da substancia-alvo é mais



14

facil, e a lavagem da biomassa permite sua reutilizacdo, entretanto apenas no primeiro a
biodegradacdo ocorre, porque o arsenal enzimatico esté ativo.

Robison et al. (2001) sugeriram a utilizacdo de biomassa microbiana em um
tratamento hipotético de efluentes, que aliaria 0 método de biossor¢do de corantes téxteis a
um estagio posterior de fermentagdo sélida do residuo solido saturado de corante e outros
produtos, produzido pela primeira fase do tratamento. A fermentagdo seria realizada com
Phanerochaetes chrysosporium, por exemplo, e 0 produto resultante aplicado para
enriquecimento de solo agricola.

Quando se estudam as células mortas, as moléculas do corante podem ser retidas por
essa biomassa sem a ocorréncia da sua biodegradacdo. Este fato € extremamente importante,
pois implicaria na remocdo do corante associado sem seu desdobramento em subprodutos
toxicos (CORSO, 1998).

Portanto, para as células vivas, ha dois mecanismos através dos quais 0S
microrganismos podem retirar a cor do efluente: a biodegradacéo e a biossor¢éo.

A primeira realiza-se por meio da utilizagdo de enzimas que atacam e desfazem as
ligagBes quimicas mais importantes dos corantes (para que o corante possa ser utilizado como
fonte alternativa de carbono) e a segunda ocorre pela retencdo das moléculas do corante por
componentes celulares do microrganismo (MOU et al., 1991). Além disso, quando a célula
esta viva ha possibilidade do transporte do corante para dentro da mesma, o que envolveria o
gasto de energia e a interagdo com grupos quimicos das organelas celulares presentes.

Para as células mortas, apenas a biossor¢do ocorre. Esta envolve interagdes entre o
corante e sitios (na parede celular do microrganismo) através de interacdes passivas fisico-
quimicas tais como a adsorcao, a deposicéo e a troca-idnica (FU; VIRARAGHAVAN, 2001).

Assim, o termo biossorcdo é utilizado para explicar os fenbmenos de remocdo de
moléculas potencialmente toxicas de solu¢fes aquosas por adsor¢do na parede celular ou
outros tipos de ligacBes quimicas com estruturas existentes dentro da célula (CORSO, 1998),
o termo é normalmente utilizado para células vivas e mortas.

No contexto descrito por Zollinger (1991), no final da década de 70, trabalhos
pioneiros sobre biossorcdo de corantes por microrganismos foram realizados no
Departamento de Bioquimica e Microbiologia da Unesp de Rio Claro.

ANGELIS et al. (1979) apresentaram 0s primeiros ensaios estudando o crescimento o
fungo Neurospora crassa 74A em culturas contendo o corante Azul Quimacel e verificaram a

remocao de 80 a 93% da cor pela biomassa nas primeiras 24 horas.
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Vérios tipos de corantes téxteis como o “Basic Orange 2” e o “Basic Brown”
(basicos), “Acid Yelow 23” e “Acid Orange 7” (acidos), “Direct Red 23” e “Direct Violet
51”(diretos), “Procion Blue-MXG” e “Procion Scarlet-MXG” (reativos) foram estudados para
se verificar a capacidade de remocéo de colénias paramorfogénicas de Aspergillus niger, na
forma de “pellets” miceliais de 1mm. Nestes trabalhos foram avaliadas as capacidades
biossortiva e biodegradativa do fungo. Os corantes que mais interagiram foram os reativos e
os diretos (MARCANTI-CONTATO; CORSO, 1993).

Neurospora crassa também foi utilizado por CORSO et al. (1981) para interagir
com o corante Vermelho Reanil P8B. Variando-se as concentragdes de corante em solucgéo,
0 autor encontrou os melhores resultados de remocdo (em torno de 90%) nas solugdes
aquosas contendo 32 e 64ug. mL™, revelando ainda que o crescimento microbiano néo foi
afetado pelo corante.

A fim de descobrir se apenas ha a ligacdo externa da membrana com o corante ou ha a
sua internalizagdo, BRAHIMI-HORN et al. (1992) estudaram a compartimentalizacdo das
células e observaram as células intactas e ndo-intactas concluindo que, depois de 24 horas, a
biossorcdo era maior no caso das células com membrana intacta. Isso sugeriu que, neste caso,
a integridade da célula foi importante para manter sua capacidade de reter o corante.

Comparando células vivas e autoclavadas de P. chrysosporium para tratar o corante
“Congo Red”, Tatarko e Bumpus (1998) observaram que a remocédo era 90% no caso das
células vivas e 70% de remocéo para as autoclavadas.

VITOR (2005) apresentou os resultados da interagéo da levedura Candida albicans,
isolada de um efluente industrial, em processos de remocéo de corantes azdicos. Neste estudo
o corante escolhido foi da classe dos diretos, o “Direct Violet 51” em solucdo aquosa. A
levedura selvagem foi utilizada na forma de suspensao no estudo da biossor¢éo do corante e 0
valor de pH 2,5 foi o que melhor se mostrou ativo quanto a capacidade de remover o corante
frente as biomassas ndo autoclavadas e autoclavadas de Candida albicans. Em todos os
experimentos de interacdo biossortiva realizados entre a biomassa e o corante, as células
autoclavadas foram as que apresentaram uma maior capacidade biossortiva em relagcdo as
celulas ndo autoclavadas.

Polman e Breckenridge (1996) através de estudos com outras 28 espécies de
microrganismos, inferiram que a alta capacidade de adsorcéo das células autoclavadas pode
estar relacionada com o aumento da superficie celular, o que ocorre depois da ruptura da

membrana.
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H& casos em que 0 oposto acontece, 0 que pode estar relacionado com as
caracteristicas quimicas do corante e suas afinidades com a do microrganismo utilizado. As
vantagens da biomassa morta € que ela ndo precisa de um meio de cultura com caracteristicas
especificas, pode ser armazenada e utilizada posteriormente, podendo ser obtida de restos de
tanques de fermentacdo (KAPOOR; VIRARAGHAVAN, 1995).

3.2. - Biodegradacao de corantes téxteis.

A acdo dos microrganismos como agentes efetivos na destruicdo e reciclagem de
materiais organicos na biosfera é aceita de forma incontestavel. As reacdes de biodegradacédo
podem quebrar as cadeias dos compostos organicos mineralizando-0s e, muitas vezes,
alterando sua toxicidade (PAINTER, 1995).

Portanto, segundo Koncan e Somen (1999), o conhecimento do mecanismo da
sintese enzimatica é extremamente importante, pois é o elemento chave na busca de respostas
para uma degradacao mais rapida objetivando a diminuicdo do impacto ambiental causado por
efluentes toxicos.

Relata-se na literatura a biodegradacdo de corantes az6icos sob condicdes anaerdbias
e aerdbias, entretanto, muitos corantes azoicos apresentam-se resistentes a degradacdo por
bactérias aerdbias (RAZO-FLORES et al., 1997). A presenca de um mecanismo de “repulsdo
eletrénica” do grupo azo contra o ataque das oxigenases (PLUMB et al., 2001) seria a
responsavel pela resisténcia da degradacdo em condicdes aerdbias.

Esses corantes sdo reduzidos e descolorizados quando atuam como aceptores de
elétrons para a cadeia de transporte microbiana (CARLIELL et al., 1996). A reducdo das
ligacGes azo gera aminas primarias (FITZGERALD; BISHOP, 1995) que, com algumas
excecdes, ndo sdo degradadas aerobicamente (BROWN; HAMBURGER, 1987).

Essas aminas aromaticas sao mineralizadas por pela acdo de enzimas ndo especificas
através de hidroxilacéo e abertura do anel aromatico (EASTON, 1995; ZISSI; LYBERATOS,
1996).

Desta forma, os corantes azbicos sdo degradados a aminas aromaticas
preferencialmente em condicBGes anaerobias e seus subprodutos sdo degradados geralmente
em condicbes aerobias (SPONZA; ISiK, 2005). Corantes geralmente ndo séo citotoxicos,
mutagénicos ou carcinogénicos, mas as aminas aromaticas formadas podem possuir estas
indesejaveis caracteristicas (HARMER et al., 1992).
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Grande variedade de organismos anaerdbios, incluindo alguns da flora intestinal
humana, possui a habilidade de produzir aminas aromaticas a partir de corantes como a
tartrazina, por exemplo. Tal processo pode se realizar dentro do sistema digestorio humano e
produzir moléculas carcinogénicas como o benzidino e a 4-aminoanilina (CHUNG e
STEVENS, 1992; BROWN; DE VITO,1993).

Field et al. (1995) demonstraram que o tratamento aerdbio e anaerdbio combinado
de efluentes téxteis podem eliminar a Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) adicional
atribuida a presenca de aminas aromaticas. Componentes como &cido-6-aminonaftaleno-2-
sulfénico mostraram-se totalmente degradados por uma cultura mista de microrganismos
aerébios (ROZGAJ; GLANCER-SOLJAN, 1992).

Um exame da literatura destaca acdo de alguns microrganismos que despertaram o
interesse pelo estudo de fungos e bactérias nos processos de biorremediacdo de indmeros
xenobioticos e finalmente dos corantes téxteis. No contexto da classe dos téxteis, o versatil
fungo de decomposicdo branca Phanerochaete chrysosporium, com capacidade de
mineralizar além da lignina, pelo menos parcialmente e em alguns casos completamente, uma
variedade de poluentes resistentes a degradacdo. O sistema lignolitico deste fungo é
representado principalmente pelas enzimas lignina-peroxidase e manganés peroxidase, as
quais sdo produzidas em meios contendo fontes limitadas de carbono e nitrogénio. Estas
enzimas tém a capacidade de despolimerizar a lignina e uma grande variedade de outros
compostos. Especialmente para efluentes téxteis, alguns estudos tém sido realizados
explorando sua capacidade de degradar e mineralizar corantes (KUNZ et al., 2002).

JESUS (2005) descreveu a utilizacdo do fungo Neurospora crassa 74A para avaliar a
remocao por biossorcdo e biodegradacdo de doze corantes, entre acidos, diretos, reativos e
xantenos. Os resultados demonstraram que o processo inicial de remocdo deu-se por
biossor¢do, na qual a parede celular do fungo funcionou como um filtro atrativo para as
moléculas de corante do meio, 0 que ocorreu com maior intensidade em valores de pH mais
baixos. A autora analisou também o nivel de biodegradacdo dos corantes através das analises
em Infravermelho com transformada de Fourier.

VITOR (2005), trabalhando com a interagdo entre Candida albicans e “Direct Violet
517, conseguiu resultados semelhantes nos valores inferiores de pH. O estudo comparativo
realizado entre as leituras das amostras pelo aparelho UV-VIS e pelo FTIR mostraram que
ocorreram alteragbes na estrutura do corante, um relevante indicio de biodegradacéo
demonstrando o potencial enzimético da levedura, capaz de alterar as estruturas quimicas

destes pigmentos coloridos que sdo encontrados em efluentes industriais.
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Considerando-se que os corantes azéicos sdo predominantemente degradados em
condi¢bes anaerdbias, com clivagem das ligagdes azo por enzimas ndo-especificas e atuando
como receptores de H'na cadeia de transporte microbiana, e que em condicBes aerébias
geralmente sdo persistentes, o trabalho desta dissertacdo foi realizado em condicdes de

anaerobiose.

4 - Biodigestores.

Biodigestores sdo ambientes artificiais usados para tratamento ex-situ de residuos
organicos, agua ou solos contaminados que podem ser transferidos de seu local original para o
sistema.

Um biodigestor pode ser definido como um “container” dentro do qual se cria um
sistema trifasico (sélido-liquido-gas) com as condi¢des necessarias para 0 aumento da taxa de
digestdo de moléculas poluentes pelos microrganismos. Tais sistemas, podem ser empregados
para o tratamento de residuos organicos solidos, esgotos domésticos e efluentes industriais
(VIDALI, 2001).

Qualquer material organico submetido a um processo de biodigestdo anaerdbia
(através de um biodigestor) produzird biogds e um residuo organico na forma de lodo
estabilizado. A aplicacdo desses residuos e de outros diversos, como as sobras alimentares, €
particularmente importante, na medida em que os biodigestores anaerébios tém como objetivo
a reducdo do impacto ambiental, causado pelos grandes centros geradores de residuos
organicos, em termos de saneamento e reciclagem de parte da energia nele contida sob a
forma de biogas (COSTA, 1995).

A digestdo anaerdbia consiste basicamente na degradacdo da matéria orgénica por
uma flora microbiana mista, na auséncia de oxigénio livre, que através da fermentacao produz
metano (CH,) e dioxido de carbono (CO,). Ocorre naturalmente em diversos ecossistemas
naturais, como pantanos, sedimentos de rios e lagos, aparelho digestivo dos animais
superiores e nas camadas profundas do solo (RUI1Z, 1992).

Este processo possui quatro fases predominantes: a hidrolise, acidogénese (formacéo
de H;, e CO,, acetato e &cidos organicos maiores que 0 acetato), acetogénese e metanogénese,
determinados a partir de critérios bioquimicos e microbiologicos (GERMANO, 1990;
BARANA, 2001; SEGHEZZO, 2004).

A utilizagdo de biodigestores para estabilizar matéria organica residual ou poluente
assume estratégica posicdo na reducdo do impacto ambiental produzido pelos grandes centros

geradores de residuos organicos, em termos de saneamento e otimizacdo da producdo de
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insumos na forma de fertilizantes, ou de energia na forma de biogas (BORJA e BANKS,
1996).

Ha& diversas aplicacbes do lodo estabilizado de biodigestores, pois estes, quando
resultantes de processos bem regulados, conservam produtos nobres como nitrogénio, fosforo
e potassio, potencialmente utilizaveis na adubagdo. A propria producdo de biogas converte
diversos tipos de biomassa poluidora em combustivel, economizando petréleo e alcool
(GERMANO, 1990).

Os efluentes dos biodigestores podem constituir importante fonte de fertilizantes para
a agricultura, poupa-se matéria-prima, encontrando-se um destino apropriado para residuos
organicos. Fries e Aitas (1990) concluiram que a quantidade de nitrogénio absorvido e o
rendimento de matéria seca foram maiores nos tratamentos com efluente de biodigestor no
cultivo de sorgo, enquanto Mastrocola (1983) e Valeriano (1987) verificaram que a aplicacao
de efluente de biodigestores foi benéfica para a produgéo de milho.

Villela Junior et al. (2003) demonstraram que o acréscimo parcial de efluente da

biodigestdo anaerdbia de estrume de vaca, provocou 0 crescimento vegetativo mais rapido e o
aumento da produtividade do meloeiro (Cuculis melo L.).
Embora a experiéncia pratica com o tratamento anaerdbio de efluentes de indUstrias seja
recente, o potencial de aplicabilidade do processo pode ser avaliado a partir do conhecimento
de algumas caracteristicas do rejeito a ser tratado. Uma avaliacdo preliminar dessas
caracteristicas auxiliara na escolha do processo de tratamento mais adequado, permitindo
estimativas da producdo de sélidos bioldgicos, de requisitos de nutrientes, de producdo de
metano, etc. (MORAES e PAULA JUNIOR, 2004).

Além disso, o consércio de microrganismos, produzido durante a fermentacdo de
residuos organicos, pode apresentar capacidades biossortivas e biodegradativas para diversos
tipos de poluentes. Tal idéia foi utilizada na verificacdo das potencialidades de um Inoculo
Liquido Residual, produzido por um biodigestor anaerébio de alimentos, na biodegradagéo de
corantes téxteis.

Resultados parciais desse estudo foram analisados sob a espectrofotometria UV-VIS
(ALMEIDA, 2005) e motivaram a continuidade da pesquisa, realizada com a implementacéo

dos métodos analiticos FTIR e HPLC-UV, culminando na presente Dissertacdo de Mestrado.

Desta forma, foi proposto primeiramente, o reaproveitamento de sobras alimentares
do Restaurante Universitario da Unesp (UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA) Campus

de Rio Claro, para abastecimento de um biodigestor anaerébio do tipo fluxo continuo.
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O biodigestor foi desenvolvido pelo Prof. Dr. Gilson Coutinho Junior, para produgéo
de um inéculo utilizado na biossorcéo e biodegradacéo dos corantes azdicos “Acid Yellow 25”
e “Direct Violet 51”. Posteriormente, o trabalhou seguiu com a reproducéo do biodigestor em
escala laboratorial e a producdo de um novo estoque de indculo para degradar os corantes

escolhidos.
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MATERIAL E METODOS - PARTE 1
1. - Funcionamento do biodigestor.
1.1. Tipo de modelo e regime de abastecimento.

O modelo do biodigestor do tipo “Fluxo Continuo” foi construido e
desenvolvido pelo Prof. Dr. Gilson Coutinho Junior com o intuito de reaproveitar as
sobras alimentares das refeicdes realizadas diariamente no Restaurante Universitario

(R.U.) da UNESP Campus Rio Claro Figura 3.

Figura 3. Biodigestor anaerdbio de alimentos utilizado para a producéo do I.L.R.
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1.2. Estabilizacéo e producéo do inoculo.

Apols serem colocadas na abertura superior do biodigestor, as sobras

alimentares passaram por um processo de fermentacdo (com duracédo de 30 dias).

Para dar a “partida” do processo, uma cultura mista de bactérias foi

acrescentada as sobras, antes destas serem bombeadas para dentro do reator (Figura 4).

Figura 4. Inoculacdo das sobras alimentares com E.M. (Microrganismos Exdgenos) antes de serem
bombeadas para dentro do biodigestor anaerébio.E.M. produzido pela Fundagdo Mokiti-Okada.

Esse consércio de microrganismos recebeu a denominagdo de E.M.
(Microrganismos Exdgenos)*. Desenvolvida pela Fundacdo Mokiti-Okada, foi adquirida
pela Prof. Dra. Dejanira de Fransceschi de Angelis para aplicacdo em experimentos na
area de biodegradacdo, principalmente de compostos derivados do petréleo, por sua
equipe de trabalho junto ao Departamento de Bioquimica e Microbiologia da Unesp de

Rio Claro.

Ap0s este periodo, através de uma pequena torneira localizada na parte inferior
do aparelho, o Indculo Liquido Residual (I.L.R.), resultante da fermentacdo foi
coletado, armazenado em frasco opaco e mantido sob refrigeracdo a 10° C em camara

fria, até ser utilizado como agente biossortivo e biodegradativo dos corantes.

! (Informagéo Verbal 2) Consorcio microbiano composto essencialmente por leveduras e bactérias segundo a
Prof. Dra. Dejanira de Fransceschi de Angelis.
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1.3. Andlise espectrofotométrica do inéculo no UV-Vis.

1.3.1. Aparelhos: Espectrofotometro UV-Vis HP 8453. Estufa de Secagem
Fanem modelo CB2, Agitador magnético modelo Fisatom 752, Balanga Analitica
Mettler modelo H6T, Refrigerador Consul 280 Litros, Agitador de Tubo modelo
Phoenix AP56, pHmetro Digimed modelo DMPH2, autoclave Fabbe modelo 104C,
centrifuga Fanem modelo Excelsa 2.

1.3.2. Materiais: tubos de vidro, beckers, espatulas, pipetas, luvas de borracha,
baldes volumétricos, beckers, bastdo de vidro, conta-gotas, pissetas e outros materiais
de uso comum em laboratdrio.

1.3.3. Método: Foram realizadas leituras espectrais das solucfes de indculo
entre 0os comprimentos de onda 190 e 800nm. Foram diluidos 0,125mL do I.L.R. em
4,875mL de agua destilada ajustada nos valores 2,50; 4,50 e 6,50. Uma quarta diluicédo
contemplou o pH 3,40, 0 mesmo que o indculo possuia ao ser retirado do biodigestor.

Todos os ensaios foram realizados em triplicatas.

1.4. Anélise Quimica e Biologica do Liquido Residual.
Através de analises quimicas (pH, condutividade, solidos totais) e bioldgicas

(plagqueamento microbiolégico com contagem de Unidades Formadoras de Colonias).
1.4.1. Analises quimicas (Sélidos Totais, pH e Condutividade).

As determinacbes dos Sélidos Totais Suspensos (SST), Solidos Totais
Volateis (STV) e Solidos Suspensos Fixos (SSF) do substrato (sobras de
alimentos) e do I.L.R. foram realizadas dentro das normas do “Standard Methods
for the Examination of Water and Wastewater” (AWWA, 1999).

As medidas de pH foram realizadas diretamente no in6culo com introdugéo do
eletrodo do medidor de pH, modelo Digimed DMPH2, em 100mL do liquido
homogeneizado sobre o agitador magnético modelo Fisatom 752. A condutividade foi

medida em seguida, através do condutivimetro Tecnopan CA150.

1.4.2. Analises Microbioldgicas (Contagem das Unidades Formadoras de
Colbnias).
Através da técnica de “Pour Plate” (semeadura em profundidade), foram

realizadas dilui¢bes seriadas decimais do indculo em solucdo de NaOH 0,85% m/v.
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Aliquotas de 1mL do indculo puro foram transferidas para 9ml de solucéo salina estéril
e homogeneizado por agitagdo. Desta forma obteve-se a diluicdo 10,

As diluicdes subsequentes foram realizadas transferindo-se 1mL da solugédo
10" para 9mL de solucdo salina, obtendo-se 107 Desta forma, foram realizadas
diluicBes em série até a 10°. A partir de cada uma das diluicées, aliquotas de 1mL
foram pipetadas em placas de placas de Petri esterilizadas.

Os meios de cultura utilizados foram os PCA (Plate Count Agar) para
contagem de bactérias e PDA (Potato Dextrose Agar) para contagem de fungos.

Os meios foram colocados sobre as aliquotas do I.L.R., tampados e
homogeneizados delicadamente com a palma da méo sobre a placa, movimentando-se o
conjunto sobre a bancada na forma de “8”.

As placas contendo 0 Meio PCA (Plate Count Agar) foram mantidas a 36°C
durante 48 horas, apos este periodo as col6nias foram contadas sob lupa.

As placas contendo o Meio PDA (Potato Dextrose Agar) foram mantidas em
estufa de incubacdo a 28 °C durante 72horas. Apos este periodo foi realizada a
contabilizagio das Unidades Formadoras de Col6nias (U.F.C.).

Todos os plagueamentos foram realizados em triplicatas, contemplando
diluicdes entre 102 e 108 Foram consideradas para contagem as placas que

apresentaram entre 30 e 300 U.F.C.

MATERIAL E METODOS - PARTE 2

A segunda parte da pesquisa foi realizada no Instituto de Analise
Instrumental Analitica e Bioanalitica (Instrumentelle Analytik und Bioanalytik), na
Universidade de Ciéncias Aplicadas de Mannheim (Hochschule Mannheim),
Alemanha, sob supervisdo do Prof.Dr. Jirgen Backhaus.

1.5. Reproducéo do Biodigestor em escala laboratorial
Para permitir a continuidade e a repetibilidade do método e a reproducdo do
experimento, o biodigestor foi remodelado em escala laboratorial e novo estoque de
indculo foi produzido a partir deste.
Este biodigestor do tipo batelada, foi desenvolvido pelo Prof. Dr. Carlos
Renato Corso e montado no Instituto Instrumental Analitico e Bioanalitico da
Universidade de Ciéncias Aplicadas de Mannheim. (HOCHSCHULE MANNHEIM),

Alemanha. Figuras 5a, b,c,d.
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c)

Figura 5a.Vista superior com esfera metélica para coleta do I.L.R. b. Vista frontal. Recipiente metélico
utilizado na disposicdo de residuos. Na confeccdo do biodigestor foi utilizado um recipiente estéril e
novo. 5¢c. Peca montada para retirada do I.L.R.: tampa pléstica do recipiente com furo para passagem de
uma mangueira de PVC posteriormente conectada a um tubo de aluminio oco. Extremidade do tubo de
aluminio dentro da esfera de peneira metalica, compondo o aparato de extracdo do liquido. 5d. “Vista
superior do “container” de metal”.

1.5.1. Alimentagéo do Biodigestor.

Apb6s serem colocadas na abertura superior do biodigestor, as sobras
alimentares foram misturadas a 100mL do I.L.R. produzido pelo primeiro biodigestor.
Essa inoculacdo foi necessaria para dar a “partida” no processo fermentativo. O I.L.R.

produzido pelo primeiro biodigestor foi concentrado com remocao de 90% da agua.

1.5.2. Extracao e purificacdo do inoculo.
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1.5.2.1. Materiais: Estufa de Secagem Heraeus automatica, Refrigerador
Liebeherr Profiline 450L, Agitador de Tubo modelo Phoenix AP56, Centrifuga Sigma
6K15, pipeta Pasteur, seringa de plastico 10mL, mangueira de PVC, funil de plastico,
papel filtro, tubos conicos de centrifuga com rosca (50mL).

1.5.2.2. Método: Apb6s o periodo de 30 dias, o biodigestor, mantido em
estufa de crescimento a 25° C, produziu uma pasta de alimentos que, para ser extraida,
foi bombeada através de uma mangueira de PVC por uma seringa. O material extraido
foi purificado para produgéo do I.L.R.

Um volume de 50mL da pasta foi colocado em tubos de centrifuga e
submetido a uma centrifugacdo por 20 minutos, 894 x g. O liquido intermediario, entre
a camada de gordura e o sedimentado, foi extraido com um conta-gotas e filtrado. As
impurezas restantes foram retidas através de uma filtracdo com papel filtro

convencional. Este liquido foi utilizado como novo I.L.R.
1.6. Andlises espectrofotométricas do in6culo no UV-Vis.

Repetindo o procedimento descrito no item 1.3., 0 “novo” I.L.R. passou pela
analise do UV-Vis, entretanto pela similaridade dos graficos obtidos, apenas os

resultados do item 1.6. foram apresentados.

1.6.1. Aparelhos: Espectrofotobmetro UV-Vis HP 8453. Estufa de Secagem
Heraeus automatica, Agitador magnético modelo Heizen, Balanca Analitica Adventure
Pro OHAUS, Refrigerador Liebeherr Profiline 450L, Agitador de Tubo modelo Phoenix
AP56, pHmetro Calimetric Knick 766, Centrifuga Sigma 6K15.

1.6.2. Materiais: cubetas de quartzo de 1,0cm, tubos de vidro, pipetas 10, 100 e
1000uL eppendorf, beckers, espatulas, pipetas, luvas de borracha, bales volumétricos,
beckers, bastdo de vidro, conta-gotas, pissetas e outros materiais de uso comum em
laboratdrio.

1.6.3. Método: Realizaram-se leituras espectrais das solucdes de I.L.R., entre o0s
comprimentos de onda 190 e 800nm, na diluicdo de 4,875mL de 4gua com pH ajustado
(2,50; 4,50; 6,50 e 3,40) para 0,125mL de I.L.R., com o objetivo de observar eventuais
mudancas nas absor¢des do inoculo frente as variagcdes do pH. O valor 3,40 refere-se a

leitura da solucéo de indculo no pH de saida do biodigestor.
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2. - Critérios para escolha dos corantes.
» Constituicdo molecular e quimica dos corantes deveria ser conhecida, como
pardmetro necessario as analises de comparacdo espectral antes e apos o

tratamento.

e Em virtude da analise proposta, que visou determinar se as possiveis
modificacbes na molécula de corante em interagdo com os microrganismos do
I.L.R., resultaram exclusivamente da acdo microbiana ou foi influenciada por
alteracdes no pH, o comportamento pH estavel foi uma exigéncia na selecdo dos

corantes trabalhados.

3. - Analise espectrofotométrica dos corantes no UV-Vis.
3.1. Calibracéo dos corantes.

A partir de solucdo-estoque de concentracdo-padrdo de 1mg de corante/mL
(para os dois corantes) foram preparadas diversas diluicbes e feita a calibracdo do
AY25 e do DV51 nos valores de pH 2,50, 4,50 e 6,50.

» A calibracdo dos corantes foi realizada nos comprimentos de onda maximos:

-A=389nm para 0 AY25 e A=550nm para o DV51.
» -Nas Concentragdes: 10, 20, 30, 40 e 50pug/ml, pH 2,50, 4,50 e 6,50.
« -Caminho Optico: 1,0cm. Cubeta de Quartzo.

* -Leitura em Espectrofotometro HP UV-Vis 8453.

4. - Teste de Biossorcédo e Biodegradacdo nos diferentes valores de pH-Avaliacéo
no UV-Vis.
4.1. Teste de atividade do novo inéculo produzido a partir do biodigestor em
batelada.
Observagdes preliminares da atividade do novo inoculo produzido pelo
biodigestor em batelada foram realizadas. Entretanto apenas os resultados observados

entre o corantes AY25 no pH 2,50 foram demonstrados.
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Iniciou-se o experimento em 50ug/mL (concentragdo do corante) e 0s ensaios
foram observados apds diferentes tempos de contato para verificagdo da remogéo visual

da cor e do crescimento da biomassa.

4.2. Inoculagdo das solugdes de corante (50ug corante/mL de solugéo), em

diferentes valores de pH.

4.2.1. Método:

Para este estudo, a concentracdo inicial da solucdo do corante foi de 50ug de
corante por mL de solucdo. Em cada tubo acrescentaram-se 0,250mL de solucao-padréo
do corante,0,125mL de in6culo e 4,625mL de agua destilada com o pH ajustado.

As amostras dos tratamentos foram coletadas em diferentes tempos de contato
(20min., 3h, 6h, 24h, 48h, 96h, 7 e 10dias) a partir do inicio da inoculacdo. Ap6s uma
centrifugacdo de 894 x g por 20 minutos, o sobrenadante foi separado para anéalise.
Cerca de 3mL foram necessérios para as leituras no UV-Vis. Deste volume 0,5mL
foram depositados nos tubos de analise para HPLC. A parte restante da amostra lida no
UV-Vis, foi imediatamente colocada para secagem e preparo das pastilhas de KBR para

execucdo das leitura em FTIR. Os ensaios foram realizados em triplicatas.

4.3. Calculo das Absorbancias Relativas.
4.3.1. Método:

Apb6s os tempos de contato, as amostras foram centrifugadas e lidas em
espectrofotometro UV-Vis HP 8453. Para se verificar quais as tendéncias dos corantes a
sofrerem um processo de biossorcao ou biodegradacdo, durante o periodo de interacdo
com 0s microrganismos existentes no I.L.R., 0 método de avaliacdo das absorbancias
relativas de Glenn e Gold (1983) foi utilizado. Observaram-se desta forma, a variagdo
das taxas de absorbancias relativas dos corantes (Abs A ™XM/Abs A MMy - Quanto
mais constantes os valores encontrados, maior a tendéncia de o corante ser biossorvido,

se os valores se alteram, a biodegradacéo € o processo predominante.

5. -Teste de Biossorcao e Biodegradacdo nos diferentes valores de pH. Anélises no
FTIR.
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5.1 Analise dos controles dos corantes e das solugdes apos o tratamento.

5.1.1. Aparelhos: O funcionamento do Espectrofotdmetro Bru pdde ser
acessado atraves do Software OPUS ® da Bruker, janela para discos de KBr. Estufa de
Secagem Heraeus automatica, Agitador magnético modelo Heizen, Balanca Analitica
Adventure Pro OHAUS, Refrigerador Liebeherr Profiline 450L, Agitador de Tubo
modelo Phoenix AP56, pHmetro Calimetric Knick 766, Centrifuga Sigma 6K15.

5.1.2. Materiais: Tubos de vidro com rosca, pipetas, cadinhos, provetas, luvas de
borracha, beckers, bastdo de vidro, conta-gotas, pissetas e outros materiais de uso

comum em laborat6rio.

5.1.3. Método: Confeccionaram-se pastilhas dos controles do AY25 e do DV51
nos diferentes valores de pH e com concentracdo de 50ug de corante por mL e dos
tratamentos dos corantes, nos diferentes valores de pH, apds os diferentes tempos de

contato com o I.L.R.

No primeiro caso, apenas o corante seco foi raspado do cadinho e misturado ao
KBr (149mg). No segundo, a solucéo deveria antes de ser seca para compor a pastilha,
ser centrifugada a 894x g por 20 minutos, para retirada do excesso de biomassa que
havia se desenvolvido, evitando a interferéncia nos resultados do infravermelho. Desta

forma, o material remanescente no cadinho foi coletado para analise.

O KBr e o material de anélise foram homogeneizados em almofariz e pistilo e
prensados por 4minutos a 20KN. A pastilha obtida foi imediatamente colocada na
janela para discos de KBr e lida no intervalo de 4000 a 400cm™, “scan” de 16

varreduras e resolugdo de 4cm™.

Os resultados obtidos foram avaliados para verificar possiveis mudancas

ocorridas na estrutura molecular dos corantes apds o tratamento.

6. - Teste de Biossorcao e Biodegradacdo nos diferentes valores de pH. Andlises no
HPLC-UV:

Objetivando-se a confirmacéo dos resultados encontrados no FTIR e no UV-
Vis, foram realizadas as leituras dos corantes pelo método do HPLC-UV nos diferentes
valores do pH, em seu tempo controle e apo6s a interacdo com o |.L.R.

A metodologia abordada foi baseada na andlise do Procion Red HE7B por
O’Neill (2000).
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6.1. Leitura dos controles.

Das analises de UV-Vis e FTIR, extrairam-se aliquotas de 1mL para a leitura
em HPLC-UV.

6.2. Leitura dos tratamentos.

6.1.1. Instrumento: HP 1090 Diode Array HPLC.

6.1.2. Materiais: Metanol 100%, agua destilada, tampdo-fosfato. Tubos de
analise para HPLC, pipetas eppendorf 100uL e 50 pL ponteiras, pissetas, pipetas,
provetas graduadas, baldo volumétrico, agitador magnético e outros materiais de uso

comum de laboratoério.

6.1.3. Métodos: As anélises foram realizadas utilizando o instrumento HP 1090
Diode Array HPLC, uma bomba de gradiente equipada com coluna cromatogréafica
equipada com detector UV-Vis. A coluna utilizada é muito difundida na anélise de
aminas aromaticas (MN-Nucleosil ET 250/8/4 (Macherey-Nagel, Easton, Pa., USA, i.d.
3,0mm, 25cm comprimentos, didmetro das particulas na fase estacionaria 5um). E
especialmente indicada na identificacdo dos metabdlitos gerados durante a degradacéao
de compostos azdicos.

As condicGes experimentais foram aquelas recomendadas pelo fabricante:
metanol (A) e uma solucao de tampao-fosfato 5mM pH 7 (B) constituiram a fase mével.
O volume de injecéo foi de 50uL. No gradiente A/B (25/75) em 40 minutos (85/15),
com um fluxo de 0,6ml/min™, a leitura do eluente foi monitorada entre 210-600nm,

230nm e 254nm, para deteccdo das aminas; 389nm para o AY25 e 550nm para 0 DV51.
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RESULTADOS E DISCUSSOES-PARTE 1.
1. - Funcionamento do Biodigestor.
1.1. Tipo de modelo e regime de abastecimento.

O biodigestor modelo fluxo-continuo, com estrutura tubular em “U”, com 40
cm de didmetro e Tempo de Retencdo Hidraulica (TRH) de 30 dias, apresentou
capacidade e abastecimento estimada em 46L diariamente. As cargas, constituidas de
sobras alimentares, foram colocadas em um triturador e depositadas em um recipiente
conectado a uma bomba a vacuo. Desta forma, transferiu-se a pasta de alimentos para

dentro do reator.
1.2. Estabilizacéo e padronizacéo do inéculo:

Apos 0 30° dia de experimento, o Indculo Liquido Residual (I.L.R) foi retirado

para anélise (Figura 6).

Figura 6. Retirada do I.L.R. apds o 30° dia da inoculacdo, observar o aspecto alaranjado do liquido.
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1.3. Anadlise Espetrofotométrica do Inéculo no UV-Vis. Resultados
apresentados no item 1.6.

1.4. Andlise Quimica e Bioldgica do Inéculo Liquido Residual.

1.4.1. Analises quimicas (S6lidos Totais, pH, Condutividade).

A medicdo dos solidos totais dos afluentes e efluentes das estacdes de
tratamento de esgoto € um importante pardmetro na determinagdo da remocdo dos
mesmos pelo tratamento adotado (CORSO, 1982). Na comparacdo entre a pasta de
alimentos e o I.L.R., observou-se um pequeno aumento dos Sélidos Suspensos Totais e
Volateis (Figura 7).

Avaliacdo dos Sélidos Totais, Volateis e Fixos.

25+
207/
Comparagao
dos teores 15 17
iniciais e finais
de SST,STV e
SSF. 104"
(%)
/

Alimento Liquido
E sélidos totais 17,06 20,45
B sélidos fixos 2,16 1,72

14,9 18,73

Esolidos volateis

Figura 7. Gréfico da avaliacdo entre a matéria organica e mineral inicial da pasta de alimentos em
comparagdo com o |.L.R. SST (Sélidos Totais:matéria organica e mineral), STV (Solidos Voléateis-
matéria organica), SSF (Sélidos Fixos -minerais).

Os resultados das anélises da condutividade e do pH podem ser vistos na Tabela 3:
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Houve concentracdo da biomassa neste residuo, que apresentou um pH de
3,43, indicando sua acidificacdo provavel, em fun¢do da producdo de &cidos orgénicos

pelas bactérias fermentativas e acidogénicas (Tabela 3).

Tabela 3. Determinacgdo das medidas de pH e condutividade das amostras de alimento e
do I.L.R. Temperatura de 25°C, 1 atm.

Condutividade pH

mS/cm
Alimento 14,1 5,6
Liquido 11,83 3,43

A quantificacdo dos sélidos fixos (residuo mineral) apontou para uma reducéo

aproximada de 20,5% das cinzas do alimento em relacdo ao liquido.

A condutividade das amostras apresentou queda de 14,10mS/cm para
11,83mS/cm (Tabela 3), indicando uma provavel assimilacdo de ions pelo metabolismo
microbiano, que no caso das bactérias fermentativas, é dependente razoavelmente de
sais de sodio (NOVAES, 1986).

1.4.2. Andlises Microbiolédgicas (Contagem de Unidades Formadoras de

Colbnias).

Realizou-se a contagem de UFC/mL em meio PCA (Plate Count Agar) para
quantificacdo de bactérias e PDA (Potato Dextrose Agar) para quantificacdo de fungos,
através do método de diluicOes seriadas. Para cada diluicdo, foram feitas triplicatas.

As melhores diluigBes para contagem de bactérias foram encontradas no
plagueamento das diluicdes 10“ e 10°. Para 0 meio PDA, as coldnias de fungos e
leveduras ndo apresentaram um numero suficiente para contagem.

Um exame da populacdo microbiana revelou a presenca de 8,45 x 10’
UFC/mL de bactérias no I.L.R ilustrado pelas figuras 8a,b.
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a) b)

Figura 8a. Cultivo do efluente em Meio PCA. Contagem de bactérias diluicdo 10* do I.L.R. b. Cultivo
do efluente em Meio PCA. Contagem de bactérias diluicdo 10®° do I.L.R.

Apenas poucas colbnias isoladas de fungos filamentosos e leveduras
desenvolveram-se em meio PDA, ndo atingindo um valor minimo para contagem, em
nenhuma das dilui¢des realizadas. Tal estimativa de contagem foi esperada, pois em um
ambiente anaerobio a acido havera predominancia abundancia de bactérias e leveduras

em menor quantidade.

Conclusdes Parciais.

Os biodigestores anaerdébios aceleram a degradacdo de residuos organicos e
devem ser estudados para o aprimoramento de técnicas e processos que degradem
poluentes produzidos pelas atividades humanas e produzam indiretamente novos
insumos para a industria ou diretamente na forma de combustiveis.

O L.L.R. é rico em flora bacteriana mista que pdde ser utilizado como agente
biodegradante para os corantes azdicos. A reducdo dos SSF (Sélidos Suspensos Fixos) e
da condutividade ocorreu, provavelmente, em funcdo da assimilacdo de nutrientes
minerais pelo metabolismo microbiano.

O aumento dos SST (Sdlidos Suspensos Totais) e STV (Sélidos Suspensos
Voléateis) no efluente do biodigestor revelou um processo de concentragdo de matéria
organica, constituida de acidos organicos, aminoacidos e monossacarideos resultantes
do processo de hidrolise e fermentacdo somadas a alta populacdo de bactérias
encontradas no I.R.L. A partir disso, Infere-se que a fase bioquimica predominante na

base do sistema tubular do reator, da qual foi retirado o I.L.R., foi a acidogénica.
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O biodigestor anaerébio, modelo fluxo-continuo, além do L.R.L. produziu
também uma pasta solida denominada N.O.R (nutriente organico reciclado), que pode
coletada pela extremidade oposta do reator. Sua producdo estava diretamente
relacionada ao T.R.H.(Tempo de Retencdo Hidraulica). Sua constituicdo fibrosa sugeriu
a aplicacdo para recobrimento de solos agricolas, como fertilizante e camada protetora.
Entretanto um estudo aprofundado desse material seria necessario para delinear quais as
aplicacfes mais indicadas para este insumo produzido pela fermentacdo anaerébia do
biodigestor.



36

RESULTADOS E CONCLUSOES - PARTE 2

A segunda parte da pesquisa, realizada no Instituto de Analise Instrumental
Analitica e Bioanalitica, Alemanha, na Universidade de Ciéncias Aplicadas de
Mannheim, contemplou a reproducdo do Biodigestor em escala laboratorial para que o
experimento fosse realizado novamente a partir de um estoque novo de I.L.R. A andlise
instrumental baseada nos métodos UV-Vis, HPLC-UV e FTIR foi utilizada para a

analise de biossorcéo e biodegradacédo e das amostras.

1.5. Reproducéo do Biodigestor em escala laboratorial.
Seguindo o procedimento descrito no Material e Métodos, foi possivel
produzir um novo I.L.R. aplicado como agente biodegradador e biossorvente para 0s

corantes estudados Figura 9.

Figura 9. Biodigestor anaerébio de alimentos do tipo “batelada” Extracdo do novo in6culo produzido.



37

Conservou-se o I.L.R contendo os microrganismos sob refrigeragdo em
camara fria a aproximadamente 10 ° C Figura 10, até o momento de ser utilizados como

I.L.R. para iniciar a biossorcéo e biodegradacéo dos corantes.

Figura 10. Novo I.L.R, produzido a partir do Biodigestor Anaerébio em batelada.

1.6. Analises espectrofotométricas do inéculo no UV-Vis.

Resultado referente também ao item 1.3 do Material e Métodos parte 1.

A analise espectrofotométrica do I.L.R. no UV-VIS mostrou que a banda
principal préxima a 220 cm-* (Figura 11) néo se altera. A identificacdo de compostos ou
grupos individualmente é dificultada pela extensiva sobreposicdo de bandas que ocorre
no UV-Vis, entranto, segundo Silverstein et al. (1979), entre 200 e 300 nm grupos
cromdéforos como a carbonila, amido, acetilénicos podem ser encontrados.

A andlise dos tratamentos na regido do visivel péde ser realizada sem a

preocupacdo da interferéncia das bandas do I.L.R. sobre as bandas do corante.
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Figura 11. Espectros do indculo em diferentes valores de pH: 2,50; 4,50; 6,50 e 3,40 (pH original).
Caminho Optico: 1,0cm. Cubeta de Quartzo. Leituras em espectrofotdmetro UV-Vis HP 8456.

2. - Critérios para escolha dos corantes:

Foram escolhidos dois corantes téxteis azdicos existentes no mercado e que
apresentavam formulacdo quimica conhecida e além de comportamento pH estavel,
DV51 e AY25.

3. - Analise Espectrofotométrica dos corantes no UV-Vis.

A calibragdo dos corantes foi realizada nos comprimentos de onda maximo
A=389nm para 0 AY25 e A=550nm para o DV51. As concentragdes utilizadas foram:
10, 20, 30, 40 e 50ug/ml, pH 2,50, 4,50 € 6,50.

A curva-padrdo dos corantes foi exposta na legenda das figuras dos
tratamentos, no item 4.2 .
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4. - Teste de Biossorcédo e Biodegradacdo nos diferentes valores de pH-Avaliacéo
no UV-Vis.

4.1. Teste de atividade do novo inéculo produzido a partir do biodigestor em
batelada.

Observagdes preliminares da atividade do novo I|.L.R. produzido pelo
biodigestor em batelada foram realizadas. Entretanto apenas os resultados observados
do corante AY25 no pH 2,50 foram demonstrados.

Iniciou-se o experimento em 50ug/mL (concentragdo do corante) e as amostras
foram observadas ap6s diferentes tempos de contato para verificagdo da remocéo visual
da cor e do crescimento da biomassa.

O teste de atividade do I.L.R. novo foi importante para comprovar a presencga
de uma populacdo microbiana ativa sobre os corantes. Desta forma, foi possivel inferir
que o processo de fermentacdo das sobras no biodigestor em batelada alcangou o
sucesso esperado.

A pergunta pertinente: Como afirmar que a atividade do indculo estaria
similar aquela observada no produzido pelo primeiro biodigestor? Foi respondida pelos
resultados encontrados, explicados a seguir.

As caracteristicas do novo I.L.R. (figura 10) como o aspecto alaranjado do
liquido, seu odor acético e pH (3,40) demonstraram que estas foram exatamente as
mesmas observadas no primeiro I.L.R. Os espectros apresentados na Figura 11, também
ndo apresentaram diferencas em relacdo aos do primeiro inéculo.

Os testes preliminares mostraram ndo apenas a biossor¢do rapida do corante
pela biomassa, mas apos 5dias, a degradagdo do corante, a producdo de metabdlitos que
coloriram o0 meio e o crescimento de coldnias de bactérias aderidas sobre a superficie
dos tubos de cultura nas solugdes tratada, além de coldnias de fungos filamentosos no

fundo dos tubos (Figura 12).
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Figura 12 - Acdo do I.L.R novo sobre o corante AY25 no pH 2,50. Da esquerda para a direita: 5dias,
controle e 2horas.

4.2. Inoculagdo das solugdes de corante (50pg corante/mL de solugdo), em
diferentes valores de pH.

Amostras dos tratamentos foram coletadas nos diferentes tempos de contato
(20min., 3h, 6h, 24h, 48h, 96h, 7 e 10dias) a partir do inicio da inoculacéo.

Através das leituras das absorbancias de cada solucdo sobrenadante, estimou-
se a porcentagem de remocdo do corante pela biomassa para as primeiras 3horas de
contato, nas quais predominou a agéo biossortiva da biomassa.

A partir desta observacdo primaria, estabeleceu-se uma relacdo matematica
entre a descoloracao e biossorcao* descrita por Cripps et al. (1990), muito utilizada em
estudos de descoloracdo de corantes azdicos recentemente, Manjinder et al., (2005),
Kalme et al., (2006), Parshetti (2006), através da qual foi possivel calcular a

porcentagem de remocdo da descoloracdo das amostras apds 0s tratamentos.

A relagdo: Descoloragdo/Adsorcéo = (Absorbéancia Inicial-Absorbancia Final) x 100

Absorbancia Inicial
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Tabela 4. Porcentagem de remocdo dos corantes AY25 e DV51 apds as primeiras horas

de contato.
Acid Yellow 25 Direct Violet 51
pH 2,50 75,65% 88,66%
pH 4,50 77,57% 80,97%
pH 6,50 71,96% 80,43%

De acordo com os dados dispostos na tabela 4, o AY25 teve o melhor
resultado no pH 4,50 com 77,57% de remocao da cor apds 3 horas de contato, 0 DV51
no mesmo pH, apresentou 88,66% de descoloracdo. Esse resultado mostra que a
interagdo biossortiva, predominante sobre a acdo enzimética nas primeiras horas de
contato, para o DV51 foi maior do que aquela existente entre 0 AY25 e o consércio
microbiano.

Normalmente, o equilibrio entre a biomassa e 0 corante ocorre nas primeiras
horas de contato (FU, VIRARAGHAVAN, 2001) e, posteriormente, o corante ligado as
células é gradualmente degradado dentro de um periodo entre uma semana e dez dias,
dependendo do tipo de microorganismo e de molécula de corante (MOU et al, 1991).

Um dos aspectos que poderiam explicar a remocdo relativamente superior
alcancada nos valores de pH mais &cidos, poderia ser explicada atraves das relacdes
eletrostaticas entre a biomassa e os corantes. Na medida em que se diminui o pH,
grupos basicos fracos presentes na superficie celular microbiana sdo protonados
adquirindo carga positiva. Estes sitios sdo disponibilizados para a interacdo com 0s
anions presentes nas moléculas dos corantes (O’MAHONY, et al. 2002), no caso do

AY25 e do DV52 principalmente os sulfonicos.
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4.3. Calculo das Absorbancias Relativas.

Objetivando-se encontrar relacBes que estabelecessem a predominancia de
biossor¢do ou biodegradagdo do corante com a variagdo na absorbancia do
sobrenadante, utilizou-se um método desenvolvido por Glenn e Gold (1983).

Fixam-se dois comprimentos de onda importantes da curva, 0 maximo e
aquele em que a absorbancia maxima tem seu valor reduzido a metade.

Através da divisdo dos valores das absorbancias encontradas para esses dois
comprimentos de onda fixos, avaliadas entre os controles e os tratamentos, observa-se a
variacdo das taxas encontradas.

A variacdo das taxas de absorbancias relativas dos corantes (Abs A ™*™%/Abs
A M&Imo2)y revela quanto ha predominancia da ocorréncia de biossorcio ou de
biodegradacéo.

Quanto mais constante é a “Absorbancia Relativa” encontrada, maior a
tendéncia de o corante ser biossorvido, se os valores se alteram, a biodegradacéo € o

processo predominante.

Nas figuras 13, 14 e 15 encontram-se quadros laterais com os valores das
absorbancias relativas para os corantes ao longo dos tempos de tratamento. Observa-se a

alteracdo dos valores que oscilam entre 2,179 e 0,990.

Esse dado revela que os grupos croméforos do corante apresentaram absorgGes
diferenciadas da energia radiante durante o tratamento, o que poderia significar que o

corante AY25 sofreu degradacao.
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Figura 13. Espectros de Absor¢do do corante AY25 apos interagdo com I.L.R. no pH: 2,50. Caminho
Optico: 1,0cm. Cubeta de Quartzo. Leitura em. Espectrofotdmetro UV-Vis HP 8453,

Absorbancia ¥ = 0,14893 + 0,01352 x Concentracéo do Corante. r =0,996. Na legenda,
célculo das Absorbancias relativas dos tratamentos (A%*"™/A3"™),
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AY25 pH 4,50
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Figura 14. Espectro de Absorcdo do corante AY25 apos interacdo com I.L.R. no pH: 4,50. Caminho
Optico: 1,0cm. Cubeta de Quartzo. Leitura em. Espectrofotdmetro UV-Vis HP 8453.

Absorbancia %

célculo das Absorbancias Relativas dos tratamentos (A%*"/A3"™),

-0,0259 + 0,02214 x Concentracdo do Corante. r =0,999. Na legenda,
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Figura 15. Espectro de Absorcdo do corante AY25 ap0s interagdo com I.L.R. no pH: 6,50. Caminho
Optico: 1,0cm. Cubeta de Quartzo. Leitura em. Espectrofotdmetro UV-Vis HP 8453.

Absorbancia % = 0,0531 + 0,02144 x Concentrac&o do Corante. r =0,999. Na legenda,
célculo das Absorbancias Relativas dos tratamentos (A%#"™/A34M™)
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Ao observamos as absorbancias relativas do DV51 nos diferentes valores de
pH, os valores oscilam entre 2,086 e 1,827. A variacdo foi comparativamente menor do

que aquela observada para o corante AY?25 (Figuras 16, 17 e 18).

Apesar do DV51 ser biodegradado, ele se mostrou mais resistente as enzimas do
consoércio de microrganismos encontrado no I.L.R., pois a variacdo de suas absorbancias

relativas foi menor do que aquelas encontradas para 0 AY25.

DV51 pH 2,50 ABSORBANCIAS RELATIVAS
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Figura 16. Espectro de Absorcdo do corante DV51 ap6s interagdo com I.L.R. no pH: 2,50. Caminho
Optico: 1,0cm. Cubeta de Quartzo. Leitura em. Espectrofotdmetro UV UV-Vis HP 8453,

Absorbancia®*® = 0,026 + 0,0354 x Concentracdo do Corante. r =0,999. Na legenda,

célculo das Absorbancias Relativas dos tratamentos (“>*"™/A%8™)
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pH 4,50 ABSORBANCIAS RELATIVAS
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Figura 17. Espectro de Absorcdo do corante DV51 ap6s interagdo com I.L.R. no pH: 4,50. Caminho
Optico: 1,0cm. Cubeta de Quartzo. Leitura em. Espectrofotdmetro UV-Vis HP 8453.

Absorbancia>*® = -0,00786+ 0,03805 x Concentracéo do Corante. r =0,999. Na legenda,

célculo das Absorbancias Relativas dos tratamentos (“>*"m/A%8"™),
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Figura 18. Espectro de Absor¢ao do corante DV51 apos interacdo com I.L.R. no pH: 6,50. Caminho
Optico: 1,0cm. Cubeta de Quartzo. Leitura em. Espectrofotdmetro UV-Vis HP 8453.

Absorbancia = 0,00857 + 0,03361 x Concentracdo do Corante. r =0,999. Na legenda,

célculo das Absorbancias Relativas dos tratamentos (>*"™/A%8™)
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Conclusoes Parciais:

Os resultados no UV-Vis revelaram que para os dois corantes existiu uma reducao
similar das absorbancias nos intervalos de pH estudados.

Entretanto, a variacdo das absorbancias relativas (descrita por Glenn e Gold, 1983)
foi menor para o corante DV51, um indicio da remocdo homogénea do corante da solucao.

Quebras das ligacbes cromdéforas poderiam ocasionar a variacdo das absorbancias de
maneira ndo proporcional, quando consideradas a mesma curva, ou seja, para 0 mesmo tempo
de contato. Portanto, 0 DV51 demonstrou maior resisténcia a biodegradacéo.

A avaliacdo das absorbancias relativas do corante AY25 revelou uma variagdo que
pdde ser atribuida a acentuada degradacdo do corante com quebra das ligagdes cromdforas
presentes.

Nas primeiras horas de contato, a relacdo de reducdo da porcentagem de
descoloracéo por biossorgéo, descrita por Cripps (1990) revelou que o DV51 interagiu mais
com a biomassa do que o0 AY25, para todos os valores de pH estudados.

A porcentagem superior de descoloracdo, nos valores mais acidos de pH foi
explicada pela presenca dos grupos sulfénicos dos corantes, em interagdo com grupos

protonados da biomassa.
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5. - Andlises no FTIR:

Nas figuras 19, 20 e 21 é possivel observar as modificagdes encontradas na curva
inicial do corante AY25 depois dos tratamentos com o I.L.R .

O FTIR e a anéalise do corante “Acid Yellow 25”.

Espectros do AY25 ph2,50 tratamentos
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Figura 19. Espectro de absorcdo em FTIR na regido de 4000 a 400 cm™ do corante “Acid Yellow 25” no pH 2,50
controle na forma de pastilhas preparadas na proporcdo de 1mg do corante (em peso seco do sobrenadante) para
149 mg de KBr com leituras feitas em espectrofotémetro Bruker Vector 22.
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Figura 20. Espectro de absorcéo em FTIR na regido de 4000 a 400 cm™ do corante “Acid Yellow 25 no pH
4,50 controle na forma de pastilhas preparadas na propor¢do de 1mg do corante (em peso seco do
sobrenadante) para 149 mg de KBr com leituras feitas em espectrofotdmetro Bruker Vector 22.



Espectros AY25 pH6,50 tratamentos
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Figura 21. Espectro de absorcdo em FTIR na regido de 4000 a 400 cm™ do corante “Acid Yellow 25” no pH
6,50 controle na forma de pastilhas preparadas na proporcdo de 1mg do corante (em peso seco do
sobrenadante) para 149 mg de KBr com leituras feitas em espectrofotdmetro Bruker Vector 22.
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Segundo as marcagdes de bandas entre os controles e os tratamentos do AY25, um
esquema relacionando a férmula original do corante e seus possiveis subprodutos foi
elaborado (Figura 22).Tais inferéncias foram realizadas através da literatura mais
reconhecida na area que incluiu:), Dyer (1969), Ewing (1972), Allinger et al. (1976),
Silverstein et al., (1979) além de destacada literatura atual na area: Manjinder et al. (2005),
Parshetti et al. (2006), Kalme et al. (2006), Jadhav et al. (2007).

SO,H

\ T CH; N 3
Owl /S

o CH1§)> Yonn

OH

cHy NN

N SO3Na

20,196-0

Figura 22. Esquema das possiveis vias de degradacdo do corante AY25. Subprodutos da esquerda para a direita:

benzeno sulfonado, amina aromatica sulfonada, imidazol. Benzeno-sulfonado.

Aliada as técnicas de Cromatografia a Liquido de Alto Desempenho, além da
igualmente tradicional Espectrofotometria do UV-Vis, a Espectroscopia do Infravermelho
com Transformada de Fourier tem obtido importante destaque como método de andlise para
processos de biodegradacdo de corantes téxteis.

Trabalhos como o de Kalme et al. (2006), Parshetti et al. (2007) e et al. (2006),
estudando a biotransformacgé@o dos corantes: Direct Blue-5 por Pseudomonas desmolyticum
NCIM 2112, Reactive blue-25 por Aspergillus ochraceus NCIM-1146 e Methyl Red por
Saccharomyces cerevisiae, apontam para a tendéncia de aliar o FTIR com técnicas mais
difundidas na determinacdo dos produtos formados durante a degradagdo de compostos
azdicos, revelando as potencialidades deste método na identificagdo dos compostos gerados

pela agdo microbiana.
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Quando se compararam o0s espectros de FTIR dos controles e dos tratamentos,
modificagdes nas bandas indicando a provavel quebra dos corantes AY25 e DV51 em
metabdlitos provocado pelo I.L.R. podem ser observadas. Entretanto, tais mudancgas no
padrdo de bandas foram mais evidentes nos tempos de tratamento maiores, portanto foram
estes os valores utilizados para a execucao da analise.

Soma-se a esta escolha o fato de que nas primeiras horas de contato o processo
predominante ter sido a remocdo dos corantes por biossor¢do, como demonstrado pela
espectrofotometria do UV-Vis.

Na tentativa de determinar quais foram esses metabolitos, algumas dessas

modificagGes mais pronunciadas foram marcadas e suas bandas apresentadas.

Bandas originais do AY pH 2,50 :
- 3411, 1340 cm™: vibracdo da amina aromética.
- 1664 cm™: vibracao angular simétrica no plano do N-H.
- 1376 cm™: assimétrica axial do SO».
- 2943 ¢ 620 cm™: deformacéo do metila aromatico, vibragdo angular fora do plano entre o C-
H do anel aromatico, bandas agudas e pronunciadas.
- 1406 e 1547 cm™: ligacéo azbica. Bandas fracas.
- 1729 cm™: anéis de amidas ciclicas.
- 755 e 620 cm™: C-H do anel aromético, deformacéo angular fora do plano.
-Bandas dos tratamentos do AY pH 2,50:
- 3405 e 2930, 1660, 1534 cm™: aminas primérias arométicas livres, deformagdo angular
simétrica no plano do N-H, amina aromética secundéria.
- 1443 e 1416 cm™: deformagdo angular do grupo metila ligados possivelmente ao anel
aromatico ou imidazolico.
- 1534 ¢ 1660 cm™: anel imidazolico.
- 1123,1660, 1534cm™: coincidentes com grupos benzeno sulfonados.
- 752, 703, 619 cm™: aumento da aromaticidade, ou seja, grupos benzénicos livres.
No Apéndice 1 encontram-se todas as modifica¢des entre as bandas dos controles e
dos tratamento dos corante. Para a discussdo do trabalho, apenas as mais relevantes foram

utilizadas.
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Observando a Figura 23 nota-se que com a mudanca de pH houve deslocamento
sutil, “shifts”, nos comprimentos de onda dos controles e também mudancas na intensidade de
algumas bandas. O protonamento de grupos disponiveis no AY25 teria causado mudancas na
distribuicdo das cargas eletrostaticas das duas moléculas, o que poderia explicar as diferengas

encontradas entre as curvas do FTIR observadas para o controle do corante.

Espectro do corante AY25 tempo controle

Abs. (u.a.)

pH 6,50

M pH 4,50

T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
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Figura 23. Espectro de absorgdo em FTIR na regido de 4000 a 400 cm™ dos controles do corante “Acid Yellow
25” nos diferentes valores de pH. Preparados na forma de pastilhas, preparadas na proporcdo de 1mg do

sobrenadante seco para 149 mg de KBr. Leituras feitas em espectrofotdmetro Bruker Vector 22.
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Uma comparacdo clara do resultado dos tratamentos nos trés valores de pH
trabalhados foi exposta na Figuras 24. As bandas foram muito semelhantes e as
diferencas mais importantes foram atribuidas a disponibilidade do fon H* no meio, o
que certamente influenciou o metabolismo do corante pelo consorcio microbiano e a

acao das enzimas disponiveis no meio de cultura.

Espectros do AY25 tempo 240horas
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Figura 24. Espectro de absorcdo em FTIR na regifo de 4000 a 400cm™ dos tratamentos do corante
“Acid Yellow 257, ap6s 240horas, nos diferentes valores de pH. Preparados na forma de pastilhas,
preparadas na proporcdo de 1mg do sobrenadante seco para 149 mg de KBr. Leituras feitas em
espectrofotdbmetro Bruker Vector 22.

Isso significaria que alteracdes do pH refletiriam em graficos diferenciados no

FTIR. A avaliacdo do UV-Vis mostrou que os grupos cromdéforos dos dois corantes
continuaram a absorver nos mesmos comprimentos de onda, 0 que representou a
auséncia de mudancgas estruturais nas moléculas. Entretanto, a sensibilidade do FTIR

identificou mudancas na polaridade das duas moléculas, quando alterado o pH.
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O FTIR e a analise do corante “Direct Violet 51”.

Nas Figuras 25, 26 e 27 é possivel observar as modificagdes encontradas na
curva inicial do corante DV51 depois dos tratamentos com o I.L.R. Alteragdes nas
frequéncias apresentadas pelos tratamentos do DV51 entre os valores 2,50, 4,50 e 6,50

de pH, podem ser observadas.

Espectros do DV51 pH 2,50 tratamentos

1103 1081

G
=) 240horas
1)
o
<
48horas
6horas
M controle
T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

cm™

Figura 25. Espectro de absorcdo em FTIR na regido de 4000 a 400 cm™ do corante “Direct Violet 51” no
pH 2,50 controle na forma de pastilhas preparadas na propor¢cdo de 1mg do corante (em peso seco do

sobrenadante) para 149 mg de KBr com leituras feitas em espectrofotémetro Bruker Vector 22.
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Figuras 26 e 27 (para os valores comparativos vide Apéndice 1).

Espectros do DV51 pH6,50 tratamentos

1090

619

240horas

Abs. (u.a.)

3horas

controle

T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

-1
cm

Figura 26. Espectro de absorcdo em FTIR na regido de 4000 a 400 cm™ do corante “Direct Violet 51” no
pH 4,50 controle na forma de pastilhas preparadas na propor¢do de 1mg do corante (em peso seco do
sobrenadante) para 149 mg de KBr com leituras feitas em espectrofotdmetro Bruker Vector 22.
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Espectro do DV51 tempo controle

— pH 6,50

<
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<
pH 4,50
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4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

-1
cm

Figura 27. Espectro de absorcdo em FTIR na regido de 4000 a 400 cm™ do corante “Direct Violet 51” no
pH 6,50 controle na forma de pastilhas preparadas na propor¢do de 1mg do corante (em peso seco do

sobrenadante) para 149 mg de KBr com leituras feitas em espectrofotémetro Bruker Vector 22.
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O efeito do protonamento pdde ser observado também para o DV51, com o

deslocamento das bandas quanto comparados os trés controles (Figura 28)

Espectro do DV51 tempo 240horas

S
3 pH6,50
7]
QO
<
pH4,50
pH2,50

T y T y T y T T
3000 2500 2000 1500 1000 500

-1
cm

T
4000 3500

Figura 28. Espectro de absorcdo em FTIR na regido de 4000 a 400 cm™ dos controles do corante “Direct
Violet 51” nos diferentes valores de pH. Preparados na forma de pastilhas, preparadas na propor¢édo de
1mg do sobrenadante seco para 149 mg de KBr. Leituras feitas em espectrofotdmetro Bruker Vector 22.
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Uma comparacdo dos resultados dos tratamentos nos trés valores de pH
trabalhados foi exposta na Figura 29. As bandas foram muito semelhantes e as
diferencas mais importantes foram atribuidas a disponibilidade do fon H* no meio, 0
que certamente influenciou o metabolismo do corante pelo consorcio microbiano e a

acao das enzimas disponiveis no meio de cultura.

Espectro do DV51 tempo 240horas
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3 pH6,50
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4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

1
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Figura 29. Espectro de absorcdo em FTIR na regido de 4.000 a 400 cm™ dos tratamentos do corante
“Direct Violet 517, ap6s 240 horas, nos diferentes valores de pH. Preparados na forma de pastilhas,
preparadas na proporcdo de 1mg do sobrenadante seco para 149 mg de KBr. Leituras feitas em
espectrofotdbmetro Bruker Vector 22.
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O FTIR e a andlise do corante “Direct Violet 51”.
A Figura 30 esquematiza o resultado da biodegradacdo em condicOes
anaerdébias do DV51. Neste estagio houve a formacdo principalmente de compostos

aromaticos sulfonados com aminas associadas.

OCHs
H2N NH2 H2N SOsNa
Chs HO
SO3Na OCHs /v o
CHs N=N N=N SOsNa
~ CcHs cHS  HO

SO:Na o NH‘/O\

CH NH: A

T “CHs HzN@

Figura 30. Esquema das possiveis vias de degradagdo do corante DV51. Subprodutos no sentido horario:
naftol sulfonado, amina aromatica sulfonada, amina aromatica sulfonada, amina aromatica sulfonada
+éter aromatico.

Bandas originais do DV pH 2,50:

-2922, 2855 cm™: deformacéo axial do grupo metila do anel aromético.

-3427; 883, 854 e 642 cm™: naftol. Deformacdo angular da ligacdo entre o C-H
aromatico.

-1633, 1080 cm™: deformacéo axial do N-H.

-1172cm™: grupo sulfonado ligado ao anel benzénico.

-1080 cm': ligagéo do éter aromatico.
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Bandas dos tratamentos do DV pH 2,50:

-756, 702, 672 cm™: bandas agudas e pronunciadas C-H fora do plano do anel
aromatico.

-2936, 1655, 1539 cm™: Aminas arométicas primérias, deformacdes angulares do N-H.
-1655, 1539 cm™: benzeno sulfonado.

-3398, 2936,1201cm™: naftol ou amino benzeno, aminas primarias livres.

-1125, 1047 cm™: benzeno sulfonado, 4cido sulfonico.

- 1451 cm™: fenol.

-1081 cm™:deformagcdo axial do C-N.

Conclus6es Parciais:

A degradacdo anaerdbia causa a descoloracdo dos corantes azoicos (Abraham
et al., 2003), produzindo aminas aromaticas que nao apresentam cor e sdo muito
resistentes a degradacdo anaerdbia. Contudo, sua mineralizacdo pode ser realizada em
condicdes aerdbias (Deleé, 1998).

Sua deteccédo pelo FTIR foi evidenciada com bandas principais nas regides de
3398 cm™, 3405 cm™, 2930 cm™, 1660-1630 cm™, 1534 cm™e 1080 cm™, o que
significa que o tratamento proposto com o uso do I.L.R. provocou a quebra do AY25 e
do DV51, em condicGes anaerdbias.

Portanto, afirma-se que o consércio microbiano, presente no I.L.R. e aplicado
nos dois corantes azoOicos, possui azo-reductases que possibilitam a reducdo desses
corantes em condi¢bes anaerdbias, produzindo aminas aromaticas e sulfonadas que

foram identificadas pelo método do FTIR.
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6. - Analises no HPLC-UV:

A Cromatografia Liquida de Alto desempenho com Fase Reversa (RP-HPLC)
opera através do principio das interaces hidrofébicas, que resultam das forgas
repulsivas entre um solvente polar, um analito relativamente ndo polar e a fase
estacionaria apolar (CIOLA, 1998).

Os resultados da analise do corante AY25 (tempo controle, pH 2,50, A=390nm)
mostraram um tempo de retencdo longo ao redor de 27 minutos nas condigcGes

estabelecidas no Material e Métodos (Figuras 31 a,b,c).

A estrutura do AY25 apresenta grupos polares, tais como —-NH, SO,,-OH e SO;
e grupos apolares como o benzénico unido a um imidazol pela ligacdo azo (-N=N-),

além de radicais metila.

O corante DV51 (tempo controle, pH 2,50, A=550nm), apresentou um tempo de
eluicdo baixo, ao redor de 4 minutos. Sua caracteristica polar pode ser explicada pela
presenca de dois grupos SOs, um éster ligado ao anel benzénico que separa as duas

ligacGes azo (Figuras 34 a,b,c).

Entretanto, seu comportamento diferencial no pH 2,50 sugeriu uma forte
mudanca na polaridade da molécula em pH &cido.

Alterando-se o pH, a estrutura e grupos cromoforos dos corantes ndo se
modificam (como demonstrado pelo UV-Vis), mas sua polaridade pode ser afetada. A
prova disso esta nos deslocamentos de bandas entre os controles dos dois corantes na
andlise do FTIR.

E provavel que os grupos —OH do metanol tenham formado ligagdes de
hidrogénio com prétons associados aos grupos sulfénicos ou a outros grupos
disponiveis do corante,- OH do naftil ou a amina secundaria aromatica que une o anel

inferior deste grupo ao ultimo ndcleo benzénico.
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Andlise do AY25:

Para todos os valores de pH estudados, o corante AY25 apresentou 0 mesmo

comportamento das Figuras 31, 32 e 33.

Tabela 5 - Areas integradas do corante AY25, pH 2,50, comprimentos de onda 230nm,
254nm, 390nm. Tempos controle, tempo 1 (6, 24 ou 48horas) e tempo 2 (168 ou

240horas):

AY25* 230nm 254nm 390nm
Controle - - 606,7
Tempo 1 3143,3 1226,3 -
Tempo 2 4817,0 1503,4 175,1

Com o auxilio dos cromatogramas das Figuras 31, 32 e 33 e dos dados das areas
integradas compilados na Tabela 5, foi possivel a analise dos resultados das leituras dos
controles e tratamentos do AY25.

A andlise dos cromatogramas resultantes da leitura no ultravioleta foi realizada nos
comprimentos de onda 230nm (Pinheiro et al., 2003) e 254nm (recomendado pelo fabricante

da coluna) para detec¢do de aminas aromaticas primarias, secundarias e sulfonadas.

O aumento das areas integradas de compostos eluidos entre 3 e 5 minutos, detectado ao longo
do experimento, além da simultanea diminuicéo da area detectavel em 390nm, permite a
afirmacéo de que o corante foi removido da solucdo, em parte por processo de biossorcéo, e

predominantemente por processo biodegradativo, com geracdo de compostos aromaticos.

Anélise do DV51:

Tabela 6 - Areas integradas do corante DV51, pH 2,50, comprimentos de onda 230nm,
254nm, 550nm. Tempos controle, tempo 1 (6, 24 ou 48horas) e tempo 2 (168 ou 240horas):

DV51 230nm 254nm 550nm
Controle - - 868*
Tempo 1 4868,6 1348,9 -
Tempo 2 4818,0 1382,5 94,8*
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O comportamento do corante DV51 diferencia-se do AY?25 quando o experimento
realiza-se no pH 2,50. A presenca de dois nucleos sulfonicos na molécula confere ao corante
uma maior polaridade que provavelmente foi acentuada pela exposi¢do aos ions hidrogénio. O
resultado ¢ a eluicdo do DV51 em tempos de reten¢do menores (Figura 34a).

Houve a simultanea produgdo de metabolitos mais apolares que apresentaram maior
tempo de retencdo Este fato pode ser comprovado nas Figuras 34b e 34c, com o
aparecimento de picos significativos entre 26 e 28minutos.

Na regido do UV, verificamos que ocorreu da mesma maneira que o AY25, um
aumento das areas nos tempos de contato maiores, indicando a presenca de metabdlitos como
aminas aromaticas e sulfonadas, tanto em 230 como em 254nm (Figuras 35 a,b,c e 36a,b,c),
respectivamente.

Quando o experimento foi avaliado no pH 4,50, em 550nm, Figuras 37a,b,c, 0 DV51
apresentou um comportamento similar ao do corante AY25, isto é tendo um tempo de
retencdo do controle em torno de 27minutos, neste pH provavelmente ja nao existia a
concentracdo de protons suficientes para alterar a polaridade do corante, como ocorreu no pH
2,50.

Nos comprimentos de onda 230 e 254nm, os resultados acompanharam aqueles

observados no DV51 2,50, o0 mesmo acontecendo no pH 6,50.

Conclusbes Parciais:

A andlise complementar do HPLC proveu informacdes valiosas a respeito dos

subprodutos formados durante a a¢do do I.L.R. sobre os corantes.

Evidéncias da formacdo de diferentes aminas aromaticas foram confirmadas pela
eluicdo de compostos mais polares entre 3 a 5 minutos na area de deteccdo do UV em

conjunto com a diminuicao das &reas integradas detectaveis no visivel dos tratamentos.

A analise do HPLC também demonstrou que o pH em que a amostra foi preparada
influenciou na polaridade do corante, mesmo quando se trabalha com uma fase liquida

tamponada, como no caso do DV51 pH 2,50.
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CONSIDERACOES FINAIS

O resultado das interacGes entre o I.L.R. e os corantes AY25 e DV51 confirmam a
hipdtese inicial de que os microrganismos possuem um arsenal enzimatico capaz de agir sobre
tais substancias. Provavelmente, existem azo-redutases no consdrcio microbiano.

A avaliacdo pelo UV-Vis revelou que o corante DV51 interagiu mais rapidamente com
a biomassa nas primeiras horas de contato. A presenca de dois grupos sulfonicos, teria
influenciado tal interacao.

A avaliacdo das absorbancias relativas demonstrou que o DV51 foi mais resistente a
biodegradacao, a presenca de duas ligagbes azo e dois grupos sulfonados, explicariam essa
resisténcia.

Comparativamente, interagdo biossortiva do AY25 com a biomassa foi menor e este
corante apresentou-se mais suscetivel ao ataque microbiano, segundo as comparacdes
realizadas pelo UV-Vis.

A avaliagéo pela espectroscopia do FTIR e do HPLC demonstraram claramente a
quebra do corante em diversos metabolitos, principalmente com a formacdo de aminas
aromaticas e sulfonadas.

A pesquisa alcangou o objetivo estabelecido de determinar o efeito do I.L.R. como
biomassa de facil producdo e rapida aplicacdo que, em condi¢bes anaerdbias, possui alta
capacidade de remover por biossorcdo e reduzir por acdo enziméatica 0s compostos azo-
sulfonados estudados.

Sugere-se a ampliacdo das escala de bancada dos biorreatores e a proposta de um
processo para a mineralizacdo das aminas aromaticas formadas, além do uso dos métodos
analiticos utilizados para monitoramento das substancias formadas.

A exposicao do sobrenadante a condigdes aerdbias seria 0 primeiro passo para testar a
biodegradacdo dos sub-produtos persistentes formados apos o tratamento sugerido e avaliado

no presente trabalho.



75

REFERENCIAS

ABO-ELALA, S.1.; EL-GOHARY, F.A.; ALI, H.l., WAHAAB, RshA. Treatbility studies on
textile wastewater. Environmental Technology Letters, Londres, v.9, n.2, p.101-108, 1988.

ABRAHAM, T.E.; SENAM, R.C.; SHAFFIQU, T.S.; ROY, JJ.; POULOSE, T.P;
THOMAS, P.P. Bioremediation of textile azo dye by an aerobic bacteria consortium using a
rotating biological contactor. Biotechnology Progress, New York, v.19, 1372-1376., 2003.

ALLINGER, N.L.; CAVA, P.M.; DE JONGH, D.C.,LEBEL, N.A.; STEVES,C.L.C.
Quimica organica. 2. Ed. Guanabara Koogan, Rio de Janeiro, LTC, 1976.

ALMEIDA, A.C.M. Estudo da biodegradacdo de corantes azoOicos por indculos
provenientes de biodigestor anaerdbio de alimentos. 2005. Monografia (Trabalho de
Concluséo de Curso), Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, 2005.

ANGELIS, D.F.; CORSO, C. R.; OLIVEIRA, J. E.; TERAMOTO, A. Hongos en la absorcion
de azo-compuestos. IN: CONGRESSO LATINO-AMERICANO DE MICROBIOLOGIA, 8.,
1979, Anais... Chile, 1979. v.8, p. R-66.

ANLINKER, R. Ecotoxicology and Environmental Safety. Chemistry Abstract., Columbus,
v.1, 211.v. 88,1977.

AWWA/APHA WEF. Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater.
20.ed. Washington, 1999. 1325p.

BARANA, A. C. Digestdo anaerobia da manipueira. In: Culturas de Tuberosas Amilaceas
Latino Americanas. Volume 4 - Manejo, uso e tratamento de subprodutos da
industrializagdo da mandioca. Associagdo Brasileira de Produtores de Amido de Mandioca,
jun. 2001. p .151-169. Disponivel em:

< www.abam.com.br/livroscargil/volume4.htm>. Acesso em: 31 ago. 2006.

BORJA, R.; BANKS, C. J. Evaluation of instability and peformance of an upflow anaerobic
sludge blanket (UASB) reactor treating high-strength ice cream wastewater. Biotechnology
Applied Biochemistry, Duluth, v.2, p. 55-61, 1996.

BRAHIMI-HORN, M.C.; LIM, K.K.; LIANG, S.L.; MOU, D.G. Binding of textile azo dyes
by Myrothecium verrucaria Orange Il, 10B (blue) and RS (red) azo dye uptake for textile
wastewater decolorization. Journal of Industrial Microbiology, Amsterdan, v.10, p. 245-
261, 1992.

BROWN, D.; HAMBURGER, B. The degradation of dyestuffs, part Ill. Investigations of
their ultimate degradability. Chemosphere, Oxford, v.16, p.1539-1553. 1987.

BROWN, M.A.; DEVITO, S.C. Predicting azo dye toxicity. Critical Reviews.
Environmental Science Technology, Easton, v.23, p. 249-324, 1993.

BRUNELLO,F. The Art of Dyeing in the History of Mankind. Brunello, Franco. The Art
of Dyeing in the History of Mankind. Vincenza: Officini Grafiche, 1973.



76

CARLIELL, C. M.; BARCLAY, S. J.; BUCKLEY, C. A. Treatment of exhausted reactive
dye bath effluent using anaerobic digestion: laboratory and full-scale trials. Water S. A,
Petroria, v. 22, p. 225-234, 1996.

CHUNG, K.,T.; STEVENS , S.E. The reduction of azo dyes by the intestinal flora. Critical
Review Microbiology, Boca, Raton, v.18, p.175-190. 1992.

CIOLA, R. Fundamentos de Cromatografia a Liquido de Alto Desempenho. Sdo Paulo:
Edgard Bliicher. 1998. 179 p.

CORSO,C.R.; ANGELIS, D.F.; OLIVEIRAJ.E.; KIYAN,C. Interaction between the diazo
dye Vermelho Reanil P8B e Neurospora crassa Strain 74A. European Journal of Applied
Microbiology and Biotechnology, Berlin, v. 13, p. 64-66, 1981.

CORSO, C.R. Determinagdo de sdlidos totais, volateis, fixos, em suspensdo e sedimentaveis.
In: ANALISES Fisico-Quimicas e Bioldgicas para Controle das EstacGes de Tratamento
de Esgotos. Departamento de Bioguimica e Microbiologia, UNESP, Rio Claro- S.P. 1982.
p.75-88.

CORSO,C.R.; DOMINGOS,R.N.; EPIPHANIO,R.; TREVISOLI,C. Estudo da interagdo
adsortiva entre carvdo de osso e o corante “Direct Violet 517 em solugdo aquosa. In:
CONGRESSO BRASILEIRO DE SISTEMAS PARTICULADOS, 15., 1997, Séo Carlos.
Anais... S8o Carlos: Grafica da UFSCar, 1997. p.11-32.

CORSO, C.R. Aplicabilidade das equacgfes de Freundlich e Langmuir e o estudo da
toxicidade, na interacdo biosortiva entre Aspergillus oryzae Paramorfogénico e corantes
azoicos em solucdo aquosa. Rio Claro, S.P. 1998. 115 f . Tese (Livre-Docéncia em Biofisica)
— Instituto de Biociéncias, Universidade Estadual Paulista, Rio Claro, 1998.

COSTA, L.A.M. Radiacéo solar global: algumas consideragdes sobre seus efeitos no solo
em que se incorporou efluente de biodigestor. 1995, 136 f. Dissertacdo (Mestrado) -
Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias, Universidade Estadual Paulista, Jaboticabal,
1995.

CRIPPS, C.; BUMPUS, J.A; AUST, S.D. Biodegradation of azo and heterocyclic dyes by
Phanerochaete chrysosporium. Applied Environmental Microbiology, Washington, v. 56,
p.1114-1118, 1990.

DELEE, W.; O’NEILL, C.; HAWKES, F.R.; PINHEIRO, H.M. Anaerobic treatment of
textile effluents: a review. Journal of Chemical Technology and Biotechnology, Oxford, v. 73,
p. 323-335, 1998.

DYER, J.R. Aplicacbes da espectroscopia de absor¢cdo aos compostos organicos. Séo
Paulo: Edgard Bliicher,1969. 155 p.

EASTON, J. R. 1995. The problem of colour. The dye maker’s view. Colour in Dyehouse
Effluent. Oxford.: Alden, 1995. p: 9-21.

EL-GEUNDI, M.S. Colour removal from textile effluents by adsorption techniques. Water
Research, New York, v. 25, n.3, p.271-274, 1991.



77

EWING,G.W. Métodos Instrumentais de Andlise Quimica. Sdo Paulo: Edgard Bliicher,
1972.v. 1.

FAHL, P.; VITOR,V.; JESUS,G.J.,, CORSO, C.R. Biossor¢cdo do corante azobico “Acid
Yellow 25” por Aspergillus orizae paramorfogénico. Arquivos do Instituto Bioldgico, Sdo
Paulo, v. 71 p. 1-749, 2004. Suplemento.

FIELD, J.A.; STAMS, AJ, M.; KATO, M.; SHARAA,G. Enhanced biodegradation of
aromatics pollutants in co-cultures of anaerobic and aerobic bacterial consortia. Antonie van
Leeuwenhoek, Amsterdam, v. 67, p. 47-77, 1995.

FLEMMING, H.C. Relevance of biofilms for the biodeterioration of surfaces of polymeric
materials. Polymer Degradation and Stability, Essex, v.59, p.309-315, 1998.

FITZGERALD, S.W.; BISHOP, P.L. Two stage anaerobic/aerobic treatment of sulfonated
azo dyes. Journal Environ Science Health, New York, v.A30, p.1251-1276, 1995.

FU, Y.; VIRARAGHAVAN, T. Fungal decolorization of dye wastewaters: a review.
Bioresource Technology, Essex, v.79, p. 251-262, 2001.

FRIES, M.R.; AITAS, C. Aplicacdo de esterco bovino e efluente de biodigestor em um solo
podzélico vermelho-amarelo: efeito sobre a producdo de matéria seca e absorcdo de
nitrogénio sobre a cultura de sorgo. Revista do Centro de Ciéncias Rurais, Santa Maria,
v.20, n.1-2., p.137-145, 1990.

GERMANO, L.A.A.P. Estudo do comportamento das meloidinas na digestdo anaerobia
de vinhoto. 1990. 121 f. Dissertacdo (Mestrado) - Instituto de Quimica e Fisica Molecular,
Universidade de Sdo Paulo, Séo Carlos, SP., 1990.

GLENN, J.K.; GOLD,M.H. Decolorization of several polymeric dyes by the lignin-degrading
basidiomycete Phanerochaete chrysosporium. Applied and Environmental Microbiology.
Washington, v.45, p.1741-1747. 1983.

GUARATINI, C.C.1.; ZANONI, M.V.B. Corantes téxteis. Quimica Nova, Sdo Paulo, v.23,
n.1, p. 71 -78, 2000.

HARMER, C.; BISHOP, P.; HE, Y.; HOLDER, E.; SCARPINO, P.V. Biofilm processes for
removal of azo dye from municipal wastewaters. In: 46TH PURDUE INDUSTRIAL WASTE
CONFERENCE, 1992, 46., Lewis. Proceedings... Lewis, Michigan, 1992. p. 217-228.

HU, A.T.L.; WU,S.C. Assessment of the azo dye RP2B on the growth of a nitrogen Fixing
cyanobacterium: Anabaena sp. Bioresource Technology, Essex, v. 77, p. 93-95, 2001.

JADHAYV, J.P.; PARSHETTI, G.K.; KALME, S.D.; GOVINDWAR, S.P.
Decolourization of azo dye methyl red by Saccharomyces cerevisiae MTCC 463.
Chemosphere, Oxford, v. 68, p. 394-400, 2007.



78

JESUS, J. G. Utilizacdo de Neurospora crassa 74A para avaliagdo da biossorcédo e
biodegradagéo dos corantes Acidos, Xanteno, Direto e Reativo. Rio Claro, S.P., 2005, 149 f.
Tese (Doutorado em Microbiologia Aplicada) — Instituto de Biociéncias, Universidade
Estadual Paulista, Rio Claro, 2005.

KALME,S.D.; PARSHETTI,G.K., JADHAV,S.U., GOVINDWAR, S.P. Biodegradation of
benzidine based dye Direct Blue6 by Pseudomonas desmolyticum NCIM 2112. Bioresource
Technology, Essex, v.98, p.1405-1410, 2006.

KAMMRADT, P. B. Remocao de cor de efluentes de tinturarias industriais através de
processo de oxidacdo avancada. 2004. 107 f. Dissertacdo (Mestrado) - Universidade Federal
do Parana, Curitiba, 2004.

KAPOOR, J.S., VIRARAGHAVAN, T. Fungal Biosorption — an alternative treatment option
for heavy metal bearing wastewater: a review. Bioresource Technology, Essex, v.53, p.195-
206, 1995.

KIMURA, 1.Y.; GONCALVES JR, A.C.; STOLBERG,J.; LARANJEIRA M.C.M.; FAVERE,
V.T. Efeito do pH e do Tempo de Contato na Adsor¢do de Corantes Reativos por
Microesferas de Quitosana. Polimeros: Ciéncia e Tecnologia, Rio de Janeiro, v. 9, p. 51-57,
1999.

KONCAN, J.A.Z; SOMEN, J. A simple test for monitoring biodegradable industrial
pollution in a receiving stream. Water Science and Technology, Oxford, v. 39, n. 10-11, p.
221-224,1999.

KUNZ, A.; PERALTA-ZAMORA, P.; MORAES, S. G.; DURAN, N. Novas tendéncias no
tratamento de efluentes téxteis, Quimica Nova, S&o Paulo, v. 25, n. 1, p.78-82, 2002.

MANJINDER, S.K.; SAINI, H.S.; SHARMA, D.K.; CHADHA, B.S.,CHIMNI, S.S.
Decolourization of azo dyes by bacterial consortium. Dyes and Pigments, London, v. 67,
n.1.p. 55-61, 2005.

MARCANTI-CONTATO, I.; CORSO, C.R. Remocdo de corantes téxteis de meio liquido por
Aspergillus niger. In: SIMPOSIO DE POS-GRADUACAO E PESQUISA NA AREA DE
CIENCIAS BIOLOGICAS, 3.,1993, Atibaia. Anais... Atibaia, p.175. v. 3.

MARCANTI-CONTATO, |. Emprego de Aspergillus niger paramorfogénico para a
avaliacdo do grau de interferéncia dos aditivos quimicos na biossor¢do de corantes
téxteis de efluentes industriais. 1995. 173 f. Tese (Doutorado em Microbiologia) — Instituto
de Biociéncias, Universidade Estadual Paulista, 1995.

MASTROCOLA, P.C.B. Efeitos das diferentes quantidades de efluente de biodigestor, no
desenvolvimento inicial de cultivares de milho (Zea mays L.) em casa de vegetacédo. 1983,
118 f. Monografia (Trabalho de Graduacdo) — Universidade Estadual Paulista, Jaboticabal,
S.P, 1983.

MEYER, U.; OVERNEY,G.; VON WATTENWYIL, A. Textilveredlung, Basel, v. 14, p.15,
1979.



79

MORAES, L.M.; PAULA JUNIOR, D.R. Avaliacdo da biodegradabilidade anaerobia de
residuos da bovinocultura e da suinocultura. Engenharia Agricola, Jaboticabal, v. 24, n. 2, p.
445-454, maio/ago. 2004.

MOU, D.G.; LIM, K.K.; SHEN, H.P. Microbial agents for decolorization of dye wastewater.
Biotechnology Advanced, New York, v. 9, p. 613-622, 1991.

MUELLER, J.G.; CERNIGLIA, C.E.; PRITCHARD, P.H. Bioremediation of Environments
Contaminated by Polycyclic Aromatic Hydrocarbons. In: BIOREMEDIATION: Principles
and Applications. Cambridge: Cambridge University Press , 1996. p.125-194.

NOVAES, R.F.V. Microbiology of anaerobic digestion. In: SEMINARIO
INTERNACIONAL SOBRE TRATAMENTO ANAEROBIO EM PAISES TROPICAIS,
1986, S&o Paulo. Anais... Sdo Paulo: AWPRC-ABES, 1986.

O’MAHONY,T.; GUIBAL,E.; TOBIN, J.M. Reactive dye biosorption by Rhizopus arrhizus
biomass. Enzyme and Microbial Technology, New York, v. 31, p. 456-463, 2002.

O'NEILL, C.; LOPEZ,A.; ESTEVES, S.; HAWKES, F.R.; HAWKES, D.L.; WILCOX, S.
Azo-dye degradation in an anaerobic-aerobic treatment system operating on simulated textile
effluent. Applied Microbiology and Biotechnology. Berlin, v. 53, p. 249-254, 2000.

OS TRINTA anos da Sabesp. Engenharia, Sdo Paulo, n. 558, p. 42-118, Jul./Ago. 2003.
Edicdo Especial.

PAINTER, H.A. Guidelines for the testing of chemicals — detailed review paper on
biodegradation testing. Environment Monographs, Paris, 98p, 1995.

PARSHETTI ,G.; KALME,S. D.; GOMARE,S.S; GOVINDWAR,S.P. Biodegradation of
Reactive blue-25 by Aspergillus achraceus NCIM-1146. Bioresource Technology, Essex, v.
98, p. 3638-3642, 2006.

PINHEIRO, H.M.; TOURAD,E.;THOMAS,O. Aromatic amines from azo reduction: status
review with emphasis on direct UV spectrophotometric detection in textile industry
wastewater. Dyes and Pigments, London, v. 61, p. 121-139, 2003.

PLUMB, J.J.; BELL, J.; STUCKEY, D.C. Microbial population associated with treatment of
an industrial dye effluent in an anaerobic baffled reactor. Applied and Environmental
Microbiology, Washington, 2001, v. 67, n. 7, p. 3226-3235, jul. 2001.

POLMAN, J.K.; BRECKENRIDGE, C.R. Biomass-mediated binding and recovery of textile
dyes from waste effluents. Textile Chemist and Colorist, v. 28, n. 4, p. 31-35, 1996.

RAMAKRISHNA K.R.; VIRARAGHAVAN,T. Dye removal using low-cost adsorbents.
Water Science Technology, London, v. 36, n. 2-3, p.189-196, 1997.

RAZO-FLORES, E.; LUUTEN, M.; DONLON, B.A.; LETTINGA, G.; FIELD, J.A.
Complete biodegradation of the azo dye azo-disalicylate under anaerobic conditions.
Environmental Science Technology, Easton, v. 31, p. 2098-2103, 1997.



80

ROBINSON,T.; MCMULLAN,G.; MARCHANT,R.;NIGAM, P. Remediation of dyes in
textile effluent: a critical review on current treatment technologies with a proposed
alternative. Bioresource Technology, Essex, v. 77, p. 247-255, 2001.

ROMANE, A. Curso d’agua, SABESP. Companhia do Saneamento Basico de S&o Paulo.
Sdo Paulo: Edicdo Antonio Romane, 1998.

ROZGAJ, R.; GLANCER-SOLJAN, M. Total degradation of 6-amino-naphthalene-2-
sulphonic acid by a mixed culture consisting of different bacterial genera. FEMS
Microbiology Ecology, Amsterdam, v. 96, p. 229-235, 1992.

RUIZ, R.L. Microbiologia Zootécnica. Sdo Paulo: Roca, 1992. 314 p.

SEGHEZZO, L. Anaerobic treatment of domestic wastewater in subtropical regions.
2004. 172 f.. Thesis - Wageningen University, Wageningen, The Netherlands, 2004.

SILVERSTEIN, R.M.; BASSLER, G.C; MERRILL, T.C. Identificacéo
Espectrofotométrica de Compostos Organicos. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 1979.

SPONZA, D.T.; ISiK, M. Toxicity and intermediates of C.l. Direct red 28 dte through
sequential anaerobic and aerobic treatment. Process Biochemistry, London, v. 40, p. 2735-
2744, 2005.

TATARKO, M.; BUMPUS, J.A. Biodegradation of Congo Red by Phanerochaete
chrysosporium. Water Resource, New York, v. 32, n. 5, p.1713-1717, 1998.

VALERIANO, M.M. Efeito da incorporacdo de efluente de biodigestor no solo sobre
desenvolvimento e produtividade do milho (Zea mays L.) em casa de vegetagdo. 1987.
125 f. Monografia (Trabalho de Graduacdo) — Universidade Estadual Paulista, Jaboticabal,
1987.

VIDALI, M. Bioremediation: an overview. Pure and Applied Chemistry, Oxford, v. 73, n.
7, p.1163-1172, 2001.

VILLELA JUNIOR, L.V.E; ARAUJO, J.A.C.; FACTOR, T.L. Comportamento do meloeiro
em cultivo sem solo com a utilizagdo de biofertilizante. Horticultura Brasileira, Brasilia, v.
21, n. 2, p. 153-157, abr./jun. 2003.

VITOR, V. Emprego de linhagem selvagem de Candida albicans isolada de efluente
industrial para avaliacdo da biossorcéo/biodegradacdo do corante azdico “Direct Violet
51”. Rio Claro, S.P, 2005. 104 f. Dissertacdo (Mestrado em Biologia) - Instituto de
Biociéncias, Universidade Estadual Paulista, Rio Claro, 2005.

WALLACE, T.H. Biological Treatment of a Synthetic Dye Water and an Industrial
Textile Wastewater Containing Azo Dye Compounds. 2001. 79 f. Msc Thesis, Virginia
Polytechnic Institute and State University, Blackburg, Virginia, USA, 2001.

ZISSI, U.; LYBERATOS, G. Azo-dye biodegradation under anoxic conditions. Water
Science Technology, Oxford, v. 34, p. 495-500, 1996.



81

ZEE, F.P.Van der. Anaerobic dye reduction. 2002. 142 f. Doctoral thesis. \Wageningen
University, Wageningen, The Netherlands, 2002.

ZOLLINGER, H. Color Chemistry. 2. ed. Nova York: V.C.H., 1991. 367p.



82

44
T9.-918
8¢0T-T80T-86TT
0LET-L6ET
L6GT
evLT
088¢-6€6¢-066¢

T6EE
H._.to
sleulj sepueq
0G'9 Hd AV
opesljeuy sjuea0)d

9¢9
96.
¥96
980T
0847
GeaT
YX414

L9VE

-

sielolu| sepueg

619 129
¥S.-8¥8 99/-1€8
S16-G€6 L66

6.0T-S0¢T LEOT-9CTT
0¢TT-0TYT 14441}
€9¥T1-864T TLET
999T-€EV.LT 00ST-¥S9T-86ST

GE6C €¢6¢

8€EE Leve

W W

sleulj sepueg sielolu| sepueg
0S'y Hd AV

opesifeuy a1uelod

6719 0¢9
€0.-G¢L <7
Se0T 6EET-9.ET
9Tv1 A0vT
vl 0SPT
veST LyST
0991 ¥991-62.LT
0€6¢ Ev6¢
Sove TTve
W W

sleul} sepueq sielolu| sepueg
0G'ZHd AV
opesljeuy sjuea0)d

*SeIoy0fZ ‘SOpPeJapISU0D Weio) 01eju0d ap sodwa) sajorew
S0 aidwas ‘sasijeue se sepol W3 ¥ '] 0 WOoJ oluaWelR) 0 sode 3 SalUe GZAY 91UI0D Op sepueq sep sredioulid sagdeissqo - T elagel

T 301ANddV



83

¥T9 819-2.9 Zv9

19/-298-626 229 20L 008

679 2801 050T 95/ 58

861 S6. 9Z1T 180T L¥0T €88

758 26 €e0T AN} T80T -€0TT 080T

LV6 980T TLET-SOVT-SivT verT GZ1T-102T 2LTT

060T 8.¥T 6YST TIVT TSYT 902T

ETVT-TSPT 2€9T T.9T 8€GT 6EGT-GG9T €€9T

999T-0v.1 €eLT GELT 959T 6ELT G582

T€6C GE62 1262-1162 2€62-196¢ 9€6¢ 2e6e

LOVE orve L1EE eTve 86€€ L2ve

W L LW LD LD LD
Sleul} sepueg sielolu| sepueg sleulj sepueg sielolu| sepueg sleul} sepueq sielolu| sepueg

05'9 Hd TSAQ 0S'y Hd TSAQ 05'¢ Hd TSAQ
opesljeuy alue.lao) opesljeuy s1uel0) opesljeuy a1ueldo)d

'SeJoy0tZ ‘SopesapISu0d Weio) 01e1u09 ap sodwa) salorew so aidwas
‘sasijeue se sepol W3 “Y'1°| O W09 ojuswelel) o sode o sajue TGAQ Op sepueq sep siediound sagdenlssqo - 2 elage.l

T 301ANddV



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

