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RESUMO

Bioprospeccao de microrganismos biodessulfurizantes de borracha vulcanizada de pneu
inservivel.

Pneus possuem grande importancia econdémica, mas um risco para a satde publica e meio
ambiente devido a vulcanizacéo da borracha e demais componentes. Uma das formas de
reuso dos pneus € a reciclagem da borracha pela desvulcanizacao. Assim, foi objetivado
isolar microrganismos de rejeito de oficina mecéanica e avaliar a capacidade de
dessulfurizacdo da borracha vulcanizada (BV). Utilizando enriquecimento com
dimetilsuféxido (DMSO) foram isoladas duas bactérias nomeadas D1 e DAF, submetidas
atestes bioquimicos, de resisténcia a metais e ao antibiograma. Preliminarmente aos testes
foi observada contaminacgéo por fungo que revelou ser proveniente da BV, sendo isolado
e incluido ao protocolo. Utilizou-se 1% (p/v) de borracha de pneu granulada (BP-1I1)
assepsiada com alcool 70% em frasco de cultivo. Cada microrganismo foi adicionadocom
meio Bushnell-Haas sem SO42 (BH-s) a um frasco, um ndo teve adicdo de
microrganismos, outro conteve apenas meio e foram incubados em agitacéo a 30° C, 130
rpm. As provas bioquimicas indicaram D1 como Pseudomonas sp. O método molecular
apontou DAF como Staphylococcus warneri e o fungo como Fusarium chlamydosporum.
As bactérias apresentaram tolerancia aos metais testados. O antibiograma de D1 possuia
dados comparativos para cinco antibioticos, nenhum tolerante, enquanto DAF apresentou
sensibilidade a oito. D1 apresentou maior quantidade de SO42 no meio que DAF. Esta e
o fungo degradaram a borracha, entretanto o fungo possui maior potencial de
dessulfurizacdo. Assim, observou-se a capacidade microbiana em dessulfurizar BV, um
método promissor e preferivel para reciclagem de pneu por ser ambientalmente amigavel
e de maior custo beneficio.

Palavras-chaves: prospec¢do microbiana, dessulfurizacdo microbiana, biorremediacao,
desvulcanizagéo.



ABSTRACT

Bioprospecting of waste tire vulcanized rubber biodesulfurizing microorganisms

Tires have great importance, but have become a risk to public health and the environment
due to the characteristics conferred by the rubber vulcanization and other components.
One of the ways of reusing the tyre is rubber recycling through devulcanization. Thus,
the objective was to isolate microorganisms from mechanic shop’s waste and assess their
desulphurization of vulcanized rubber (VR) capacity. With selective enrichment using
DMSO, two bacteria named D1 and DAF were isolated, later submitted to biochemical,
metal resistance and antibiogram tests. Preliminary to the tests, fungus contamination was
observed, which revealed to be from BV, being isolated and included in the protocol. It
used 1% (w/v) of granulated tire rubber (BP-111) asepsis with 70% alcohol in a culture
flask. Each microorganism was added with Bushnell-Haas medium without SO42 (BH-s)
to a flask, one had no microorganism added, another contained only medium and were
incubated in a shaker at 30°C, 130 rpms. Biochemical tests indicated D1 as Pseudomonas
sp. The molecular method identified DAF as Staphylococcus warneri and the fungus as
Fusarium chlamydosporum. Bacteria showed tolerance to the metals tested. The D1
antibiogram had comparative data for five antibiotics, none of which were tolerant, while
DAF showed sensitivity to eight. D1 had a greater amount of SO42 in the medium than
DAF. This and the fungus degraded the rubber. However, the fungus has greater potential
for desulfurization. Thus, the microbial capacity to desulfurize VR was observed, a
promising and preferable method for tire recycling as it is environmentally friendly and
cost-effective.

Keywords: microbial prospecting, microbial desulfurization, bioremediation,
devulcanization



1. INTRODUCAO

Com grande uso no setor automobilistico e de transportes, a importancia da
borracha vulcanizada (BV) alcanca tanto a esfera industrial quanto a esfera social e militar
(Jain et al. 2012). Ela é o principal componente dos pneus, produtos que de acordo com
Rodgers & Waddell (2005) sdao “uma maravilha da engenharia: geometricamente ¢ um
toros, mecanicamente sdo flexiveis e sustentam altas pressGes. Estruturalmente é
composto por elastbmeros, fibras de aco e uma variedade de elementos organicos e
inorganicos”. Toros € a designagdo de uma forma anelar tridimensional, podendo ser

observada na Figura 1.

Figura 1. Representacdo grafica de toros. Fonte: Secdo de imagem originalmente por
Tavkhelidze (2017).

O uso em grande escala de produtos derivados da borracha, em especial os
pneumaticos, se deve ao processo de vulcanizacado, pois até a descoberta deste processo
a borracha possuia uso limitado. Este método revolucionou os processos industriais, pois
a roda ndo era apenas um componente de transporte, mas também uma peca necessaria
em muitos maquinarios, assim como a borracha é atualmente (Rodgers & Waddell, 2005,
Coran, 2013).

A vulcanizacéo é definida por Ikeda, (2014) como uma reacao de ligacdo cruzada
mediada por enxofre que confere a borracha estrutura tridimensional, sendo o melhor
processo conhecido capaz de conferir estabilidade aos produtos da borracha. Tal reacéo é
representada na Figura 2, que exemplifica de forma simples as liga¢des sulfidricas entre

a matriz polimérica. O processo de vulcanizacdo consiste, de acordo com Akiba &
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Hashim, (1997) em aquecer o polimero, que pode tanto ser a borracha sintética (BS)
quanto a borracha natural (BN), a altas temperaturas e com alguns aditivos. Cada
componente adicionado tem uma fungdo, sendo que o mais importante é o agente de
vulcanizacdo, que geralmente utiliza-se de enxofre inorganico. Outros componentes
utilizados durante a vulcanizacdo sdo classificados em: aceleradores, ativadores,

retardantes e inibidores pré-vulcanizacdo (Akiba & Hashim, 1997).

Ndo
Vulcanizada

NP2y
3 Moléculas d. o
oléculas de
r 2“ Borracha
— \/
\ DT
Enxofre

*~~. Ligacoes
Cruzadas \ S,
Matriz

Vulcanizada

/

Figura 2. Representacdo de ligacbes cruzadas na matriz polimérica apos
vulcanizagdo. As moléculas da borracha ndo vulcanizada estdo entremeadas e séo
suportadas uma pela outra. Ap6s a vulcanizagdo, as cadeias polimeéricas proximas formam
ligacOes cruzadas, mediadas pelo enxofre no ponto em que se envolvem. Fonte: Figura
adaptada de Coran (2013).

A vulcanizagdo confere maior elasticidade e menor plasticidade. Tais
caracteristicas mecanicas e fisicas adquiridas apos o processo sdo devidas a formacdo de

ligagBes cruzadas do enxofre com a matriz polimérica (Coran, 2013). Quando néo
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vulcanizado, o polimero € moldavel, sendo que se torna mais maleavel com o aumento
da temperatura, perdendo a forma desejavel, ou se torna quebradi¢a com a diminui¢éo da
temperatura, da mesma forma indesejado. Com a vulcanizacao, o polimero passa a ser
menos maleavel (perda da plasticidade), mantendo assim a forma com a qual foi moldado,
sendo que ainda € capaz de resistir a variagcdes bruscas de temperatura e tensdo (aumento
da elasticidade) (Coran, 2013; ANIP, 2018).

O processo foi desenvolvido por Charles Goodyear no final da déecada de 1830.
Isso aconteceu acidentalmente ao deixar certa quantidade de borracha contendo enxofre
préximo a um forno enquanto fazia experimentos com BN, e desde entdo este método
vem sendo aprimorado (Bredberg et al. 2005; ANIP 2018), pois permitiu o uso amplo e
variado da BN, que até entdo ndo resistia a grandes variacdes de temperatura. Com a
vulcanizacao foi possivel conferir novas propriedades a borracha, uma vez que o processo
modifica a sua rede tridimensional polimérica (Coran 2013).

Como componente principal de grande parte dos meios de transporte, pneus
constituem um fator fundamental para a industria, seja direta ou indiretamente. Em dados
disponibilizados pela Associacdo Nacional das Industrias de Pneumaticos (ANIP), em
2016 foram produzidos mais de 67 milhdes de pneus no Brasil, sendo que as vendas
constituiram mais de 70 milhdes de pneus, que foram distribuidos pelos principais canais:
18,2% pelas montadoras, 18,5% foram exportados e 63,4% constituiram as vendas de
reposicdo (substituicdo de pneus usados por um novo).

Em 2020 foram comercializados 67,9 milhdes de pneus, 0 que representou queda
justificada pela pandemia da COVID-19 que afetou consideravelmente o mercado (Allied
Market Research, 2020). Ainda assim, de acordo com a ReciclAnip (anagrama com a
palavras reciclagem e ANIP), a quantidade de pneus reciclados pela organizacao atingiu
42,2 milhdes de unidades em 2020 (Recicl ANIP, 2021). Ao comparar esse dado com 0s
dados referentes ao comércio de pneus no Brasil, observa-se que a quantidade de pneus
coletados em um ano néo se equipara aqueles comercializados no mesmo ano (ANIP,
2021).

O relatdrio disponibilizado na webpage da Allied Market Research (2020), aponta
que devido ao crescimento e desenvolvimento das industrias, a tendéncia é que haja o
aumento do uso de veiculos de comércio, como caminhdes e carretas. Além disso, a
melhoria de renda influencia a compra de carros de passeio por mais familias, além de
tornar viavel a compra de carros e motos de luxo. Similarmente, se espera que haja maior

comercializacdo de veiculos elétricos. Portanto, estima-se que até 2027 o mercado
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automobilistico crescera com o mercado brasileiro pode atingir o valor de 2,05 bilhdes de
dolares em 2027, sendo que o valor contabilizado em 2019 foi de 1,87 bilhdes (Allied
Market Research, 2020).

O crescimento do consumo tende a aumentar a quantidade de bens descartados,
mas devemos considerar aqueles ja presentes no meio ambiente. A forma como 0s pneus
sdo descartados € de preocupacdo, pois eles sdo termoplasticos elésticos (que pode ser
moldado por meio de altas temperaturas), insoltveis, e infusiveis; e a incorporacdo dos
reforgadores e extensores contribui com a razdo dos mesmos serem extremamente
resistentes a biodegradacdo (Adhikari 2000; Ramarad et al. 2015). Na Figura 3 pode-se
observar a complexidade estrutural do pneu e seus componentes, projetados para o melhor

desempenho e seguranca.
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Figura 3. Exemplo de estrutura basica de pneu indicando as partes de um pneu.
Fonte: Figura adaptada de Zhang et al. (2019).

Devido a estrutura tridimensional mais rigida conferida ao polimero com a
vulcanizacdo e as caracteristicas citadas acima, tinha se o conceito de que a reciclagem
do elastdbmero submetido a tal processo seria impraticavel, fazendo com que 0s pneus
fossem simplesmente descartados quando danificados. As consequéncias desta pratica
sdo entdo refletidas em custos ambientais e implicagcdes a saide humana e animal (Li et
al. 2011; Lagarinhos & Tenorio 2012).

Pneus constituem sério risco de incéndios, pois uma vez em combustdo o fogo
nesses materiais é dificil de ser extinguindo, podendo atingir grandes proporcdes
dependendo do local (Sofi, 2018). Durante a queima ha a formacdo de alcatrdo oleoso

que além de benzenos, aminas, toluenos e nafta, contem metais como cadmio, niquel e
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zinco (Lagarinhos & Tenorio, 2008). Ao mesmo tempo ocorre a liberacdo de benzenos,
estireno, hidrocarbonetos poliaromaticos, mondxido de carbono, 6xido nitrico e dioxido
de enxofre que contaminam o ar e o solo da regido afetada; e os 6leos provenientes do
derretimento podem contaminar o solo e lencdes freaticos (Liu et al. 2020). Além disso,
0s pneus podem acabar como reservatérios de pragas urbanas, como ratos e insetos (Jang
et al. 1998; Fiksel et al., 2011; Sienkiewicz et al. 2017).

Em questdo de salde publica no Brasil, pneus acabam como criadouros do
mosquito Aedes aegypti, transmissor da dengue e outras doengas. Com os virus da Zika e
Chikungunya, a preocupacdo com a prevaléncia do A. aegypti triplicou, visto que essas
doencas também causam grande morbidade e podem levar o paciente a 6bito; e no caso
da Zika, h& a possibilidade de causar microcefalia de fetos quando a gestante € infectada
(Weaver et al. 2018).

O ano de 2019 fechou com 10.768 casos provaveis e trés oObitos por Zika
confirmados; e 132.205 casos provaveis e 92 dbitos confirmados por Chikungunya (MS,
2020). Quanto aos casos de dengue, até dezembro de 2019 foram notificados 782 6bitos
confirmados e 1.419 casos de dengue grave, 18.740 casos de dengue com sinais de alarme
e 1.544.987 casos provaveis, sendo que chegou a atingir carater endémico entre a 28° e a
36° semana de 2019. O nimero de casos provaveis representa aumento de mais de 100%
em relacdo ao ano anterior, que registrou mais de 62 mil casos (MS 2020).

O virus causador da dengue é predominantemente urbano e nos casos graves causa
hemorragia, podendo levar o paciente a morte. Almeida & Silva (2018) realizaram um
estudo relacionando objetos descartados em terrenos baldios com a prevaléncia de casos
de dengue em trés cidades do estado da Paraiba, onde a quantidade de casos era maior
quando havia menos fiscalizacdo e consequentemente, mais locais propicios para o
desenvolvimento do culicideo, correlacionando assim a prevaléncia de casos de dengue
com o acumulo e descarte inadequado de pneus (MS, 2020).

Ademais, a febre amarela, malaria e filariose séo transmitidas por mosquitos e
também possuem casos sendo notificados (MS, 2019). A febre amarela inclusive é
transmitida pelo A. aegypti e permaneceu endémica nas Ultimas décadas na regido
amazodnica, no entanto, em 2016 foram documentados casos na regido sudeste do pais
(Abreu et al. 2019). Ja malaria, cujo agente etiologico € o protozoario do género
Plasmodium tem como vetor os mosquitos Anopheles permanecendo endémica na regido
da Amazoénia legal, onde os mosquitos tém grande disponibilidade de dgua limpa e parada

decorrente das chuvas (Baroni et al. 2019).
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Por fim, menos comum, mas ainda presente na regido do nordeste brasileiro, a
filariose linfatica é transmitida pelo Culex quinquefasciatus, vetor do agente Wuchereria
bancrofti, responsavel pela morbidade de cerca de 893 milhGes de pessoas nédo tratadas
em todo o mundo (MS 2018; WHO 2019). Essas sdo doencas consideradas
negligenciadas, pois atingem geralmente populacdes pobres, mais sujeitas as baixas
condicBes sanitarias. Portanto, essas doencas recebem pouco investimento para
tratamentos, restando apenas melhorar as condic¢Ges dos locais de moradia da populagéo
das regibes endémicas, (Almeida & Silva, 2018) e nestes casos, pneus descartados
indevidamente constituem parte do problema, tendo como solucdo a sua destinacao
adequada (Silva & Casagrande, 2013).

Assim, a preocupacdo ambiental e com a salde publica levou paises a comporem
regulamentacdes e iniciaram o incentivo ao descarte correto de pneus inserviveis, aquele
que se torna inutilizavel para rodagem ou reforma por apresentar danos irreparaveis
(Brasil, 2009). Estados Unidos, Australia, Japdo, China e cerca de trinta paises europeus
possuem regulamentacdo em vigor, sendo que de acordo com a European Tyre & Rubber
Manufactures Association (ETRMA) a taxa de coleta e reciclagem de pneus usados em
32 paises atingiu 95% em 2019, permanecendo no mesmo patamar que anos anteriores
(ETRMA, 2021).

No Brasil, essa regulamentacéo foi estabelecida pelo Conselho Nacional do Meio
Ambiente (CONAMA) e é constantemente fiscalizada pelo Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA, Brasil 2009). Tem por objetivo
reduzir a disposicao e descarte de pneus em terrenos baldios, rios e aterros sanitarios
sendo que, anualmente, cerca de 100 milhGes de pneus inserviveis sdo descartados
incorretamente (Vucovic 2021). Assim, atualmente estes atos ndo sdo aceitaveis e
constituem crime ambiental (?).

As importadoras e manufaturadoras sao responsaveis por dar a destinagéo correta
(Vucovic 2021), mas no ano de 2017 apenas as empresas nacionais atingiram a meta
recomendada pelo CONAMA (Santos et al. 2020), sendo que as vendas totais pelas
fabricantes nacionais foram de cerca de 60 milhGes de pneus novos, sendo reciclados 91,6
milhdes (ANIP 2017).

De acordo com a RecilANIP, entre 1999 e 2020 foram destinados mais de 5,6
milhGes de toneladas de pneus inserviveis, equivalendo a 1,1 bilh&o de pneus de passeios
que foram descartados corretamente. Essa destina¢do segue de acordo com a logistica

reversa, onde, ap0s o descarte os pneus sdo recolhidos e encaminhados para pontos de
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coletas e entdo sdo reaproveitados (Lagarinhos & Tenorio 2012). A Figura 4 exemplifica
0s caminhos pelo qual um produto pneumaético passa apos ter sido produzido até a sua
destinagdo final correta, iniciando com o pneu servivel saido da fabrica ou revenda,

passando pelo uso e descarte em ponto de coleta, e finalizando com o reaproveitamento.
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Figura 4. O ciclo do pneu. Apés sair da fabrica (1), o pneu é destinado a um ponto de
venda ao consumidor (2). Ap6s uso, o pneu é trocado por um novo (3). O pneu inservivel
¢ mandado a um ponto de coleta (4), onde é encaminhado para destinacdo (5). O material
do pneu € entdo reaproveitado como outros bens ou fonte energética (6). Fonte:
Recicl ANIP (2019).

De fato, ainda ha um longo caminho a percorrer em se tratando de pneus
inserviveis, pois, apesar das campanhas contra a dengue e sua contribuicéo para a retirada
de pneus do ambiente, esta pratica ainda carece de incentivo governamental, como aponta
0 presidente da Associacdo dos Importadores e Distribuidores de Pneus (ABIDIP). Além
da resolugdo do CONAMA 416/09, ndo foram conduzidas grandes estratégias para
solucionar definitivamente tal problema, sendo que em 2018 foram registrados trés casos

de incéndios relacionados ao descarte incorreto de pneus (Scott, 2018)
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Segundo a Resolucdo CONAMA 416/09, quando o pneu se torna inservivel, o
mesmo deve ser encaminhado para empresas de reciclagem. Quando o pneu ainda é
servivel, ou seja, passivel de reforma, pode ser encaminhado para empresas que a
realizam, onde serdo submetidos aos processos de recauchutagem, recapagem ou
remodelagem (Brasil, 2009). A destinacdo ap06s 0 pneu se tornar inservivel variam e na
literatura as teorizagdes sobre o que seria mais adequado divergem. Ramarad et al. (2015)
resumem trabalhos de diferentes autores em trés formas de destino aos pneus utilizados:

a) Reciclagem: quando se faz 0 uso do pneu todo ou em partes trituradas.

b) Reutilizacdo/ recuperacdo: quando se faz cisdo das ligacbes C-C na matriz

polimérica visando reduzir o peso molecular para obter maior plasticidade.

c) Desvulcanizacao ou dessulfurizacdo: quebra de ligagdes S-C ou S-S, de modo

a desfazer as ligacGes cruzadas formadas durante a vulcanizacao, com o intuito
de se obter maior plasticidade.

Karger-Kocsis et al. (2013) apontam que a recuperacdo (reclamation) e a
desvulcanizacdo estdo relacionadas. O resultado de ambos 0s processos €, como descrito
acima, obter borracha similar a ndo vulcanizada, e a diferenca consiste nas ligacdes alvo
a serem desfeitas.

Quanto as formas de reciclagem pode haver a destinacao e reaproveitamento dos
pneus como um todo para geracdo de energia direta (queima como combustivel) ou
indireta (obtencdo de 6leos contidos na borracha por meio da pir6lise); podendo ainda
serem utilizados como quebra-mar, recifes artificiais, confeccdo de brinquedos para
parques de recreacdo, moveis, barreiras contra colisdes e outros (De et al. 2005; Forrest
2019). Na forma particulada, apds desmembramento e trituracdo do pneu, a borracha na
forma de granulos pode ser aplicada na fabrica¢do de um novo produto, como maoveis ou
artesanato, na producao de goma asféaltica e na construcao civil para evitar rachaduras no
concreto ou em outros materiais que néo requerem alto desempenho (Parravicini 2015).

A trituracdo pode ocorrer de trés formas de acordo com a condicdo de temperatura:
temperatura ambiente, criogénica e a base de dgua. Em todas elas fazendo uso de moinhos
trituradores. Os granulos da borracha podem ser entdo empregados, dentre outros, na
fabricacdo de nova BV, produto termopléstico, sola de sapato, quadras de esporte (Forrest
2019), pois do ponto de vista ambiental, a melhor solugéo é aquela que reduz ao maximo
a liberacao de poluentes e garante o melhor reaproveitamento energetico relativo ao custo

beneficio (Bredberg et al. 2005) e o reuso da borracha como um novo produto plastico
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evitaria a poluicdo ambiental que a queima provoca e reduziria a exploracao de recursos
naturais (Adhikari et al. 2000)

No entanto, as propriedades da BV impossibilitam uma unido adequada em uma
nova matriz polimérica, e as particulas adicionadas ndo formam ligacGes fortes o
suficiente entre si ou entre a matriz do polimero ao qual estd sendo incorporada para
garantir a estabilidade e um bom desempenho do produto (Karger-Kocsis et al. 2012).
Sendo assim, um tratamento é necessario para realizar uma modificacéo na superficie da
borracha usada para que a mesma tenha maior aderéncia com a matriz, o que é
denominado como compartimentalizacdo. Essa estratégia pode ser alcangada por meio
quimico ou fisico, objetivando reduzir a tensdo superficial. Assim, um melhor resultado
pode ser obtido com a desvulcanizacdo da borracha, pois isso facilita a ligacdo quimica
entre a borracha reciclavel e a nova matriz (Karger-Kocsis et al. 2012; Santos et al. 2020).

Com isso, tem se observado que a desvulcanizacdo, por vezes chamada de
dessulfurizacdo, um termo que inclui a retirada do enxofre presente no ambiente ou outros
materiais (Babich, 2003), vem a ser interessante no sentindo de dar novo uso aos
pneumaticos, obtendo-se novos produtos. Uma vez que a degradacéo natural é dificil de
ser alcancada a alternativa € dar um novo destino a borracha.

Pesquisas com biodessulfurizagdo da borracha e outros produtos derivados do
petroleo (Grossman et al. 1999, Ismail et al. 2016) sdo foco em certos grupos, mas nao
possui grande destaque (Bredberg et al. 2005), provavelmente devido ao pouco
conhecimento que se tem do processo e de como abordar as variaveis que envolvem a
biodessulfurizagdo, como a via catalitica e a inibigdo da reacdo pelo produto (Kilbane
2016).

Alguns ainda abordam a biodessufurizacdo da borracha, como Li et al. (2005) que
estudaram o comportamento de borracha composta por BN e borracha desvulcanizada
(BD) e foi observado que a incorporacgéo de ate 10 phr (parts per hundred rubber) de BD
a matriz polimérica ndo interfere de modo significativo. Quanto ao desempenho, a matriz
com BD apresentou melhor resultado que a BN.

Assim, é possivel classificar rudimentarmente os métodos de desvulcanizagdo em
fisico (mecénico, térmico, termomecéanico e ondas mecanicas), quimico e bioldgico
(microrganismo) (Forrest 2014; Asaro et al. 2018). Tal classificagdo e apenas didética,
pois métodos fisicos podem ser usados em conjunto com agentes quimicos ou mais de

um método fisico pode ser empregado durante um processo (Forrest 2014). Assim, a
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desvulcanizacdo mecanica e térmica sdo empregadas geralmente em conjunto (Asaro,
2018; Seghar et al. 2019).

O processo de trituracdo é considerado desvulcanizacdo mecénica, pois o
aquecimento das particulas provocado pelo atrito estimula a quebra das ligagdes. A
desvulcanizacdo térmica pode ocorrer sem acdo mecanica, desde que ocorram em altas
temperaturas. Sendo assim, o processo termomecanico é a utilizacdo da trituracdo em
conjunto com a injecdo de calor, que pode ser com eletricidade. Nos processos
envolvendo ondas, temos o ultrassom e micro-ondas, que provoca a agitacdo e aumento
de temperatura do polimero. Os métodos quimicos sdo variados, dependendo das
propriedades dos agentes. Alguns podem realizar a quebra seletiva das ligacOes
sulfidricas, enquanto outros podem agredir a matriz de carbono, ou ainda, provocar a
vulcanizacao de enxofre livre (Rajan et al. 2006; Parravicini 2014).

Processos que abrangem um ou mais dos métodos classificados acima ainda néo
sdo largamente usados devido a alta demanda energética, principalmente ultrassom, ou
devido a poluicdo, no caso de uso de métodos quimicos; bem como possuem baixa
seletividade e parece ndo ser capazes de produzir BD de qualidade (Amari et al. 1999).

Rooj et al. (2011) utilizaram perdxido benzoilico para realizar a desvulcanizacéao
em diferentes concentracdes do agente e utilizou da combinacao de um método fisico com
peroxido benzoilico em outra etapa do experimento. Observou-se que 0 método
combinado foi mais eficiente para a desvulcanizacdo, sendo que a concentracdo do agente
e 0 tempo de tratamento influenciam no produto final. Ao realizar um blend (mistura) de
BD com BN, observaram que a qualidade é melhor quando se usa menos BD. Outra
desvantagem para 0 método testado esta no agente quimico, que é toxico e nocivo ao meio
ambiente e aos seres vivos, gerando maior contaminacdo do que 0s proprios pneus.

Similarmente, De et al. (2006) e Ghorai et al. (2016) combinaram 0s métodos
fisicos e quimicos, ao utilizarem moinho de dois rolos (two roll mixing mill) e dissulfeto
de tetrametiltiuram (TMTD, ou tirame) no primeiro estudo e bis(triethoxisililpropil)
tetrasulfeto (TESPT), no segundo estudo. No caso usando TMTD, o agente também teve
acdo durante a revulcanizacdo, ja que o mesmo € usado como acelerador. Em ambos os
casos, ocorreu a desvulcanizagao.

Tao et al. (2013) utilizaram o0 método termomecanico para realizar a
desvulcanizacgéo da borracha de pneu triturada (BPT), semelhante a extrusao, assim como
Barbosa & Ambrosio (2019). Concluiu-se, no estudo de Barbosa & Ambrésio (2019), que

houve grande diminuicdo da densidade de ligagOes cruzadas, se tornando semelhante a

22



borracha ndo vulcanizada; entretanto, a matriz principal foi danificada, ndo sendo o ideal.
Com excecdo do gasto energético, de acordo com Tao et al. (2013), esse viria a ser o
método mais indicado, ja que é de facil acesso pelas inddstrias do setor.

Outros métodos menos comuns que ja foram testados para realizacdo da
desvulcanizagdo incluem ultrassom (Elnaggar et al. 2019) e autoclavagem (Dobrota &
Dobrota 2019), ambos com agao sobre as ligagdes cruzadas. No entanto, nenhuma destas
técnicas é efetivamente usada, pois a borracha resultante ndo possui qualidade suficiente
(Shi et al. 2012) além dos custos ja citados anteriormente. Assim, 0 uso de
microrganismos emprega uma abordagem biotecnoldgica que visa contornar tais
problemas para efetivamente se realizar a reciclagem da borracha (Shi et al. 2012), além
de que compreende um processo simples, com baixo gasto energético, sdo requeridos
poucos equipamentos e ndo geram poluicdo (Yao et al. 2013).

Durante os processos de desvulcanizacdo bioldgicos, também conhecido como
biodessulfurizacdo, sdo utilizados microrganismos. O numero de pesquisas nesse campo
vem crescendo, visto que em comparagdo aos meétodos fisico e quimico, requer menor
gasto energético e é efetivamente capaz de reduzir a poluicdo ambiental uma vez que nédo
gera gases poluentes (Adhikari 2000; Rajan et al. 2006; Yao et al. 2013; Ostad et al. 2016;
Tatangelo et al. 2016).

Ja é de conhecimento que pesquisas na utilizacdo de microrganismos para o
tratamento e remediacdo de contaminantes estdo sendo conduzidas, pratica esta que é
denominada de biorremediacdo. Nesse contexto, a biorremediacdo € um método que se
beneficia da capacidade natural de microrganismos em remover contaminantes de um
determinado local devido a utilizacdo destas substancias nocivas como fonte de carbono
para 0 seu crescimento e sobrevivéncia (Varjani & Upasani 2017; Krzmarzick et al.
2018).

Assim, microrganismos sdo buscados para este e outros fins, pois existe uma
variedade abundante de especimes, capazes de se adaptarem a qualquer tipo de ambientes,
como regides de baixa presséo, baixa temperatura ou ainda presentes em locais de altas
temperaturas como as encostas vulcanicas. Com tamanha capacidade de adaptacéo, o0s
microrganismos compdem cerca de 60% da biomassa do planeta (Dionisi et al. 2012). E
essa diversidade e plasticidade biologica que permite a adaptagdo aos ambientes de
condigdes extremas, naturais ou provocadas por atividades humanas (contaminacéo)
fazem dos microrganismos, principalmente as bactérias por serem mais propensas a

sofrerem mutacodes, alvos de bioprospeccao (Tanner et al. 2017; Bailon-Salas et al. 2018).
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A Dbioprospeccdo é, portanto, a exploracdo da biodiversidade com foco na
identificacdo, extracao e uso de compostos bioldgicos ou de um organismo completo para
0 uso como recursos de valor social e/ ou econdémico (Beattie et al. 2011; Bentzon-Tilia
& Gram, 2017). A facilidade de manutencdo em meio de cultivo, necessidade de pouco
espaco e a possibilidade de cultivo a partir de pequena amostra inicial, assim como séo
beneficios ao se utilizar microrganismos como agentes de biorremediagdo (Maduranga et
al. 2018). Nestes casos, Tanner et al. (2017) comentam que locais que causam grande
estresse sdo 0s mais promissores quando se busca um agente par biorremediacéo e como
Andrade et al. (2010) afirmam, quanto mais rico com o substrato que se deseja degradar
é o local de bioprospeccao, mais propicio é de se encontrar microrganismos adaptados
capazes de remediar aquele substrato.

Lietal. (2011) isolaram de uma mina de ferro a bactéria Thiobacillus ferrooxidans
usada em teste de dessulfurizacdo. Foi observado que ao crescer a bactéria em meio de
sais para metabolismo de enxofre elemental (Li et al. 2011), e entdo adicionar a BV houve
queda inicial do crescimento; no entanto, a biomassa voltou a aumentar ap6s o sétimo dia
e continuou a crescer até o dia 21. Ademais, observaram o aumento da concentracao de
sulfato no meio, indicando que as ligacdes dissulfidricas estavam sendo quebradas,
demonstrando potencial de dessulfurizagéo.

Jiang et al. (2009) similarmente realizaram estudos com T. ferrooxidans, assim
como Christiansson et al. (1998). No estudo de Jiang foi observado ainda que além da
dessulfurizacdo, a bactéria ndo danificou a cadeia polimérica principal e que compositos
utilizando a BD tratada apresentou menor densidade de ligagfes. Chritiansson et al.
(1998) além de T. ferrooxidans, também utilizaram as bactérias T. thioparus e Acidianus
brorley e um isolado de archea denominada por eles TH2 Lund, concluindo que dos
quatro espécimes testados T. ferrooxidans apresentou o melhor desempenho.

A archea Pyrococcus furiosus foi investigada por Bredberg et al. (2001), sendo
determinado que foi capaz de utilizar o enxofre presente na BV e que o tratamento
melhorou as propriedades da borracha reciclada. Gordonia amicalisa foi empregada no
tratamento de dois tipos de BSV (borracha sintética vulcanizada) e apds 20 dias de
tratamento, foi observado uma reducdo em 13,7 e 22,1% da quantidade de enxofre em
borracha de isopropeno e de estireno butadieno, respectivamente (Hu et al 2016).

Kim & Park (1999) realizaram a compara¢cdo do método quimico e bioldgico
utilizando dissulfureto de di-cobenzanido fenilo e a bactéria Thiomonas perometabolis, e

foi concluido que no tratamento de BV com a bactéria o nivel de enxofre foi reduzido em
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30%, enquanto que o método quimico foi responsavel por reduzir a quantidade de enxofre
em apenas 10%, portanto, € um indicio da eficacia da utilizagdo de microrganismos na
dessulfurizagéo.

Sphyngomonas sp. foi isolada do solo de uma mina de carvéo, selecionada pela
capacidade de oxidar enxofre. Ao fim de 20 dias de co-cultivo com borracha vulcanizada
triturada (BVT), os autores concluiram que a quebras das liga¢des sulfidricas foi realizada
e apesar de ter ocorrido quebra da cadeia de carbono, os compositos elaborados com BS
e a BD obtiveram melhores propriedades mecanicas e houve melhor interacdo entre as
interfaces (Li et al., 2012). Outros exemplos bacterianos sdo: Bacillus cereus TISTR 265
(Kaewpetch et al. 2019) Alicyclobacillus sp (Yao et al. 2013) e G. polyisoprenivorans
VH2 (Vivod et al. 2017)

Com isso, € evidente que dentre estudos realizados visando a biodessulfurizagéo,
as bactérias apresentaram maior destaque, apesar de haver pesquisas realizadas com
fungos, sendo estas relacionadas principalmente com a degradacdo da borracha
(Stevenson et al. 2008; Yikmis & Steinblichel 2012). Borel et al, (1982) relata que fungos
isolados de solo e de borracha foram utilizados para determinar a capacidade de
degradacdo de BN, sendo utilizado Fusarium solani, Cladosporium cladosporioides,
Phoma eupyrena e Paecilomyces lilacinus. De acordo com os resultados obtidos, F.
solani foi o que apresentou melhor desempenho, pois degradou a borracha em 10 dias,
enguanto os demais necessitaram de mais de 20 dias para atingir resultados semelhantes.

Ali Shah et al. (2013) citam que o fungo P. variotii, isolado de fonte termal por
Zeb (2009) também foi capaz de degradar BV. Porém, em se tratando da
biodessulfurizacdo, o ideal é a acdo diretamente nas ligagdes sulfidrica e apenas o fungo
basideomiceto e sapréfito de madeira, Ceriporiopsis subvermispora foi observado em tal
feito. Em experimento conduzido por Sato et al., (2004), o espécime foi capaz de reduzir
29% do conteddo de enxofre presente em BNV em 200 dias.

Por fim, dos processos descritos, o que demonstra melhor custo beneficio é a
biodessufurizacdo, pois os demais demandam alto gasto energético, possuem limitado
sucesso econdémico e também agridem a matriz C-C do polimero, além de gerar maior
poluicdo nos casos em que sdo utilizados compostos quimicos. Por outro lado, é
importante que o método realize a quebra das ligacdes de enxofre seletivamente, sendo
assim, o uso de microrganismos, especialmente bactérias € o mais indicado, pois suas
caracteristicas de adaptacdo podem levar a quebrar as liga¢Ges sulfidricas seletivamente
(Amari et al. 1999; Shi et al. 2013).
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2. JUSTIFICATIVA

Com uma longa meia vida, os pneus atualmente constituem um grande passivo
ambiental quando estocados ou descartados a céu aberto. Além da poluicdo visual, tal
pratica representa séria ameaca a0 meio ambiente e a satde publica, pois o solo, ar e agua
podem ser contaminados por 6leos e componentes volateis toxicos que sdo usados na
fabricacdo do pneu. Ainda, podem vir a sofrer combustéo ou acabar como criadouro de
insetos vetores de doencas (Lo Presti 2013; Sofi 2018), pois a geometria,
impermeabilidade e resisténcia dos pneus os tornam abrigos e incubadores perfeitos.
Visto que o inseto vetor de maior importancia no Brasil, 0 Aedes aegypti, € responsavel
pela transmissao de trés viroses: dengue, zika e Chikungunya; maior atencdo deve ser
dada ao descarte adequado de pneus.

Ao atingir o fim de sua vida util, a logistica reversa dos pneus € geralmente
impossibilitada devido a sua complexa estrutura e diferentes componentes (Parravicini,
2014; Silva et al. 2019), afora que possuem forma tridimensional rigida, conferida pela
vulcanizacdo, reforcando o conceito de que a reciclagem da borracha presente no pneu é
um investimento sem retorno, fazendo com que eles sejam descartados quando
danificados. (Li et al. 2011; Lagarinhos & Tenorio 2012). Entretanto, como constituintes
fundamentais de meios de transportes a producéo nédo sera impedida, pelo contrario. Com
incentivos governamentais e melhoria das condi¢des financeira dos brasileiros é esperado
que o mercado brasileiro de pneus ultrapasse 6,7 bilhdes em 2022 (Miyazu, 2021), o0 que
contribui com a geracao de pneus inserviveis.

Assim, 0 reuso e reciclagem seriam a alternativa ideal: além de salvaguardar a
salde ambiental e humana, Rajan et al., (2006) comenta que reciclar pneus resulta na
conservacao de energia ao ser reutilizado como matéria prima na industria; assim como
na diminuic¢do dos custos e melhora do processo da confecgdo de artigos derivados da
borracha. Mas como a BP se mescla pobremente quando reutilizada em um novo produto,
essa préatica nédo é tdo explorada, pois é necessario o0 uso de métodos de desvulcanizagédo
e aqueles existentes e disponiveis atualmente acabam por consumir mais energia e gerar
maior poluigéo.

Deste modo, sugere-se como solucdo o0s investimentos em bactérias
quimiolitiotropicas e 0 emprego da biotecnologia (Rajan, 2006). Tém se realizado estudos

em busca de tais microrganismos, devido a facilidade em se adaptarem a ambientes
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extremos e consequentemente, realizam mais facilmente mutacGes que Ihe conferem
capacidade de sobrevivéncia em meio a contaminantes. Portanto, pesquisas se fazem
necessarias para que se obtenha espécime com poder de dessulfurizacéao satisfatério, mas
que ndo danifique a matriz principal.

Com base no exposto, o presente estudo foi conduzido com o objetivo de
bioprospectar microrganismos dessulfurizadores para realizar a desvulcanizagdo de
borracha de pneu inservivel com maior custo beneficio que os métodos fisicos e quimicos,
pois foi observado que o metodo bioldgico possui a vantagem de ser ambientalmente
amigavel. Isto pode vir a alterar a forma como a industria e a sociedade trata o descarte
de pneus, pois uma vez com um método de reciclagem eficiente, maiores incentivos
podem ser despendidos para promover a destinacdo adequada aos pneus inserviveis,
assim como para retirar aqueles ja presentes no meio ambiente e terrenos baldios em

cidades.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos Gerais

Bioprospectar microrganismos com capacidade de realizar a dessulfurizacdo de

BV de pneus inserviveis promovendo sua desvulcanizagao.

3.2. Objetivos Especificos

Isolar bactérias de rejeito de oficina mecénica, utilizando dimetil suféxido
(DMSO) como componente seletivo;

Identificar bactérias isoladas pelo método de enriquecimento seletivo;
Avaliar a tolerancia aos metais e aos antibiéticos dos isolados bacterianos;
Identificar fungo contaminante, isolado acidentalmente de borracha
vulcanizada de pneu inservivel (BP);

Realizar o tratamento biolégico de BVT com os microrganismos isolados;
Avaliar a dessulfurizacdo da borracha por deteccio de SO42 no meio de
cultivo em variacéo de tempo;

Realizar Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) da borracha tratada
com 0s microrganismos e observar o nivel de degradacdo da matriz

polimérica;
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4. METODOLOGIA

4.1. Bioprospecc¢ao bacteriana

Seguindo o exposto por Tanner et al (2017) no que se refere ao local de
bioprospecgdo com fins de remediacgdo, amostras de rejeito de oficina mecanica foram
coletadas de maneira aleatdria em tanques de lavagem de pecas e descarte de 6leo para
automoveis no estabelecimento JC Auto Mecanica, localizada em Goiania-GO
(16°40'15.5"S 49°13'47.4"W).

Obtiveram-se amostras em dois estados fisicos: semissélido (pastoso), coletado
do fundo do tanque; e uma amostra liquida, coletada da superficie do tanque. Ambas

foram armazenadas em recipientes plasticos esterilizados até 0 momento do uso.

4.1.1. Isolamento

O isolamento bacteriano foi realizado de acordo com o principio de isolamento
enriquecimento seletivo, onde é adicionado ao meio de cultivo um componente
especifico, por exemplo um contaminante ambiental, para que deste modo seja obtido
microrganismos que sobrevivam naquelas condi¢cbes e, portanto, que possivelmente
tenham mecanismos bioquimicos para a degradacdo ou anulacdo do componente
desejado.

Em erlenmeyers de 250 mL, uma aliquota da amostra semissolida, quantificada
em cerca de 3% (p/v) foi adicionada em 30 mL de meio de Bushnell-Haas (BH): MgSO,
0,29/ L; CaCl2 0,02 g/L; KH2PO4 1 g/L; K2HPO41 g/L; NH4NO;3 1 g/L; FeCl30,05 g/L.
Para realizacdo do enriquecimento seletivo 50 ug/ mL de dimetilsulféxido (DMSO) foi
acrescido ao meio (Mohebali et al, 2008). Uma aliquota de 3% (v/v) foi retirada da
amostra semissolida e foi adicionada em 20 mL de meio BH nas mesmas condicdes, em
tubos de ensaio de 20 mL com tampa de rosca, pois desta forma criou-se um
microambiente onde o crescimento de bactérias anaerobias seria propiciado, visto que
essas sdo mais propensas a utilizarem enxofre como fonte de energia, como exemplificado

na Figura 5.
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Figura 5. Fluxograma da metodologia do isolamento bacteriano nas etapas de coleta
e enriquecimento seletivo. Apds coleta na JC Auto mecanica a amostra em estado
semiso6lido foi encaminhada para o enriquecimento seletivo, ao qual seguiu o islamento.
Fonte: autoria propria.

Os erlenmeyers foram incubados sob agitacdo a 30 °C e 130 rpm, e o tubo de
cultivo foi incubado sem agitacdo em estufa, a 30 °C, os erlenmeyers e tubos foram
denominados suspensdo mae aerébia e anaerObia respectivamente. Esta etapa foi
realizada em triplicata. Apds sete dias de incubagdo, uma aliquota correspondente a 5%
(v/v) foram retirados de cada Erlenmeyer e dos tubos de cultura e inoculadas em novos
erlenmeyers e tubos de cultivo contendo meio BH, nas mesmas condigdes descritas
anteriormente. Em seguida, foram novamente incubados em shaker e estufa por mais sete
dias, quando o mesmo procedimento foi realizado. Foram realizadas trés transferéncias
para novos meios, de modo que apenas organismos capazes de utilizar o DMSO e
consequentemente, enxofre, cresceriam (Figura 5).

Do ultimo cultivo, apos o terceiro repique, foi realizada uma diluicdo seriada de
101 a 108 para as amostras dos Erlenmeyer e de 10"t a 10 do cultivo realizado nos tubos.
Em seguida 100 pl das dilui¢6es foram adicionadas em meio 4gar BH acrescido de DMSO

a 50 pg/mL, em placas de Petri, que foram incubadas em estufa a 30 °C por 24 a 48h
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(Figura 6). Aquelas advindas dos tubos foram primeiramente colocadas em jarra de

anaerobiose para manter a condigéo de microaerofilia.

=7 10+ 2105 Diluicao serlada:
| ( salina 0,85%
/‘ \ 10 210~
= ok, ’

é —< dgar BH + DMSO | _____. >% —

a50 pg/mL, oy | P

30 °Cpor 24 a
48h.

Agar nutriente
Estria por
esgotamento [3x]

Figura 6. Fluxograma da metodologia do isolamento bacteriano na etapa de
purificacdo das coldnias. Apds enriquecimento seletivo foi realizada a diluicdo seriada
e distribuidas em placas de cultivo. As coldnias observadas foram entdo purificadas
utilizando o método de inoculacdo de estria por esgotamento em nova placa de cultivo.
Fonte: autoria propria.

jarra de
anaerobiose

As col6nias crescidas e visualmente identificadas como bactérias foram isoladas
com o auxilio de um palito de dente autoclavado e inoculado em placas de meio BH
contendo DMSO utilizando da técnica de estria por esgotamento. As placas foram
incubadas como descritas anteriormente. Este procedimento foi repetido trés vezes. Ao
final do terceiro repique os cultivos apresentando de col6nias com apenas uma morfologia
foram consideradas “puras”.

Apols isolamento, foi realizada a coloracdo de Gram para catalogagéo
morfotintorial dos espécimes. Em seguida, os eles foram crescidos em caldo de cultivo

BHI (Kasvi, Brasil) preparado de acordo com as instruc¢des do fabricante e armazenados
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em tubos criogénicos contendo glicerol a 20%, em freezer a -20 °C até 0 momento de

realizar os testes de dessulfurizacao.

4.1.2. Caracterizagdo bioquimica

Para fins de caracterizacdo das bactérias isoladas, além da coloracdo de Gram,
foram realizadas provas bioquimicas. As bactérias isoladas foram entdo submetidas aos
seguintes testes: Reacdo de Ryu (com KOH 3%), determinacdo da enzima catalase,
determinacéo da enzima oxidase, teste de hidrolise da esculina, crescimento em meio OF-
glicose (oxidacdo ou fermentacdo da glicose), crescimento e fermentacdo da lactose em
meio agar MacConkey, crescimento a 42 °C e em NaCl 6,5% (m/v) em meio BHI, teste
em meio SIM (producdo de sulfeto de hidrogénio, indol e motilidade), determinacédo da
enzima DNAse, crescimento em meio citrato, acdo proteolitica da gelatinase e

determinacdo da enzima urease; todos realizados de acordo com ANVISA (2013).

4.1.3. ldentificacdo molecular

Apo6s crescimento em meio de cultivo BHI por 24 horas a 30 °C, o DNA dos
isolados foi extraido com o kit de extracdo PowerSoil® DNA Isolation Kit (MO BIO
Laboratories, Inc; QUIAGEN). Seguiu-se o protocolo informado pelo fabricante e em
seguida foi realizada a amplificacdo da regido 16S do produto da extracdo utilizando os
iniciadores 27F (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3) e 1541R 5'-
AAGGAGGTGATCCAGCC-3') descritos por Weisburg et al (1991).

As condigdes para D1 foram: 25,5uL de agua (miliQ®), 8,0uL de tampao de
amostra (10X), 4,0 de MgCl, (50mM) (Ludwig Biotec LTDA), 1,5 uL de cada primer
(10mM) (Invitrogen™), 4,0uL de solugdo dNTP (2,5mM) (Ludwig Biotec LTDA), 8,0uL
de Taq polimerase (5U) (Ludwig Biotec LTDA), e 5,0uL. de DNA (50ng), volume final
de 50ul.

J& para DAF as condi¢fes da PCR foram: 31,0uL de agua ultra-pura (miliQ®),
6,0uL de tampdo de amostra (10X) contendo MgCl12 (50mM) (Ludwig Biotec LTDA),
1,0uL de cada primer (10mM) (Invitrogen™), 4,0uL de solugdo dNTP (2,5mM) (Ludwig
Biotec LTDA), 1,0uL de Taq polimerase (5U) (Ludwig Biotec LTDA), 1,0uL de DMSO
e 1,0uL de DNA (50ng), com volume final de 50ul.

A reacdo foi realizada utilizando termociclador (PTC-100 ™ Programmable

Thermal Controller, MJ Research Inc) e ciclagem de 3min de desnaturacéo inicial a 94
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°C e 30 ciclos de desnaturacdo 94 °C/1min, anelacdo 55 °C/30s e extensdo 72 °C/30s,
extensdo final 72 °C/10min. O produto da PCR foi entdo submetido a corrida de
eletroforese em gel de agarose 1% e foi realizada a purificacdo do produto com o kit Pure
Link® Quick Gel Extraction Kit (Invitrogen™), seguindo as orientagdes do fabricante.

Apos a purificacdo, as amostras foram encaminhadas para o Centro de Recursos
Bioldgicos e Biologia Gendmica (CREBIO), Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias (FCAV), Universidade Estadual Paulista (Unesp), Campus Jaboticabal; onde
foi conduzido sequenciamento genético, utilizando nas reacdes os oligonucleotideos
iniciadores universais 27F, 530F (5-TGACTGACTGAGTGCCAGCMGCCGCGG-3"),
519R (5’-GTNTTACNGCGGCKGCTG-3’) ¢ 907R (5’-GTNTTACNGCGGCKGCTG-
3).

As sequéncias obtidas por meio do sequenciamento foram tratadas e unidas
utilizando software CodonCode Aligner e entdo comparadas com sequéncias depositadas
no banco de dados genético GenBank National Center for Biotechnology Information
(NCBI), utilizando-se da plataforma Basic Local Alignment Search Tool (BLASTN) para
identificacdo dos isolados. Por fim, a sequéncia tratada foi submetida para deposito no
GenBank (ID: MZ827660), e o software MEGA X foi utilizado para construcdo da
similaridade filogenética.

4.1.4. Teste de resisténcia a metais

Como metais pesados podem sem encontrado em locais de descarte de pneus
(Horner, 1996), foi realizado o teste para determinagdo da toleréncia dos isolados a
metais. Foi utilizado o método de concentracdo inibitéria minima (CIM), seguido a
metodologia elaborada por Filali et al. (2000), com modificac6es. Assim, foram utilizados
cloreto de mercurio (HgCl,) e nitrato de prata (AgNOs), cloreto de cadmio (CdCly),
cloreto de cobre (CuCly) cloreto de niquel (NiCl,), sulfato de ferro (FeSOa), zinco
elementar (Zn, presente no pneu), cloreto de bario (BaCly) e sulfato de cobalto (CoSOs4)
para testar a tolerancia ao mercurio, prata, cadmio, cobre, niquel, ferro, zinco, bario e
cobalto, respectivamente.

As bactérias foram cultivadas em meio BHI por 24 — 48 horas a 30 °C. Ap6s 0
crescimento, 100 pl do meio de cultivo foram adicionados em 1 mL de meio BHI novo
contendo diferentes concentragdes dos metais, previamente preparados, em placa de
microtitulacdo de 96 pocos. Em seguida, a placa foi incubada por 24 horas a 30 °C. As
concentragdes, em mM, dos metais foram: HgCl, e AgNOs (12000, 6000, 3000, 1500,
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750, 375, 187.5, 93.75, 46.87, 23.44, 11.72 e 5.86), CdCl>, CuCl; e NiCl, (16000, 8000,
4000, 2000, 1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.62 e 7.81), FeSO4 e Zn (8000, 4000,
2000, 1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.62, 7.81 e 3.91), BaCl2 (1280, 640, 320, 160,
80, 40, 20, 10, 5, 2.50, 1.25, 0.62) e CoSO4 (6400, 3200, 1600, 800, 400, 200, 100, 50,
25,12.5,6.25 ¢ 3.12).

A tolerancia foi determinada pelo crescimento bacteriano no meio contendo o metal,
sendo observado pela turbidez do meio e confirmada com a transferéncia de 5 pl de cada
pOCO para meio agar nutriente e incubadas em estufa a 30° C por 24 horas. As placas, com
a menor concentracdo do metal, nas quais foram observados crescimento bacteriano
representaram a tolerancia da bactéria ao metal testado. Para comparacdo da turbidez e
confirmac&o do crescimento bacteriano na concentracao testada dos metais, foi preparada
uma placa de microtitulacdo nas mesmas condi¢des citadas acima, mas sem adicdo de
microrganismos, sendo igualmente incubada a 30 °C por 24 horas para se avaliar a

capacidade de recuperacéao dos isolados.

4.1.5. Antibiograma

A susceptibilidade dos isolados bacterianos aos antibidticos foi determinada pelo
teste de disco-difusdo, seguindo orientagfes de Jorgensen & Turnidge (2015) e o guia
Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing (CLSI, 2016), com
adaptacdes. As bactérias foram cultivadas em agar nutriente por 24 horas a 30 °C. Apés
0 crescimento, as col6nias crescidas foram suspensas em salina (NaCl 0,85% m/v) até
atingir 0,5 de turbidez, de acordo com a escala de McFarland. Com a turbidez ajustada,
utilizando-se de um swab estéril, foi realizado o indculo da suspensédo em placa de Petri
contendo meio agar de Muller-Hilton, pelo método de varredura. Discos de
antimicrobianos foram adicionados sobre o meio, dispostos com espacamento
equidistantes, e a placa foi incubada em estufa a 30 °C por 24 horas.

Os antimicrobianos testados foram escolhidos de forma aleatoria, sendo:
Amicacina (AMI 30), Amoxicilina + clavulanato (AMC 30), Ampicilina (AMP 10)
Aztreonam (ATM 30), Cefazolina (CFZ 30), Cefepime (CPM 30), Cefoxitina (CFO 30),
Ceftazidima (CAZ 30), Ceftriaxona (CRO 30), Ciprofloxacina (CIP 05), Cloranfenicol
(CLO 30), e Gentamicina (GEN 10), Tetraciclina (TET 30) e Meropenem (MPM 10). O
resultado de sensibilidade ou de resisténcia foi determinado pela formacéo de zonas de

inibicdo do crescimento bacteriano em torno do disco, que entdo foi medido e comparado
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com dados ja estabelecidos para cada antimicrobiano disponibilizado pelo European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST, 2021).

4.2. Um microrganismo nao previsto

Durante o desenvolvimento do protocolo para o teste de dessulfurizacdo, um dos
frascos contendo meio e borracha apresentou contaminagdo com crescimento
caracteristico de fungos. Assim, 100 L deste crescimento foram assepticamente tomados
e adicionados a lamina de microscopia e observados ao microscopio optico (40x), onde
foi possivel visualizar estruturas semelhantes a esporos. Considerando que 0 meio nao
possuia adicdo de fonte energética além da borracha, uma aliquota do mesmo foi retirada,
inoculada em &gar nutriente para tentativa de isolamento do microrganismo e incluséo do

mesmo ao teste de dessulfurizagéo.

4.2.1. lsolamento

Aliquotas de 10 e 100 pL do meio com a contaminacdo foram retiradas, apos
vigorosa agitacao, e adicionados em placas de Peri contendo agar nutriente previamente
autoclavados. O liquido foi espalhado pelo agar com auxilio de alca de Drigalski
assepsiada com alcool 70% e chama do bico de Bunsen. Em seguida, as placas foram
entdo incubadas em estufa por 24/48horas 30 °C. Suspeitando que 0 microrganismo seria
proveniente da borracha, alguns granulos da BP-I1l foram entdo adicionados em meio
liquido BHI e em &gar nutriente e incubados nas mesmas condigdes.

Apos periodo de incubacéo, foi observado o crescimento de micélio nas placas
inoculadas com o meio onde se contatou a contaminacdo, confirmando se tratar de um
fungo desconhecido. Nos meios onde a BP-11l fora adicionada o crescimento micelar

também foi observado.

4.2.2. ldentificacdo molecular
A extracdo de DNA foi realizada utilizando o micélio como material biologico.
Foi inoculado um pequeno fragmento do micélio fingico, cultivado em meio Agar
Nutriente, em tubo de ensaio contendo 10 mL de Caldo Extrato de Malte (MEB), que é
constituido de: 2% de extrato de malte, 2% de glicose e 1% de peptona. O MEB inoculado

foi incubado durante 72h a 30 °C, no escuro e agitacdo de 130 rpm. O micélio foi recolhido
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por filtracdo a vacuo em filtro de celulose estéril e em seguida lavado duas vezes com 10
mL de NaCl 0,85% 9 (m/v). O miceélio foi coletado e utilizado para extragdo de DNA.

A extracdo de DNA foi procedida com a utilizagdo da solu¢cdo Tampdo de Lise
SDS, conforme descrito em Rodrigues et al. (2017) e o DNA obtido foi ressuspendido em
100 uL de agua ultra-pura. Posteriormente, 0 DNA teve a regido ITS1-18S-ITS2
amplificada por PCR, utilizando os primers ITS1 (5’-GAACCWGCGGARGGATCA-3)
e ITS2 (3’-GCTGCGTTCTTCATCGATGC-5") (White et al. 1990; Schmidt et al. 2013).
A reacdo foi preparada para o volume total de 20 uL, contendo 50 ng de DNA, 4 uL de
HOT MOLPol Blend Master Mix (Molegene, Germany) e 0,5 uM de cada primer. Em
termociclador, a reagéo foi realizada nas seguintes condi¢des: desnaturacéo inicial de 95
°C/15 min, seguidos por 35 ciclos de 95 °C/30 s, 55°C/30 s e 72 °C/30 s. O alongamento
final foi realizado a 72 °C por 5 min.

O produto da PCR foi entdo purificado utilizando de esferas magnéticas
Agencourt AMPure XP SPRI. Os produtos da PCR foram normalizados apds quantifica-
los com um fluordmero Qubit 2.0 (Invitrogen), com o kit de ensaio Qubit dSDNA HS
(Invitrogen); sendo o produto purificado encaminhado para o sequenciamento. Este foi
realizado o método de sequenciamento single-end utilizando o equipamento MiSeq
Sequencing System (lllumina Inc., USA), juntamente com 0s reagentes do kit MiSeq
Reagent Kit v2 (Illumina Inc., USA).

As sequéncias foram analisadas por meio do pipeline Sentinel, onde os arquivos
fastq foram avaliados quanto a qualidade Phred (QP) usando o programa FastQC v.0.11.8
(Andrews, 2010). A seguir, os arquivos fastq foram tratadas utilizando software
proprietario construido em Python v.3.6, inspirado nas funcionalidades do projeto
BioPython (Cock et al. 2009). Por fim, utilizou-se a ferramenta BLAST, disponivel em:
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, para comparacdo das semelhancas da sequéncia
de acidos nucleotidicos com as sequéncias da regido ITS1-18S-ITS2 de espécies fungicas
depositadas no GenBank. Posteriormente, foi realizado deposito das sequéncias geradas

ao GenBank, e utilizou o software MEGA X para construcao da similaridade filogenética.

4.3. Desvulcanizagdo

4.3.1. Obtencéao e preparo da borracha
A BP a ser utilizada para os testes de dessulfurizacdo foi cedida pela empresa

Ecotire®, que realiza reciclagem de pneus usados. Para os testes realizados, foi utilizada
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a borracha vulcanizada em granulos (BP-111), pela maior area de superficie e maior
facilidade de manuseio.

Previamente ao inicio dos testes, a BP-I11 foi submetida a um processo de assepsia.
1% (p/v) da BP-11I foi adicionado a frascos erlenmeyers de 250 mL, e em seguida foi
adicionado alcool 70% até cobrir a BP-111 completamente. Manteve-se 0s frascos em
agitacdo a 50 rpm por 24h em temperatura media de 30 °C para ocorrer a assepsia da BP-
Il.

Posteriormente o alcool foi retirado e os frascos mantidos em capela de seguranga
biolégica com bico de Bunsen aceso até que a BP-I11 estivesse completamente seca e 0s

frascos livres de alcool.

4.3.2. Preparo do indculo

Primeiramente as bactérias foram reativadas em meio BHI liquido e apos
crescimento foram inoculadas em 50 mL de meio BH sem MgSOs e acrescido de 0,1%
(m/v) de extrato de levedura e 1% (m/v) de glicose adicionado em erlenmeyers de 100
mL previamente esterilizado. Em seguida, os frascos contendo as bactérias inoculadas
foram incubados em shaker a 130 rpm, 30 °C por 72 — 96 horas para induzir privacao de
nutrientes (starvation).

Apds o periodo de incubacgdo, 10 mL do caldo de cultivo foi distribuido em tubos
do tipo Falcon de 15 mL, previamente esterilizados por autoclavagem e realizou-se a
centrifugagéo dos cultivos a 4000 rpm, por 15 min e 4 °C. O sobrenadante foi descartado,
10 mL de solucdo salina (NaCl 0,85%) foi adicionada e o pellet foi ressuspendido, sendo
realizada uma nova centrifugacdo. Por mais duas vezes o sobrenadante foi descartado, o
pellet foi ressuspendido com solucdo salina. Apos a terceira centrifugacdo, a lavagem
estava completa e foi adicionado 10 mL de meio minimo BH sem MgSOs, (BH-s) como
representado na Figura 7.

Para o fungo, o inoculo foi realizado ao adicionar 10 pl da solucgéo de estoque em

glicerol 20% diretamente ao meio de teste.
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Figura 7. Fluxograma do protocolo de preparo do in6culo bacteriano para o teste de
desvulcanizacdo. Primeiramente, as bactérias foram cultivadas em meio minimo de sais
em fonte de enxofre até a privacdo de nutrientes e as células foram lavadas do meio de
cultivo com solucdo salina por centrifugacdo e ressuspendidas em novo meio de cultivo.
Fonte: autoria propria.

4.3.3. Tratamento de desvulcanizagao

Meio minimo BH-s foi utilizado para realizacdo do teste de dessulfurizacdo. Em
frascos erlenmeyers de 250 mL j& contendo a BP-I11 ap6s realizagdo da assepsia, foram
adicionados 90 ou 100 mL do meio BH-s, previamente autoclavado a 120 °C, 1 atm por
15 min e contendo 0,1% m/v de glicose. Por fim, 0os 10 mL do in6culo bacteriano e 10 pl
de solucdo de estoque contendo o fungo foram acrescidos aos meios, respetivamente.
Foram preparados quatro frascos erlenmeyers para cada microrganismo, sendo que cada
frasco seria analisado em diferentes tempos: imediatamente ap6s o in6culo (0 d), 07, 14
e 21 dias ap6s o indculo um para cada tempo de ndo contendo inoculo bacteriano, e todos
os fracos foram pesados.

Tambéem foram preparados dois frascos erlenmeyers para comparagdo com 0s
frascos com microrganismos: um contendo BP-IIl e meio, sem microrganismos para
controle (-M) e o outro contendo apenas o0 meio (BM), que também foram pesados.

A anélise do crescimento microbiano e presenca de SO42 foram realizadas como
descrito a seguir.

Primeiramente, os frascos foram pesados e em seguida 10 mL foram retirados dos

frascos e adicionados em tubos do tipo Falcon de 15 mL esterilizados e levado para
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centrifugacdo a 4000 rpm, 4 °C por 13 min. O sobrenadante foi descartado e ao tubo foi
adicionado salina para recuperacao de células microbianas ali presentes, que foram entéo
destinadas para a anélise do crescimento celular por densidade optica (DO) a 600nm para
os cultivos com bactérias (Li et al. 2012) e 630 nm para o cultivo com o fungo (Amich et
al. 2013). Logo apds o inoculo este procedimento foi realizado com o frasco destinados a
andlise no dia do in6culo (0 d), para zero dias ap6s inoculo, assim como para os 07, 14 e
21 dias apos o indculo; apos pesagem dos frascos.

O procedimento descrito foi realizado também para os frascos -M e BM, no
entanto o sobrenadante da centrifugacdo nédo foi descartado, sendo este destinado para
andlise de SO47,

Para os demais frascos, o meio restante ap6s a aliquota retirada para a
centrifugacdo foi filtrado por filtracdo a vacuo utilizando membrana celulose de 0,22
micrometros (MF-Millipore™ Filtros em Membrana, Merck, Darmstadt, Alemanha).
Cerca de 10 mL do contetido da filtragio foi destinado para a analise de SO42 ¢ a
membrana contendo a BP-III foi encaminhada para secagem em recipiente contendo
silica gel e armazenada para analise em MEV. Apds os 21 dias a BP-11l do frasco -M
também foi recuperada e submetida ao MEV. Na Figura 8, observa-se o fluxograma

representando o procedimento realizado para o teste de dessulfurizagéo.
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Figura 8. Fluxograma para o teste de dessulfulrizagdo. Iniciando com a
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microrganismo a cada frasco de cultivo. Apés periodo de incubacdo, os frascos foram
processados para as analises de DO, SO42 e MEV. Fonte: autoria propria.
4.3.4. Quantificacdo de SO4?

Para a deteccdo de SO42 no meio foi utilizado o Spectro Kit Sulfato (Alfakit Ltda,
Santa Catarina, BR). Primeiramente, foi utilizado meio BH preparado nas mesmas
condigdes do teste para calibragem do equipamento. Em seguida, 5 mL do meio
recuperado apos a filtragdo foi adicionado em tubo de ensaio e a adicdo dos reagentes e a
analise em Fotocolorimetro AT 100P Multiparametro (Alfakit Ltda, Santa Catarina,

Brasil) seguiram de acordo com as orienta¢des do kit.
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5. RESULTADOS

5.1. Bioprospeccédo de microrganismos
5.1.1. Bactérias

Apos cultivo em aerobiose foi isolada uma bactéria, denominada como D1, com
uma caracteristica morfoldgica da col6nia de coloracéo branca, opaca e de borda regular.
A mesma foi incubada em microaerofilia, mas seu crescimento ndo foi observado. Do
cultivo inicialmente em microaerofilia foi também isolada uma bactéria, denominada
DAF, com coloracdo branca, cremosa e de borda levemente irregular. Esta também foi
incubada em aerobiose sendo observado o seu crescimento nessa condigéo, sugerindo ser
uma bactéria aerdbia facultativa.

Pela coloracdo de Gram foi possivel observar a morfologia celular e classificar de
acordo com a composicdo da parede celular. O isolado D1 foi classificado como gram-
negativa, apresentando morfologia de bacilo e o isolado DAF foi classificado como gram-
positiva e morfologia de coco (Tabela 1).

Apds incubacdo em agar MaccConkey foi observado o crescimento da bactéria
D1 neste meio de cultivo, enquanto o mesmo néo pode ser observado para a bactéria DAF.
Os resultados dos testes bioquimicos podem ser observados na Tabela 1.
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Tabela 1. Caracterizacédo bioquimica

Item D1
MacConkey P

DNase

Gelatinase -

Motilidade P

Indol N

H.S N

Catalase P

Citratro P

Urease N

Lactose N

N

p

P

p

P

N

P

O
>
TI

Z

Z2 2 v Z2UuvZzzzZ22zZ2Z2Z

Oxidase
KOH
Oxidacéo
Fermentacéo
Esculina
Gram
NaCl 6,5%

42°C P P

Descrigdo dos resultados obtidos pela caracterizacdo bioquimica dos isolados bacterianos, P representa
resultado positivo e N representa resultado negativo. (-) representa resultado inconclusivo. MacConkey:
crescimento em meio dgar MacConkey; DNase determinacdo da enzima DNAse; Gelatinase: agao
proteolitica da gelatinase; Indol: produgdo de indol; H,S: producdo de sulfeto de hidrogénio; Catalase:
determinacéo da enzima catalase; Citratro: crescimento em meio citrato; Urease: determinacdo da enzima
uréase; Lactose: fermentacdo da lactose em meio dgar MacConkey; Oxidase: determinacdo da enzima
oxidase; KOH: reacdo de Ryu; Oxidacdo: oxidacdo da glicose em meio OF-glicose; Fermentacdo:
fermentacdo da glicose em meio OF-glicose; Esculina: hidrélise da esculina; Gram: determinacéo do gram;
NaCl 6,5% e 42°: crescimento a 42 °C e em NaCl 6,5% em meio BHI.

U U Z2 Z2 2

Com a identificacdo molecular foi possivel identificar apenas o isolado DAF,
devido a baixa qualidade da sequéncia do isolado D1 obtida ap6s o tratamento com o
software CodonCode Aligner. Sendo assim, com os dados das provas bioquimicas
analisados com o software IDENTAX - Bacterial Identifier (Flores et al. 2009) este
isolado é uma provavel Pseudomonas sp.

Apos a realizacdo do BLAST a bactéria DAF obteve 99,96% de similaridade com
a sequéncia para Staphylococcus warneri, sendo possivel observar na Figura 9 a
proximidade filogenética. A sequéncia obtida apds tratamento e alinhamento esta descrita
em Apéndice 1, juntamente com o numero de identificagdo da submisséo realizada na
plataforma GenBank (ID: MZ827660).
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Staphylococcus warneri (JQ795735.1)

l Staphyvlococcus warneri (MT804564.1)

Staphylococcus warneri (KP117257.1)

Staphylococcus warneri (DAF)

Staphylococcus warneri (KU921088.1)

Staphylococcus warneri (KU921087.1)

|— Staphylococcus aureus (NR118997.2)

l Bacillus subtilis (NR112116.2)

—

1

Figura 9. Dendograma da similaridade genética do isolado DAF baseado no rRNA
do gene 16S. Dendograma construido utilizando o método Neighbor-Joining. Analise
realizada no software MEGA X.

5.1.2. Um microrganismo nao previsto

O microrganismo isolado da contaminacdo apresentou se um fungo, possuindo
micélio de coloracdo branca, que se torna rosada apds cerca de 48h de crescimento em
meio nutritivo. Por microscopia 40x observou-se que 0s esporos possuiam forma
fusiforme, com as extremidades alongadas. O resultado obtido pelo BLAST revelou que
o fungo isolado pertence ao género Fusarium, com 98% de semelhanca com F.
chlamydosporum, sendo representado na Figura 10 onde observa-se o dendograma da
similaridade genética. A sequéncia obtida apos tratamento e alinhamento esté descrita em
Apéndice 2, juntamente com o numero de identificacdo do depdsito da mesma realizado
na plataforma GenBank (ID: MZ836005).
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Fusarium chiamydosporum (KX421422.1)
Fusarium chlamydosporum (KX421423.1)

—— Fusarium chlamydosporum (KT824431.1)

Fusarium chlamydosporum (F1)

Metarhizium anisopliae (KJ573520.1)

—— Fusarium oxysporum (KY031689.1)

—

2

Figura 10. Dendograma da similaridade genética do fungo F1 baseado na regido
ITS1-18S-I1TS. Dendograma construido utilizando o método Neighbor-Joining. Analise
realizada no software MEGA X.

5.2. Antibiograma e teste de resisténcia a metais

Ap0s identificacdo das bactérias, o resultado do antibiograma foi comparado com
a tabela de ponto de corte com base no género dos isolados e disponivel polo EUCAST
(2021). Assim, para D1 havia dados relacionados a apenas cinco dos antibioticos testados,
sendo que se revelou sensivel para dois e intermediaria para os trés restantes. JA DAF se
revelou resistente para dois dos antibiéticos, sendo sensivel a oito daqueles testados e
para um obteve resultado de intermediéria.

Na Tabela 2 pode-se observar a que o isolado D1 foi sensivel a Amicacina e
Aztreonam, e a DAF foi sensivel a Amicacina, Cefazolina, Cefepime, Cefoxitina,

Ceftriaxona, Gentamicina, Tetraciclina e Meropenem.
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Tabela 2. Antibiograma dos isolados bacterianos.

Antibidtico D1 DAF
Amicacina S S
Amoxicilina + clavulanato R
Ampicilina R
Aztreonam S -
Cefazolina S
Cefepime I S
Cefoxitina S
Ceftazidima I -
Ceftriaxona S
Ciprofloxacina I I
Gentamicina S
Tetraciclina S
Meropenem S

Determinacdo da resisténcia e susceptibilidade dos isolados bacterianos
a antibidticos, onde R representa resistente, S sensivel e | representa
intermediéria.

Com o teste de resisténcia a metais realizados apenas para os isolados bacterianos
(Tabela 3), observou-se que ambas as bactérias sdo resistentes a todos os ions metalicos
testados. A D1 cresceu nas concentracdes mais altas de CdCl, BaCl, FeSOs e Zn; e a
DAF também suportou a concentracdo mais alta de BaCl,, mas para HgCl a DAF foi

capaz de crescer apenas na menor concentragéo.
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Tabela 3. Concentracdo Inibitéria Minima de metais em que houve crescimento

bacteriano.
Item CIM (mM)

D1 DAF
HgCl 23.44 11.72

CdcCl 16000 125
AgNO3 46.87 1500
BaCl; 1280 1280
CoSO4 3200 3200
FeSO4 8000 4000
Zn 8000 4000
CuCl; 4000 31.25
NiCl 2000 31.25

Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) de metais pesados para ambos isolados
bacterianos. Em negrito, maior concentracao testada e suportada pela bactéria. Em

itdlico, menor concentragdo testada.
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5.3. Teste de Dessulfurizacdo

Entre os isolados bacterianos, a maior quantidade de SO42 foi observada nos
frascos de meio de cultivo contendo a bactéria D1, no entanto, o fungo F1 apresentou
maior quantidade de SO42 final quando comparado com ambas as bactérias, como
observado na Figura 11. Como observado, no meio onde ndo houve adicdo de
microrganismo também foi detectada a presenca de SO42. No entanto, como os valores
de D1 e F1 ao final dos 21 dias s&o superiores ao de M-, temos que 0s microrganismos

de fato atuaram sobre a borracha.

20
18 -
" ,4/‘><:
214 7
g 1(2) : & —o—D1
N 8 DAF
UO') 6 ////// —a—F1
4 —— M-
SR /4
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od 7d 14d 21d
Dias apés inéculo

Figura 11. Andlise de SO4-2no meio de cultivo. Contelido de SO4 detectado no meio
de cultivo, determinado em quatro momentos diferentes apds o inéculo, onde (d)
representa dias apos o indculo e M- é o meio contendo borracha sem microrganismo.

Com os dados obtidos pela analise da DO dos meios de cultivos, expresso pela
absorbancia e representados na Figura 12, observa-se que D1 demonstrou crescimento
inicialmente mais lento, porém estavel e o isolado DAF apresentou crescimento rapido
inicialmente, com leve queda no dia 15, mas aumenta novamente alcangando valores

semelhantes a D1 no dia 21.
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Figura 12. Anélise do crescimento celular expressa em absorbéncia. Observa-
se a multiplicacdo celular paras as bactérias Pseudomonas sp e S. warneri (DAF), e para
o fungo F. chlamydosporum detectada pela DO e expressa em absorbancia em quatro
momentos durante o decorrer do teste de dessulfurizag&o.

Na Figura 13 apresenta-se a representacdo grafica da relacéo entre o peso inicial
e final dos frascos de cultivo nos dias 7, 14 e 21 ap6s o indculo, obtido pela diferenca
entre o valor da pesagem inicial e pesagem final. O gréafico mostra que com o decorrer
dos dias a diferenca de peso aumenta, ou seja, o peso aferido no primeiro dia do teste foi
maior que o valor obtido nos demais dias, sendo que a queda foi progressiva ao decorrer
dos dias, e no 21° dia a diferenca entre 0s pesos iniciais e finais € mais pronunciado.
Assim, infere-se que houve perda de massa, sendo provavel que a BP-1l1 estava sendo
utilizada pelos microrganismos, sendo que a bactéria DAF apresenta maior diferenca

entre o peso inicial e final.
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Figura 13. Diferenga entre o peso inicial e final dos frascos de cultivo. Representagédo
gréfica do aumento da diferenca entre o peso inicial e final dos frascos de cultivo,
indicando que quanto maior a duracédo do teste, maior foi a perda de contetdo do frasco.

A anélise com MEV da BP-IlI tratadas com as bactérias (Figuras 14 e 15) mostra
que a D1 (Figuras 14C, 15A e 15B) foi menos agressiva a matriz polimérica, conservando
melhor a mesma se em comparada com a DAF (Figuras 14D, 15C e 15D) e o fungo F1
(Figuras 14E, 16A e 16B). Na Figura 14A vemos a BP-Il11 ndo tratada e ndo assepsiada,
ou seja, a BP-I1I triturada no estado original, na qual se observa a estrutura da borracha
integra.

A Figura 14B apresenta a BP-111 submetida ao meio de cultivo teste sem a adigéo
microrganismos, M- e considerado como controle. O estado da matriz polimérica é
semelhante em ambos os casos. Nas Figuras 14C, 15A e 15B, temos o resultado do
tratamento da BP-111 com a bactéria D1 e vemos que a mesma provocou alteragdes na
matriz, mas nao tanto quanto a DAF (Figuras 14D, 15C e 15D), estando mais propensa a
degradacdo. Também se observa que ambas possuem dois tipos de células bacterianas, o
gue pode advir da prépria borracha.

Na Figura 14E observa-se a BP-III tratada com o fungo, e visualizamos a rede
hifica formada pelo crescimento fungico. Em conjunto, € possivel observar o dano
realizado pelo fungo, que deixou a superficie da borracha com orificios e irregularidades

pronunciadas.
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Figura 14. Micrografia Eletrénica de Varredura da borracha néo tratada e tratada.
Imagens obtidas por MEV realizado pelo LabMic/UFG. A: BP-III ndo tratada e nédo
assepsiada; B: borracha de pneu granulada assepsiada, inoculada em meio de cultivo sem
microrganismos apés 21 dias de incubacédo; C: borracha de pneu granulada tratada com
isolado bacteriano D1 ap6s 21 dias de incubacédo; D: borracha de pneu granulada tratada
com isolado bacteriano DAF, apds 21 dias de incubacdo; E: borracha de pneu granulada
tratada com o fungo F1, apds 21 dias de incubagdo. Aumento de 500x.
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Figura 15. Micrografia Eletronica de Varredura da borracha de pneu granulada

tradada com os isolados bacterianos. Imagens obtidas por MEV realizado pelo LabMic/UFG. A-
B: BP-1ll tratada com isolado bacteriano D1 apés 21 dias de incubagdo em aumento de 70x e 3000x
respectivamente; C-D: BP-I11 tratada com isolado bacteriano DAF apés 21 dias de incubagdo em aumento
de 70x e 3000x respectivamente. No aumento de 70x observa o dano realizado ao grdo da BP-Ill € no
aumento de 3000x observa-se a presenca de bactérias (seta) assim como reentrancias causadas pela
degradacéo bacteriana (circulo). E-F: BP-11l ndo tratada em aumento de 70x e 3000x
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O tratamento com o fungo demonstra degradacdo da matriz polimérica. Vale
ressaltar a capacidade de colonizacdo de F1, pois como observado nas figuras 14E, 15B
e 16C, a superficie da BP-IlI foi recoberta por hifas e é possivel observar falhas no
polimero onde a BP-111 foi degradada, indicando que o fungo atacou a matriz polimérica
e a utilizou como suporte para crescimento, além da provavel utilizacdo de seus

compostos como fonte de carbono.
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Figura 16. Micrografia Eletronica de Varredura da borracha de pneu granulada
tratada com o fungo F1 em menor e maior aumento. Imagens obtidas por MEV
realizado pelo LabMic/UFG. A-B: BP-I11I tratada com fungo F1 apds 21 dias de incubacao
em aumento de 50x e 3000x respectivamente. No aumento de 50x observa o dano
produzido pelo fungo ao grédo da BP-I11 e algumas estruturas de hifa (seta), e no aumento
de 3000x observam-se hifas (seta) e a deterioracdo da BP-I11 (circulo).
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6. DISCUSSAO

Apesar de possuirem importancia para diferentes setores da industria, pneus
também sdo causa de preocupacao ambiental, pois seu descarte direto no meio ambiente
pode acarretar na contaminagdo do ambiente e gera risco para a salde publica. Mesmo
sendo de dificil reciclagem devido a vulcanizagdo da borracha e outros componentes
estruturais, medidas governamentais foram instauradas para incentivar a retirada de pneus
inserviveis do meio ambiente e reutiliza-los em novos produtos.

Dentre as possiveis formas de reciclagem do pneu, a mais interessante € o reuso
da borracha que é impossibilitado pela estrutura rigida conferida pela vulcanizacéo.
Assim pesquisas que visam a quebra das ligacGes cruzadas da matriz polimérica pela
desvulcanizacdo da borracha foram conduzidas em diferentes grupos, sendo a
desvulcanizagdo microbiana recebeu mais interesse por ser mais ambientalmente
amigavel. Portanto, este durante estudo foi realizada a bioprospec¢do de microrganismos
e a capacidade de dessulfurizacao dos isolados obtidos foi testada, de forma a observa o
potencial de serem empregados no processo de reciclagem da borracha.

A identificagdo molecular do isolado nomeado DAF, obtido pelo método de
enriquecimento seletivo com DMSO e incubagdo microanaerobiose, resultou em 99,66%
de similaridade com Staphylococcus warneri. Esta foi primeiramente isolada de pele
humana, por Kloos & Schleifer em 1975, anteriormente conhecida por S. epidermis e
atualmente relatadas por causarem endocardite e colonizarem proteses e cateteres
(Kuvhenguhwa et al. 2017). Séo bactérias cocos, gram-positivas, sem motilidade e
apresentam capacidade de aerobiose facultativa em meio de tioglicolato. Dentre as cepas
estudadas pelos autores, todas apresentaram atividade de catalase fraca ou moderada e
95% apresentaram atividade fraca ou nenhuma para DNAse (Kloos & Schleifer, 1975).
Tais caracteristicas também foram apresentadas pelo isolado DAF com os resultados das
provas bioquimicas realizadas.

Por ndo ter sido possivel identificar o isolado D1 com o método de
sequenciamento genético, foi utilizado os dados do teste bioquimico para inferir o género
com o software IDENTAX, resultando que D1, provavelmente, pertenca ao género
Pseudomonas. Este compreende bastonetes gram-negativos ndo fermentadores capazes
de se adaptarem a qualquer ambiente, mas encontrada mais comumente em locais Umidos,

sendo pouco exigentes em relagdo aos nutrientes (Brooks et al. 2012).
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O teste de resisténcia a metais indicou que ambos os isolados bacterianos toleram
multiplos metais pesados, 0 que pode indicar propensdo para resisténcia a antibiéticos.
Tais caracteristicas sdo geralmente relatadas em conjunto, pois a ocorréncia de um
implica na ocorréncia de outro devido a co-selecao de genes de resisténcia e a localizacao
de tais genes serem proximas (Gullberg et al. 2014; Pal et al. 2015; FeRler et al. 2016; Li
et al. 2016).

De acordo com Owolabi & Hekeu, (2014), a tolerancia a metais é uma
caracteristica adquirida em condicdes de estresse metabolico. Sendo assim, a tolerancia
aos metais pesados pode ser devido ao local escolhido para a realizacdo do isolamento,
pois 0 mesmo pode ser considerado como ambiente de condigdes extremas devido a
presenca de produtos derivados do petréleo. A possibilidade de encontrar microrganismos
resistentes a alta concentracdo de contaminantes € alta em tais locais (Li et al 2012) foi
motivo de escolha do local, pois esta caracteristica € desejavel em termos de
biorremediagdo. A possibilidade de eliminar tais metais ou compostos que estdo na
presenca dos mesmos, como no caso da BP que possui zinco, do meio ambiente por
microrganismos se torna de maior viabilidade quando o agente € capaz de tolerar o
estresse.

Durante a elaboracdo e otimizagdo do protocolo do teste de dessulfurizacao foi
isolado da borracha granulada um fungo, posteriormente identificado pelo método
molecular como Fusarium chlamydosporum. Espécies de Fusarium sdo conhecidas por
sua fitopatogenicidade, sendo que algumas espécies sdo capazes de produzir grande
variedade de metabdlitos secundarios e outras podem vir a causar micoses oportunistas
(Suga & Hyakumachi, 2004). F. chlamydosporum, ndo €é considerado de importancia
fitopatogénica, podendo ser classificado como patdgeno secundario em folhas de
mangueira (Omar et al. 2018).

O teste conduzido com objetivo de avaliar o potencial dos microrganismos
isolados em realizar a quebra das ligacOes sulfidricas presente na borracha granulada de
pneu inservivel demonstrou que os isolados D1 e DAF sdo capazes de realizar conversao
do enxofre em SO42, demonstrado pela presenca do mesmo no meio de cultivo apos
periodo de incubacdo. Assim como em Jiang et al (2010), ndo houve adi¢do de sais
contendo SO42 no meio, portanto, 0 S convertido estava presente na superficie da
borracha.

Dentre os dois isolados, D1 apresentou contetido de SO4 final mais elevado, mas

os resultados apresentados pelo fungo F1 demonstraram que este espécime possui maior
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potencial para realizar a dessulfurizacdo. No entanto, também degradou a matriz
polimérica, caracteristica que pode vir a ser explorada ao objetivar a degradacdo de pneus
existentes no meio ambiente, mas que para o reuso da borracha néo € interessante pois ha
a perda do polimero. A degradacdo pelo fungo ja foi relatado, sendo que estudos com
resultaram na degradacdo da borracha. Ali Shah, (2013) comenta sobre os resultados de
Zeb, (2009), onde é possivel observar a rede de hifas do fungo Paecilomyces variotii,
observando que fungos possuem maior propensdo de crescer em materiais com superficie
rugosa e mais danificada devido a maior facilidade de adeséo.

Também foi detectado SO4 no meio onde ndo foi realizado indculo microbiano,
ndo sendo possivel acessar 0 motivo deste ocorrido. Conjectura-se que tenha sido acao de
microrganismos que permaneceram na borracha mesmo apds assepsia com alcool. Assim,
é provavel que apenas a higienizacdo ndo seja suficiente pois a superficie da borracha é
irregular e impossibilita a assepsia profunda, sendo que nas imagens de MEV das
borrachas tratadas foram observadas células bacterianas de dois tipos.

No entanto, autoclavagem também ndo promove esterilizacdo da borracha, pois
Tatangelo (2019) caracterizou a comunidade microbiana de borracha de pneu granulada,
antes e depois de realizar a autoclavagem da borracha e demonstrou que mesmo apds
autoclavagem comunidades microbianas foram encontradas. Ademais, este processo
promove a desvulcanizagédo da borracha (Rajan et al. 2006, Dobrota & Dobrota 2019) e,
portanto, ndo foi considerado para reducdo da microbiota da borracha de pneu a ser
testada.

Como a detecgéo de SO foi realizada em frascos independentes para cada tempo
de analise, ndo foi possivel observar o aumento da conversao de enxofre de forma linear,
como em Jiang et al (2010) que conduziu a desvulcanizacdo por 20 dias utilizando
Thiobacillus ferrooxidans. Porém, com as imagens em MEV é possivel afirmar que houve
acao microbiana na borracha, devido ao dano na estrutura polimérica, assim como
observado em Hu et al. (2016), porém de forma mais acentuada. De fato, o fungo isolado
por Zeb (2009) (Ali Shah et al. 2013) aderiu a borracha e causou erosdo também
observada em MEV, sendo que fungos sdo mais propensos a aderir e danificar a borracha
(Ali Shah et al. 2013).

A degradacdo da borracha afetou no peso dos frascos de cultivos, onde no dia final
a massa foi menor que a do dia inicial, com destaque para o isolado DAF. Considerando
o crescimento celular, observado por meio da DO, esperava-se que houvesse aumento da

massa. Mas como houve diminuicdo, infere-se que 0s microrganismos utilizaram a
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borracha em seu metabolismo. Bosco & Mollea (2021) relata que ja foi demonstrado que
para microrganismos capazes de secretar enzimas a BN representou uma fonte de carbono
e Lietal.(2012) propde que a reagéo de oxidacéo realizada por Sphingomonas sp. durante
a dessulfurizacdo de granulos de borracha foi catalisada por enzimas.

No ambito da biorremediacdo ambiental, sabe-se que espécies de estafilococos
podem degradar hidrocarbonetos de petroleo (Xu, Liu, et al., 2018; Hentati et al., 2021),
componentes também presentes no pneu. Ademais, Srivastava et al. (2012) isolou
Staphylococcus sp de solo contaminado com arsénico e comprovou a capacidade da cepa
em remover o metaloide do meio de cultivo, e Ayed et al. (2010) relata a capacidade de
S. epidermidis em degradar corantes. Quanto ao uso biotecnoldgico de S. warneri ha
estudos relatando a extragdo de lipases (Volpato et al. 2010; Yele & Desai, 2014) e
producdo de nanoparticulas de ouro (Nag et al. 2017). Similarmente, ha relatos com
Pseudomonas, sendo que P. putida foi utilizada em teste de comparacdo quanto a
desvulcanicdo de pneus, juntamente com outras dez bactérias e apesar de ter apresentado
contetido de SO42 no meio, teve a menor agdo de desvulcanizacio dentre todas as espécies
avaliadas (Ghavipanjeh et al. 2018). Em reporte compilado por Andler (2020), é relatado
que P. citronellolis realizou degradacédo de borracha sintética rubber Bode et al., 2000 e
Pseudomonas sp. degradou borracha natural e borracha vulcanizada.

Em relagdo as pesquisas com biodegradacgdo, ha dados referentes a outras espécies
de Fusarium. Xu et al., (2018) relata sobre cepa de F. solani que, dentre 18 cepas
pertencentes a diferentes géneros, apresentou maior atividade quando testada para
degradacdo de enxofre inorganico. Ademais, F. solani ja foi relatado por usar um
hidrocarboneto aromatico policiclico, benzo(a)pireno, como Unica fonte de carborno ap6s
ter sido isolado de composto organico contaminado por combustivel (Rafin et al. 2000;
Veignie et al. 2004; Verdin et al. 2005) Ademais, F. oxysporus foi isolado de vitrais que
aparentavam biodegradacdo microbiana (Corréia Pinto et al. 2019) e F. oxysporus e F.
falciforme, isolados de contaminacgdo por plastico, apresentaram em conjunto com duas
outras espécies fangicas as melhores atividades em degradar polietileno (Spina et al.,
2021). Assim, podemos observar que espécies fungicas apresentam grande plasticidade
metabdlica e podem ser empregados como agentes de biorremediacao.

O método de enriquecimento seletivo utilizando DMSO para bioprospectar
microrganismos resultou em duas bactérias, Pseudomonas sp e S. warneri.

Inesperadamente foi isolado o fungo F. chlamydosporum da borracha de pneu granulada
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e todos os microrganismos foram utilizados para avaliagdo do potencial de
dessulfurizagéo.

O melhor resultado foi apresentado por F. chamydosporum, que também
apresentou maior degradacao da matriz polimérica, o que mostra a possibilidade de ser
usado na remediacdo do pneu pela sua degradacéo, reduzindo assim os riscos que este
passivo ambiental representa para 0 meio ambiente e a salde publica. Por fim, os
resultados apresentados sdo estimuladores para o avango das pesquisas referentes a
reciclagem e remediacdo de pneus inserviveis, e demais usos de microrganismos como

agentes de biorremediacdo de contaminantes ambientais.

S7



7. CONCLUSOES

Duas bactérias foram isoladas de local considerado como ambiente extremo por
conter derivados de petrdleo. A identificacdo molecular foi possivel apenas para um dos
isolados, identificado como S. warneri. Posteriormente, foi isolado da borracha o fungo
F. chlamydosporum e todos demonstraram potencial de dessulfulrizagdo. As bactérias
foram avaliadas para resisténcia a metais e antibioticos, sendo observada a tolerancia de
ambas para todos 0s metais testados.

S. warneri apresentou menores niveis de SO+ no meio, o que pode indicar menor
potencial de dessulfurizacdo. Como foi possivel observar a degradacao da BP-111 por este
isolado, utiliza-lo em pesquisas futuras de biorremediacdo de pneu ainda é uma
possibilidade, assim como é este 0 caso para o fungo, pois foi observado que o mesmo
possui potencial tanto para a dessulfurizacdo quanto para a degradacdo da BP-III.
Inclusive, os niveis de SO4 encontrados no meio de cultivo foram maiores que o das
bactérias e € possivel que ainda realize a detoxificacdo de outros compostos presentes na
BP.

A deteccio de SO4 no meio sem indculo e a presenca de bactérias na borracha
deste meio torna necessario aperfeicoar o protocolo de assepsia para melhor observar a
acdo dos microrganismos isolados. Ademais, é interessante avaliar a dessulfurizacao
utilizando de consorcio, analisar como o processo seria afetado utilizando de biorreator,
e a viabilidade tanto pratica quanto econémica do processo em novas condi¢des. Além
disso, sdo necessarias pesquisas em relacdo ao mecanismo de dessulfurizacdo e/ou
degradacdo da borracha realizada pelas bactérias e pelo fungo, assim como para
determinar o possivel uso em escala industrial nas melhores condicdes ou se pode ser

aplicado em pneus presentes no ambiente, aterros e depositos.
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ANEXOS

Anexo 1: Sequencia do gene 16S rRNA do isolado DAF obtido apds
tratamento e alinhamento utilizando CodonCondon Align. Apos depdsito no banco
de dados genético GenBank a sequencia pode ser encontrada pela identificacao
MZ827660.

NTAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGC
GAACAGATAAGGAGCTTGCTCCTTTGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGATA
ACCTACCTATAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAACATATTGA
ACCGCATGGTTCAATAGTGAAAGGCGGCTTTGCTGTCACTTATAGATGGATCCGCGCCGTAT
TAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCAACGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTG
ATCGGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATC
TTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATC
GTAAAACTCTGTTATCAGGGAAGAACAAATGTGTAAGTAACTGTGCACATCTTGACGGTACC
TGATCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCG
TTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCC
CACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGAAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTG
GAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGA
CTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGATGTGCGAAAGCGTGGGGATCAAACAGGATTAGATACC
CTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCT
GCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGA
ATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAAC
CTTACCAAATCTTGACATCCTTTGACCGCTCTAGAGATAGAGTTTTCCCCTTCGGGGGACAA
AGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA
ACGAGCGCAACCCTTAAGCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGTTGACTGCCGG
TGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATTTGGGCTAC
ACACGTGCTACAATGGACAATACAAAGGGCAGCTAAACCGCGAGGTCAAAGCAAATCCCAT
AAAGTTGTTCTCAGTTCGGATTGTAGTCTGCAACTCGACTACATGAAGCTGGAATCGCTAGT
AATCGTAGATCAGCATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACA
CATGAGAGTTTGTAACACCCGGAGCCGGTGGAGTTACCATTTATGGAGCT
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Anexo 2 - Sequencia da regido ITS1-18S-1TS2 do isolado F1 obtido apoés
tratamento e alinhamento utilizando. Apds deposito no banco de dados genético

GenBank a sequencia pode ser encontrada pelo niumero de identificacdo MZ836005.

TTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCTATACGTTGCCTCGGCGGATCAG
CCCGCGCCCCGTAAAACGGGACGGCCCGCCGCAGGACCCACAAACCCTGAATTTTATTGTAA
CTTCTGAGTTTAAAAAACAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTCTG
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