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RESUMO

A contaminacao causada por 6leo lubrificante usado representa um grave problema para
a saide humana e ambiental, pois sdo compostos toxicos, persistentes e altamente
poluentes. Nesse cendrio, surge a biorremediacdo como estratégia barata e simples, que
busca atenuar os impactos ambientais dos poluentes. Este estudo buscou e identificar
bactérias endofiticas associadas a Cucumis anguria cultivado em solo contaminado com
uma mistura de 6leo lubrificante usado, bem como avaliar seu potencial biodegradador.
Foram encontradas 18 espécies de bactérias, Gram-positivas: Bacillus cereus/thurigiensis
111, Bacillus cereus/thurigiensis IV, Bacillus mycoides, Micrococcus luteus, Priestia flex,
Lysinibacillus fusiformis, Bacillus pumilus, Paenibacillus apiarus, Bacillus subtilis,
Staphylococcus saprophyticus e Brevibacterium casei ¢ Gram-negativas: Enterobacter
hormaechei, Acinetobacter radioresistens, Pseudomonas mendocina, Pseudomonas
stutzeri, Pseudomonas aeruginosa, Moraxella osloensis e Enterobacter cloacae. Ensaios
com Oleo lubrificante indicaram capacidade de emulsificacdo e de utilizagdo de
hidrocarbonetos como unica fonte de carbono, além, da resisténcia de C. anguria ao
ambiente contaminado. Os resultados obtidos indicam que os endoéfitos associados a C.
anguria apresentam potencial promissor para aplicagdo na biorremediagcdo de ambientes
impactados por petroleo e seus derivados, configurando-se como uma alternativa viavel
para o tratamento de solos contaminados por esses poluentes.

Palavras-chave: Cucurbitaceas, Endofitos bacterianos; Hidrocarbonetos do petréleo.



ABSTRACT

Contamination caused by used lubricating oil represents a serious problem for human and
environmental health, as these compounds are toxic, persistent, and highly polluting. In
this context, bioremediation emerges as a simple and low-cost strategy aimed at
mitigating the environmental impacts of pollutants. This study sought to identify
endophytic bacteria associated with Cucumis anguria cultivated in soil contaminated with
a mixture of used lubricating oil, as well as to evaluate their biodegradation potential. A
total of 18 bacterial species were found, Gram-positive: Bacillus cereus/thurigiensis 111,
Bacillus cereus/thurigiensis IV, Bacillus mycoides, Micrococcus luteus, Priestia flex,
Lysinibacillus fusiformis, Bacillus pumilus, Paenibacillus apiarus, Bacillus subtilis,
Staphylococcus  saprophyticus, and Brevibacterium casei and Gram-negative:
Enterobacter hormaechei, Acinetobacter radioresistens, Pseudomonas mendocina,
Pseudomonas stutzeri, Pseudomonas aeruginosa, Moraxella osloensis, and Enterobacter
cloacae. Assays with lubricating oil indicated emulsification capacity and the ability to
utilize hydrocarbons as the sole carbon source, in addition to the resistance of C. anguria
to the contaminated environment. The results indicate that the endophytes associated with
C. anguria show promising potential for application in the bioremediation of
environments impacted by petroleum and its derivatives, representing a viable alternative
for the treatment of soils contaminated by these pollutants.

Keywords: Cucurbits; Bacterial endophytes; Petroleum hydrocarbons.
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1. INTRODUCAO

O petrdleo é uma mistura complexa de hidrocarbonetos, compostos organicos
formados apenas por hidrogénio e carbono, além de outros &omos, como oxigénio,
nitrogénio e metais (Daassi e Qabil, 2022). No Brasil, a producdo em dezembro de 2024
atingiu 3,421 milhdes de barris de petroleo bruto ao dia (Brasil, 2025).

Dentre os produtos derivados do refino do petréleo, destaca-se o 6leo lubrificante
(Benguenab e Chibani, 2021). Esse derivado tem como principal fungéo reduzir o atrito
entre partes moveis de motores e maquinas, garantindo maior eficiéncia e durabilidade
(Ekanem e Ogunjobi, 2017). Contudo, ap6s o uso, o oOleo lubrificante sofre alteracdes
fisicas e quimicas decorrentes da exposicao a altas temperaturas, oxida¢do, contaminacao
com metais pesados e subprodutos da combustdo e, torna- se um residuo altamente
poluente, conhecido como 6leo lubrificante usado e contaminado, OLUC, ou apenas 6leo
gueimado (Almeida, 2023).

A biorremediacdo é uma técnica que utiliza microrganismos para degradar,
transformar ou tornar menos toxicas substdncias quimicas poluentes presentes no
ambiente (Afzal et al.,, 2014). Nesse contexto, a associacdo das plantas com
microrganismos, como enddfitos, surge como alternativa para superar limitacdes da
fitorremediacdo isolada, destacando-se pela capacidade de degradar compostos organicos
recalcitrantes de forma mais sustentavel e acessivel, quando comparada a métodos fisico-
quimicos tradicionais (Durand et al., 2021).

Cucumis anguria, ou maxixe-do-norte, € uma Curcubitaceae de origem africana
cultivada em diversas regides, incluindo o nordeste brasileiro, onde foi inserida na cultura
gastrondmica regional (Murthy et al., 2022; Brochado et al., 2025). Na literatura, néo
foram encontrados trabalhos direcionados ao isolamento de endofiticos do maxixe-do-
norte.

Diante disso, este estudo busca analisar os enddfitos associados ao maxixe-do-
norte (C. anguria), quando cultivado em solo contaminado com 6leo de motor, presentam
diversidade microbiana e incluem linhagens com potencial para degradar
hidrocarbonetos. Dessa forma, o presente trabalho tem como objetivo analisar a
composic¢do endofitica do maxixe-do-norte cultivado em solo contaminado com 6leo de
motor, investigando a diversidade bacteriana dos endofitos. Além disso, buscou-se isolar,
cultivar e caracterizar os microrganismos endofiticos associados a planta e avaliar sua

capacidade de biodegradacdo do O&leo. Esse estudo pretende contribuir para o



desenvolvimento de abordagens biotecnoldgicas de remediacdo ambiental, promovendo

0 uso sustentavel da microbiota autoctone em solos degradados.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 OLEO LUBRIFICANTE USADO

Apobs o refino do petréleo bruto, obtém-se diversos derivados com ampla
aplicacdo, entre os quais se destacam gasolina, diesel, querosene de aviacdo e Gleo
lubrificante, além de matérias-primas essenciais para a industria quimica e de
infraestrutura (Brasil, 2025). A crescente demanda por esses produtos tem impulsionado,
de forma simultanea, o0 aumento da producao, do refino e da distribuicdo do petroleo e
seus derivados (Igbal et al., 2019). Contudo, 0 manejo e o descarte inadequado desses
recursos resultam no despejo de grandes quantidades de residuos tdxicos e compostos
organicos recalcitrantes, que representam sério risco ambiental (Benguenab e Chibani,
2021).

O oleo lubrificante, em especifico, € composto por 6leos basicos associados a
aditivos, apresentando inicialmente uma mistura complexa de hidrocarbonetos alifaticos
e aromaticos, como parafinas e naftenos, além de substancias que potencializam suas
propriedades (Nowark et al., 2019). O OLUC, ou seja, o 6leo lubrificante usado ou
contaminado, contém compostos de elevada toxicidade, hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPA), tais como naftaleno, benzo[a]pireno, benzo[a]antraceno e fluoranteno,
reconhecidos pelo seu potencial carcinogénico e mutagénico (Wongsa et al., 2004; Ryan
et al., 2008; 2017; Bolaji et al., 2020; Ishaya et al., 2023; Zhong et al., 2024; Taleshpur,
2025).

O Brasil possui uma das maiores frotas de veiculos do mundo e,
consequentemente, destaca-se também entre os maiores consumidores de lubrificantes
automotivos. Nesse cenario, as atividades ligadas ao setor de manutencdo e reparo de
veiculos, como as realizadas em oficinas mecanicas, tém grande relevancia. Entre elas,
sobressai a troca do 6leo do motor, que representa uma das principais formas de utilizagéo
dos dleos lubrificantes no pais (Brasil, 2025; Didgenes, 2025).

Segundo dados de 2024 da Agéncia Nacional de Petroleo (ANP), no ano de 2023,
1.494.709,47 m? de 6leo lubrificante foram comercializados e 567.431,00 m3 de OLUC
foram coletados (Brasil, 2024). Entretanto, uma parcela significativa desse residuo néo é

recolhida adequadamente, sendo muitas vezes destinada ao meio ambiente. Tal descarte



incorreto gera impactos ambientais severos, ja que apenas 1 litro de OLUC pode
contaminar até 1 milhdo de litros de agua (Santos e Janior, 2025).

Oleos lubrificantes usados contém metais pesados, por exemplo, cromo, cadmio,
arsénio e chumbo. Outras moléculas podem estar presentes, tais como HPAs, benzeno,
solventes clorados, bifenil policlorados, além de aditivos e &cidos organicos (Ajjam,
2025). Esses compostos sdo reconhecidos por sua persisténcia ambiental e toxicidade
significativa (Sanchez-Alvarracin et al., 2021). Além disso, podem acumular na cadeia
trofica e possuem elevada mobilidade pelas mais diversas vias, como solo, 4gua e ar
(Islam et al., 2024), constituindo um grave risco a saude (Tamada et al., 2012). Estima-
se que cerca de 2% do petréleo consumido mundialmente seja destinado a producéo de
6leos lubrificantes (Vieira et al., 2024). No Brasil, a producédo de petrdleo bruto atingiu
aproximadamente 3,421 milhdes de barris por dia em dezembro de 2024 (Brasil, 2025),
evidenciando a importancia desse recurso e de seus derivados tanto sob o aspecto

econdmico quanto ambiental (Kojuri e Ardestani, 2018).

2.2 BIORREMEDIACAO

Os métodos tradicionais mais comuns de remocdo de hidrocarbonetos do petréleo
de matrizes sélidas como a areia, sdo, por exemplo a dessorcdo térmica, extracdo com
solvente e oxidacdo (Daéssi e Qabil, 2022; Dhaka e Chattopadhyay, 2021). No entanto,
cada uma dessas metodologias apresenta limitacGes especialmente por serem onerosas e
apresentarem risco de causar impactos ambientais secundarios (Afzal et al., 2014). Nesse
contexto, a remediacdo com agentes biolégicos surge como uma alternativa eficaz e
economicamente vidvel (Fatima et al. 2018; Matilda e Samuel, 2024).

A biorremediacdo é um processo, que se inicia com o delineamento da
problematica, ou seja, o diagndstico, seguido pela escolha e aplicacdo da estratégia
adequada e, conclui-se com a avaliacdo da degradacéo dos contaminantes na regido alvo
(Haripriyan et al., 2022). Configura-se como uma intervencado cujo objetivo é aumentar
a taxa de degradacéo, convertendo os contaminantes em metabdlitos intermediarios ou 0s
mineralizando, reduzindo com isso a exposi¢cdo do ambiente aos efeitos danosos dessas
moléculas (Mekonnen et al., 2024).

A biorremediacdo apresenta diversas vantagens, como a promoc¢do da saude
ecossistémica, diminuicdo dos riscos a saude, baixo custo e simplicidade (Umar et al,
2013; Ajjam, 2025). Além disso, engloba diferentes técnicas in situ e ex situ. Dentre as

técnicas que a integram pode-se citar: bioaumento, bioestimulacdo, landfarming,
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bioventilagdo, fitorremediacdo e eletrobiorremediacdo (Santos et al., 2021),
compostagem e 0 uso de biorreatores (Jacques et al., 2007). Entre essas abordagens,
destaca-se a fitorremediacdo, metodologia que utiliza plantas com capacidade de
remover, degradar ou estabilizar contaminantes, sendo amplamente reconhecida por sua
eficiéncia e aplicabilidade em diferentes ambientes contaminados (Karas et al., 2021).

As plantas desenvolveram, ao longo da evolugdo, mecanismos enzimaticos
complexos capazes de respirar, catabolizar, desintoxicar e produzir metabdlitos
secundarios, o que Ihes confere potencial significativo para a degradacdo de substancias
organicas toxicas e poluentes (Afzal et al., 2014).

Cada abordagem de remediacdo apresenta desafios especificos. No caso da
utilizacdo de plantas, embora possam atuar na degradacéo de xenobidticos (Durand et al.,
2021), isto €, substancias organicas ou inorganicas, altamente persistentes,
potencialmente acumulativas em tecidos animais, vegetais e no ambiente (Datta et al.
2025), a eficiéncia da fitorremediacdo é frequentemente limitada por fatores como a
capacidade de acumulacao, baixa biodisponibilidade dos contaminantes e sensibilidade a
altas concentracdes do poluente, ou até mesmo da incompatibilidade do poluente com o
metabolismo da planta (Simmer e Schnoor, 2022).

Dentre os desafios associados a biorremediacéo estdo a velocidade de remocéo do
contaminante, relativamente baixa quando comparada a técnicas tradicionais de
remediacdo quimica, assim como o0 risco inerente da introducdo de novos
microrganismos, aldctones, autdctones e/ou geneticamente modificados, que podem
representar risco ao equilibrio do sitio em tratamento (Mekonnen et al., 2024). Soma-se
a isso a dependéncia de condi¢Ges ambientais como solo, pH, temperatura e concentracdo
de contaminantes. Outro aspecto € a possivel degradacdo incompleta dos hidrocarbonetos
do petréleo diz respeito a introducdo de substancias nocivas no ambiente (Simmer e
Schnoor, 2022). Nesse contexto, estudos aprofundados e a integracdo de técnicas e
tecnologias emergentes da quimica, biologia sintética e engenharia, oferecem
oportunidades para melhorar linhagens e intensificar a eficiéncia de degradagdo (Yan et
al., 2025).

Adicionalmente, poluentes presentes no solo podem comprometer o
desenvolvimento das plantas, mesmo em espécies tolerantes, reduzindo a eficacia do
processo de remediacdo. Alem disso, a fitorremediagéo isolada € ineficiente para remogéo
de substancias pela dificuldade ou incapacidade das plantas de degradarem compostos

organicos complexos (Lima et al., 2020).



A associacdo das plantas com microrganismos, tanto rizosféricos como
endofiticos, surge como alternativa para superar essas limitacGes. Estima-se que as
plantas constituam o reino dominante em biomassa na Terra, seguidas pelas bactérias,
além de fornecerem importantes servi¢cos ecossistémicos, como o sequestro de carbono e
a liberacdo de oxigénio, abrigam diversos microrganismos, como fungos e bactérias,
formando um ecossistema rico e complexo tanto interna quanto externamente (Bardo,
Phillips & Milo, 2018; Chlebek e Hupert-kocurek, 2019).

Nesse cendario, destaca-se a fitorremediacdo associada a microrganismos, essa
estratégia apresenta potencial de degradar compostos organicos recalcitrantes de forma
mais sustentavel, quando comparada a métodos fisico-quimicos (Durand et al., 2021).
Essa interacdo promove uma relacdo sinérgica em que 0s microrganismos degradadores
reduzem a fitotoxicidade, transformam hidrocarbonetos em metabolitos menos toxicos e
favorecem o crescimento vegetal (Yousaf et al., 2011; Afzal et al., 2014).

Além disso, 0s microrganismos que ocorrem nos tecidos vegetais podem
promover mecanismos de defesa contra patdgenos, insetos e nematddeos (Igbal et al.,
2019). Alguns sdo capazes de liberar substancias que promovem a emergéncia de mudas
mais rapidamente e contribuem para a resisténcia das plantas em ambientes contaminados
(Compant et al., 2010).

Espécies bacterianas associadas a rizosfera, ambiente em contato com as raizes
(Sampaio, 2015), podem produzir fitormdnios como &cido indolacético (AlA),
giberelinas e citocininas, que estimulam o crescimento radicular, aumentando a absor¢édo
de nutrientes e &gua. Outras bactérias possuem a capacidade de produzir ACC
desaminase, enzima que reduz os niveis de etileno, que por sua vez € um horménio vegetal
que se acumula sob condi¢cbes de estresse e inibe o crescimento. O que, por sua vez,
permite maior tolerancia das plantas a ambientes contaminados (Pawlik, et al. 2017).

Em contrapartida, as plantas fornecem exsudatos e metabdlitos secundarios que
servem de fonte de carbono e energia para a microbiota associada, estimulando sua
atividade e diversidade. Essa cooperacdo mutualistica intensifica a degradacdo de
compostos, como o0s hidrocarbonetos, incluindo a producdo de biossurfactantes
microbianos que aumentam a solubilizacdo e a biodisponibilidade dos contaminantes
porgue tais compostos reduzem a tensdo superficial entre o 6leo e a agua (Ryan et al.,
2008, Lopes, 2014).

Os biossurfactantes, produzidos por microrganismos como fungos e bactérias,

destacam-se como alternativas sustentaveis aos surfactantes sintéticos devido a baixa



do carater anfifilico, que aumenta a biodisponibilizacdo de contaminantes hidrofobicos,
favorecendo processos de Biodegradagdo (Jacob et al., 2022). A identificacdo pode
envolver testes de reducao da tensao superficial e do potencial emulsificante, como indice
de emulsificacdo (E24) e o teste de deslocamento de 6leo, sendo considerados satisfatdrios
valores de emulsificacdo acima de 50%, quando estaveis em diferentes condigdes
ambientais (Biktasheva et al., 2024). Apesar do potencial, limitagbes como alto custo de
producdo e métodos de extracdo ineficientes ainda restringem sua aplica¢do. Diversos
tipos ja foram descritos, como glicolipidios e lipopeptideos, produzidos por géneros como
Bacillus, Pseudomonas, Streptomyces, Serratia, Actinomycetes e Enterobacter (Santos,
2011; Olowomofe et al., 2017; Marchut-Mikolajczyk et al., 2018; Obot et al., 2024).

Assim, a interacdo entre plantas e microrganismos amplia de forma expressiva o
potencial de remediacdo de areas impactadas por petroleo e seus derivados, configurando-
se como uma estratégia eficiente e sustentavel (Nie et al., 2025). Os microrganismos ndo
apenas atuam diretamente na degradacdo desses compostos, como também fortalecem a
resisténcia e a capacidade adaptativa das plantas (Furnkranz, et al., 2012; Mushtag, et al.,
2023).

2.3 BACTERIAS ENDOFITICAS EM BIORREMEDIACAO

As bactérias endofiticas habitam os tecidos vegetais sem causar danos a planta,
contribuindo em diferentes mecanismos como a metabolizacdo de substancias tdxicas,
promocdo do crescimento vegetal e inducdo de tolerancia a diferentes estresses
ambientais (Lumactud et al., 2016; Khalaf e Raizada, 2016). A microbiota endofitica é
capaz também de acelerar a emergéncia e crescimento de plantulas, e pode desempenhar
um papel na fertilidade do solo por meio da solubilizacdo de fosfato e fixacdo de
nitrogénio (Mametja et al., 2025).

O termo enddfito surgiu no inicio do século XIX a fim de nomear o0s
microrganismos que colonizam tecidos internos de plantas. Sua entrada nos tecidos
vegetais pode ser via estdbmatos, lenticelas, ferimentos, areas de emergéncia de raizes e
radiculas, sendo os ferimentos e os pelos radiculares as principais portas de entrada (Silva,
2012). Além disso, algumas espécies penetram ativamente nos tecidos vegetais por meio
da producéo de celulases e pectinases, que degradam a parede celular (Ryan et al., 2008).

Bactérias endofiticas podem estabelecer diferentes tipos de interacdo com as

plantas hospedeiras, incluindo relagfes simbioticas, mutualisticas, comensais e até



mesmo trofobiodticas (Muthusamy et al., 2024). Seu metabolismo pode reduzir a
evapotranspiracdo de poluentes organicos volateis (Taghavi et al., 2005).

Devido a sua localizagdo, no interior dos tecidos vegetais, podem estar mais
intimamente relacionadas e interagir de forma mais eficiente com as plantas do que as
rizobactérias (Afzal et al.,2014). Microrganismos endofiticos podem ser facilmente
isolados apos esterilizagdo superficial dos tecidos da planta (Viana, 2016).

Diversas pesquisas demonstraram que bactérias isoladas de plantas sdo capazes
de degradar hidrocarbonetos, especialmente em ambientes contaminados por 6leo diesel
(Igbal et al., 2019), o6leo lubrificante (Bolaji et al., 2020), octanol, tolueno, naftaleno,
querosene (Lumactud et al.,2016), petréleo bruto (Fatima, et al. 2018), além de outros
derivados e residuos como metais pesados (Liu, et al. 2024) e HPA (Imam et al., 2022).
Estudos apontam que endofitos que apresentam genes que atuam na degradacdo de
contaminantes sdo naturalmente selecionados pelas plantas (Ryan et al., 2008; Kaneez et
al., 2018).

Plantas empregadas em processos de fitorremedia¢do podem ser aproveitadas para
a producdo de biomassa destinada a geracdo de biocombustiveis e para o sequestro de
carbono atmosférico (Durand et al., 2021). Nesse contexto, o uso de bactérias endofiticas
como agentes promotores da fitorremediagdo tem se destacado como uma abordagem
inovadora e promissora (Ma et al., 2016).

Alguns exemplos desses vegetais sdo Lolium multiflorum, o azevém-italiano,
Lotus corniculatus, o cornichdo e Medicago sativa L., a alfafa. Essas plantas foram
testadas com indculos de Enterobacter ludwigii e demonstraram um alto potencial
biorremediador, com capacidade ndo s6 de colonizar plantas de forma eficaz, mas
também de degradar hidrocarbonetos (Yousaf et al., 2011).

Quanto a acdo das bactérias endofiticas em relacdo a retirada de substancias
organicas foram propostas trés explicagdes: 1) a promogéo do crescimento vegetal e do
acumulo de biomassa; 2) a biodisponibilizacdo dos contaminantes no solo; e
3) estimulacdo da populacéo e da atividade de microrganismos autoctones por meio da
transferéncia horizontal de genes relacionados com a degradacdo de compostos toxicos.
Além disso, o aumento da biomassa vegetal pode transferir a massa de poluentes nos
tecidos da planta, atenuando os efeitos toxicos e o estresse fisioloégico causado pela
exposicdo aos contaminantes. (Khan et al., 2013; Afzal et al.,2014)

Para que a remocdo do contaminante seja efetiva, & necessario que haja

colonizagdo dos tecidos, processo dependente das caracteristicas genéticas e funcionais
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de cada microrganismo. Além disso, ambos, bactéria e planta, devem persistir. Contudo,
frequentemente in6culos aldctones sdo superados por isolados autdctones. Isso ocorre
porque as comunidades microbianas residentes estdo naturalmente adaptadas as
condi¢cdes ambientais locais, como solo, clima, composicdo quimica e estresses
especificos do ambiente contaminado. Em muitos casos, esses microrganismos néo
apenas se mantém, mas também competem de forma mais eficaz por nichos ecoldgicos e
recursos dentro dos tecidos vegetais (Compant et al., 2010).

Dessa forma, estudos que busquem identificar microrganismos nativos de
ambientes contaminados podem representar uma estratégia mais eficiente para a
biorremediagdo mediada por endofiticos. Em vez de depender exclusivamente do
bioaumento, em complemento, abordagens que utilizam o potencial da microbiota
residente apresentam maior estabilidade, integracdo e eficacia em longo prazo (Ryan et
al., 2008; Lumactud et al., 2016).

Uma anélise dos endofitos de espécies tolerantes a poluicdo por hidrocarbonetos
de petréleo, Achillea millefolium, Solidago canadensis, Trifolium aureum e Dactylis
glomerata, demonstrou que mais de 50% dos isolados foram capazes de degradar um ou
mais hidrocarbonetos testados. Foi revelado também que havia comunidades endofiticas
distintas por planta hospedeira, apesar da forte contaminacdo ambiental (Lumactud et al.,
2016). Massilia sp. Pn2 e Pseudomonas sp. Ph6, linhagens isoladas de Alopecurus
aequalis e Trifolium pratense, respectivamente, foram capazes de remover fenantreno de
Lolium multiflorum, reduzindo o teor de contaminante e promovendo crescimento da
planta em um ambiente poluido (Karas et al., 2021).

Neste cenario, estudos que busquem bactérias associadas a plantas desenvolvidas
em locais impactados por hidrocarbonetos do éleo emergem como uma ferramenta

sustentavel para enfrentar a poluicdo por estes compostos.

2.4 CUCUMIS ANGURIA (MAXIXE-DO-NORTE)

C. anguria, popularmente conhecido como “maxixe-do-norte”, pertence a familia
Cucurbitaceae e apresenta crescimento indeterminado e prostrado (Figura 1). Trata-se de
uma espécie monoica e anual que, diferentemente do pepino e do meldo, também da
mesma familia, possui folhas lobuladas (Kulandhaivel et al., 2025).

O maxixe € cultivado no Brasil, Cuba, india, Estados Unidos e no seu continente
de origem, a Africa. A hortalica produz frutas oblongas cobertas por espinhos moles

(Murthy et al., 2022). Foi introduzida em outras regides e se adaptou particularmente bem
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ao nordeste brasileiro onde foi inserida na cultura gastronémica regional. O cultivo do
maxixe é predominantemente realizado por meio da agricultura familiar, sendo uma
planta de facil adaptacdo e crescimento em diversas condigdes ambientais (Brochado et
al., 2025).

Figura 1 — Aspecto de C. anguria como uma planta rasteira.

N\ o Rt T AR 5 e

Em A) caule; B) folhas; C) flor; e D) fruto.
Fonte: https://diversitasjournal.com.br/diversitas_journal/article/view/2536.
Acesso em 14 set. 2025

A colheita do maxixe ocorre entre 60 e 70 dias apds o semeio (Modolo; Costa,
2003). O fruto é consumido em pratos como mogquecas, refogados e saladas. De
crescimento rapido, se adapta bem a temperaturas quentes (Brochado et al., 2025). Os
frutos séo ricos em proteina, ferro, potassio, fésforo, célcio e vitamina C (Kulandhaivel
et al. 2025).

O cultivo no Brasil ¢ caracterizado por seus frutos compridos com espiculosidade
variada e a maior parte da producdo € concentrada na regidao Nordeste. O consumo no
Norte e Nordeste é de 0,172 e 0,130 kg/ano respectivamente. Em complemento, o
consumo per capta do maxixe é de 0,06 a 7 Kg no Brasil ao ano, configurando como
relativamente baixo e pode estar relacionado ao pouco conhecimento sobre esta hortalica
(Costa, 2014). Ha poucos estudos sobre microrganismos endofiticos associados ao
maxixe-do-norte e outras cucurbitaceas (Costa, 2014; Khalaf e Raizada, 2016; Brochado
et al., 2021; Murthy et al., 2022; Da Silva et al., 2023; Kulandhaivel et al. 2025).

Um estudo com sementes de 21 variedades de sete espécies de cucurbitéceas,
identificou a identidade dos isolados como Firmicutes e Proteobacteria, tendo o género



Bacillus como dominante, representando cerca de 50% dos isolados e presente em todas
as espécies analisadas (Khalaf e Raizada, 2016). Adicionalmente, foi investigada a
presenca e os nichos ocupados por bactérias endofiticas em tecidos de meldo, melancia e
especies relacionadas (Glassner, et al. 2015).

A familia Cucurbitaceae, especialmente Cucumis spp., apresenta potencial para a
fitorremediacdo, pois inclui espécies de importancia agricola no Nordeste, como o
maxixe-do-norte, com grandes possibilidades de aplicacdo sustentavel. Além disso,
apresenta facilidade de crescimento, ciclo curto, resisténcia a pragas e doencgas, como
também requer poucos cuidados. Tais caracteristicas atribuem ao maxixe-do-norte, um
potencial candidato em estudos voltados a bioprospeccdo de comunidades microbianas
no desenvolvimento de estratégias sustentaveis de biorremediacdo (Brochado et al.,
2021).

3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAL
Isolar, caracterizar e investigar a atividade hidrocarbonoclastica e emulsificante
de bactérias endofiticas em tecidos de C. anguria desenvolvido em solo contaminado

artificialmente com dleo lubrificante usado (OLUC).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
++ Caracterizacdo fisico-quimica do solo e do contaminante (OLUC);
+«+ Desenvolvimento inicial da planta em diferentes concentracdes;
+ Isolamento e identificacdo dos endofitos;
« Avaliacdo do potencial de biodegradacdo dos isolados via ensaio de

crescimento em meio mineral minimo suplementado com (OLUC)

4. MATERIAL E METODOS

4.1 LOCAL DE REALIZACAO DOS EXPERIMENTOS
O estudo foi realizado no Laboratdrio de Microbiologia Ambiental — LAMA, no

Centro de Biotecnologia da Universidade Federal da Paraiba.
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4.2 CARACTERIZACAO DA TERRA VEGETAL

Para a conducdo dos ensaios, utilizou-se terra vegetal adquirida em
estabelecimento comercial localizado no municipio de Jodo Pessoa, Paraiba.

Para as caracterizacOes quimicas e granulometria, foram analisados os seguintes
parametros: teores de macronutrientes do solo como Nitrogénio, Fosforo, Potassio,
Calcio, Magnésio e enxofre, bem como o teor de sodio. Também foram analisados
pardmetros quimicos do solo, como hidrogénio e aluminio, capacidade de troca cationica,
teor de carbonato de célcio, carbono organico total, matéria organica, pH em agua,
condutividade elétrica e granulometria. As analises foram realizadas no Laboratério de
Irrigacdo e Salinidade da Universidade Federal de Campina Grande, com uma amostra de
1000 g da terra segundo Manual de analises de solo da EMBRAPA (2017).

A capacidade de retencdo de agua (CRA) foi determinada pela metodologia
descrita por Cavalcanti (2017). Uma amostra de 10 g da terra vegetal foi transferida para
um funil contendo papel de filtro e em seguida, compactada com ajuda de um bastéo de
vidro. Aproximadamente 100 ml de agua destilada foram adicionados a terra e a mistura
foi deixada em repouso por 30 minutos. O solo foi transferido para cadinhos de porcelana
previamente tarados para determinacdo da massa Umida. Apos incubacdo por 24h e a
105°C, as amostras foram resfriadas e pesadas para determinacdo da massa seca. A
capacidade de reten¢do de agua (CRA) foi calculada empregando a Equacéo 1:

CRA=[(m1-m2) / m3)] x 100 (Eq. 1)

Em que: m1- massa inicial seca, em gramas; m2- massa final, em gramas e m3-

massa inicial tmida, em gramas.

4.3 CARACTERIZA(;AO DO CONTAMINANTE

Foi utilizada uma mistura de 6leo lubrificante residual - OLUC, armazenado em
tanques metalicos de uma concessionaria de veiculos na cidade de Jodo Pessoa. A
caracterizagdo do OLUC compreendeu ensaios de densidade, compostos organicos totais
e hidrocarbonetos derivados do petréleo, incluindo hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos - HPA e hidrocarbonetos totais do petrdleo - TPH. As analises foram
realizadas em laboratorio particular (Borchardt et al., 2025).
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4.4 QUANTIFICACAO BACTERIANA

A quantificacdo das bactérias na terra antes e apos o tratamento foi realizada a fim
de estabelecer um perfil microbioldgico de base. Para o preparo das amostras, 10 g de
amostra foram adicionados a 90 mL de agua destilada e mantidos sob agitacdo por 2
minutos. Em seguida, procedeu-se a realizacdo de diluicdes seriadas na razdo 1:10. A
quantificacdo da populacdo bacteriana foi realizada pela técnica do NUmero Mais
Provavel (NMP), utilizando como meio de crescimento o vermelho de fenol, distribuido
em microplacas de 96 pocos Kasvi®. Foram inoculados 10 puL da suspensdo, em cinco
repeticdes. As placas foram incubadas por 24 a 48 h para observagdo dos pocos positivos
(cor amarela) e comparacdo a tabela do NMP. Os resultados foram expressos em
NMP/mL (Food And Drug Administration, 1984).

4.5 CONTAMINACAO ARTIFICIAL DA TERRA VEGETAL
Foram utilizados quatro vasos, cada um preenchido com 2 kg da terra. Os solos
foram contaminados com diferentes concentragdes do OLUC: 0,0; 0,2; 2,0; e 20,0%

(m/v). O sistema foi deixado em repouso a temperatura ambiente por 2 meses.

4.6 MAXIXE-DO-NORTE: TRATAMENTO DAS SEMENTES, PLANTIO E
DESENVOLVIMENTO

Foram adquiridas sementes de maxixe-do-norte (Topseed Garden®, Sdo Paulo,
Brasil), em uma sementeira. Apds abertura da embalagem, as sementes foram lavadas
com agua destilada, deixadas para secar e selecionadas pela sua integridade, isto €, sem
quebras, rachaduras ou alteragdo na cor. Em seguida, as sementes foram dispostas em
placas de Petri, entre duas folhas de papel toalha umidificada com cerca de 5 mL de 4gua
destilada e armazenadas em ambiente com luz solar, conforme metodologia adaptada de
Marcos Filho (2015).

Logo apos a protusdo da radicula, as sementes foram transferidas cuidadosamente
para o solo, com a raiz voltada para baixo e sem cobrir o caule. As sementes foram
plantadas em triplicata em recipientes com diferentes concentragdes de 6leo lubrificante.

As plantas foram incubadas por 15 dias.

4.7 MONITORAMENTO DO TRATAMENTO
As amostras de C. anguria foram cultivadas em ambiente com luz natural e foram

regadas diariamente. P6de ser observado o crescimento na Figura 2.
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Figura 2 — Aspecto de C. anguria ap6s 14 dias do plantio
prTT———— Y 7

Fonte: a autora.

4.8 ENSAIOS MICROBIOLOGICOS

4.8.1 ISOLAMENTO DOS ENDOFITICOS

Amostras de tecidos vegetais, caule e folhas, foram submetidas a processo de
esterilizacdo superficial, primeiramente em solucdo de agua e detergente, seguido por
uma lavagem com &gua destilada. Posteriormente foram imersas em hipoclorito de sédio
diluido (2% v/v) e lavadas com agua destilada seis vezes (Silva, 2012). Em seguida,
inoculadas em agar nutriente (AN) Kasvi® (Marchut-Mikolajczyk et al., 2018). As placas
foram incubadas em Estufa Incubadora BOD - Biochemical Oxygen Demand a 28 °C por
sete dias. Durante esse periodo, colnias bacterianas morfologicamente distintas foram

isoladas e purificadas conforme surgiam.
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Figura 3 — Amostras de C. anguria em cada tratamento utilizadas nos

experimentos

Amostras cultivadas com OLUC a: A: 20,0% (m/v); B: 2% (m/v); C: 0,2% (m/v); D: 0%.
Fonte: a autora.

4.8.2 CARACTERIZACAO DOS ISOLADOS

Cada isolado foi repicado em placas de Petri autoclavadas contendo meio BHI
pelo método de esgotamento, 24 horas antes da analise por MALDI-TOF. As culturas
endofiticas puras foram encaminhadas ao Laboratério Analitico Multiusuario, no
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas (DCF) da Universidade Federal da Paraiba
(UFPB), e caracterizadas utilizando o MALDI-TOF Biotyper® Sirius One RUO System,
pelo método direto (Toubal et al., 2018).

O MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization — Time of
Flight Mass Spectrometry) é uma técnica de identificacdo de microrganismos rapida,
eficiente, econdmica e de alta precisdo. Ela se baseia no espectro de massa gerado apds a
ionizacdo das proteinas do microrganismo, as particulas sdo aceleradas em um campo
elétrico e caracterizadas de acordo com sua massa e tempo de voo. Os espectros obtidos
sdo Unicos para cada organismo e podem ser comparados a bancos de dados, permitindo
a identificacdo precisa até o nivel de espécie. Um representante de cada espécie foi

selecionado para os testes posteriores.

4.8.3 TESTE DE ATIVIDADE HIDROCARBONOCLASTICA
A atividade degradadora de hidrocarbonetos pelos endofiticos isolados foi
avaliada em microplacas de 96 pocos, utilizando meio mineral minimo (MM), com a
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seguinte composicao (em mg/L): K:HPO4 (0.5 g/L), (NH4).SO4 (0.5 g/L), MgSOa (0.5
g/L), FeClL: (10 mg/L), CaClz (10 mg/L), MnCl: (0.1 mg/L), ZnSOa (0.01 mg/L), pH 7.2
+ 0.2 (Palittapongarnpim et al, 1998) suplementado com OLUC, como Unica fonte de
carbono (Igbal et al., 2019). Foram adicionados 100 uL. de MM seguidos por 100 uL de
oleo lubrificante, e logo apo6s 10ul de indculo.

Para 0 monitoramento da atividade metabolica, foi adicionado, apds 15 dias, o
indicador redox resazurina, azul e pouco fluorescente, que ao entrar em contato com um
ambiente metabolicamente ativo é reduzido devido a transferéncia de elétrons durante a
respiracdo celular, tornando-o rosa, altamente fluorescente detectavel. 20 uL do indicador
foram adicionados em cada poco (Lumactud et al., 2016; Vieira-da-Silva e Castanho
2023). Adicionalmente, foi realizado teste de microgotas para confirmacdo da
sobrevivéncia das linhagens na matriz, 10 pL de cada pogo foi inoculado em placa de
petri com agar nutriente. O método de plagueamento em superficie foi realizado conforme
0 Compendium of Methods for the Microbiological Examination of Foods (Salfinger &
Tortorello, 2015, p. 83) adaptado pela adi¢do de resazurina como indicador redox.

A atividade tensoativa do sobrenadante livre de células foi avaliada por meio do
indice de emulsificagdo (E24) e do teste de deslocamento de 6leo, realizados de acordo
com a metodologia descrita por Silva et al. (2005). Para a determinacdo do indice de
emulsifica¢do (Eq4), 0 liquido fermentado livre de células foi coletado e centrifugado
para remover biomassa. Em seguida, em tubos com capacidade de 2 mL, misturou-se 0,25
mL do sobrenadante com 0,25 mL de 6leo lubrificante usado por cerca de 2 minutos em
vOrtex para formar a emulsdo. A mistura foi deixada em repouso por 24 horas e apds esse
periodo, mediu-se a altura da camada de emulsdo (He) e a altura total da mistura (Ht). O

indice de emulsificacdo E»4 foi calculado pela Equagao 2:

Eas (%) = (He / Ht) x 100 (Eq. 2)

Para o teste de deslocamento de 6leo, adicionou-se uma aliquota com volume de
0,2 mL do sobrenadante sobre uma gota de igual volume do 6leo lubrificante. Observou-
se qualitativamente se a gota se achatou, o que indica a¢do superficial do biossurfactante.
A extensdo do colapso foi comparada a controles sem biossurfactante e a um surfactante
comercial. Ambos os ensaios foram realizados em triplicata em temperatura ambiente,
25°C.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
51.1 CARACTERIZA(;C)ES DA TERRA VEGETAL E DO OLUC

As caracterizagdes da terra vegetal e do contaminante (OLUC) corresponderam

ao total de 20 parametros analisados, cujos resultados estdo sumarizados na Tabela 1.

Tabela 1 — Caracterizacdo das amostras de terra vegetal e do 6leo lubrificante

empregados nos experimentos.

Parametros (unidade) Terra vegetal Oleo lubrificante
Ca (cmolc/Kg) 5,29
N (9/Kg) 2,08
P assimilavel (mg/Kg) 413,30
Mg (cmolc/Kg) 8,54
Na (cmolc/Kg) 2,74
K (cmolc/KQ) 4,61
H (cmolc/KQ) 0,00
Al (cmolc/Kg) 0,00
T (molc/Kg) 21,18
S (cmolc/Kg) 21,18
CaCOs3 Presenca
COT (9/Kg) 24,12
Materia Organica g/Kg 41,59
pH em agua 7,46
Cond. Elétrica — mmhos/cm 4,09

(Suspens&o Solo-Agua)

Granulometria

Areia 82,79%

Argila 5,15%

Silte 12,06%
Densidade (g/mL) 0,9542
CRA (%) 18,12
TPH (mg.Kg-1) 448,000
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Gasolina (C8-11) < 10,226

Querosene (C11-14) < 10,226
Diesel (C14-20) < 10,226
Oleo Lubrificante (C20-C40) 445,000
16 HAPs Totais (mg.Kg-1) 50.1
Naftaleno (mg.Kg-1) 45.3
Fenantreno (mg.Kg-1) 2.10
Pireno (mg.Kg-1) 2.73

Ca = célcio; N = nitrogénio total; P assimilavel = fésforo disponivel; Mg = magnésio; Na =
sodio; K = potassio trocavel; H = hidrogénio; Al = aluminio; T = capacidade de troca catidnica
total (CTC total); S = enxofre; CaCOs = carbonato de calcio; COT = carbono organico total;
Cond. Elétrica = condutividade elétrica da suspensdo solo-agua; Granulometria = distribui¢do
textural do solo (areia, argila e silte). CRA- Capacidade de retencdo de agua. TPH —
hidrocarbonetos totais do petréleo. HPA — hidrocarbonetos policiclicos aromaticos. O 6leo
lubrificante apresentou trés HAPs acima do limite de quantificacdo do método, marcados pelo
simbolo "<".

5.1.2 QUANTIFICACAO BACTERIANA

O resultado obtido foi de 33x10° NMP por grama de areia, indicando a presenca

de uma comunidade microbiana natural expressiva no solo anteriormente a contaminacao.

5.1.3 MONITORAMENTO DO TRATAMENTO

As amostras foram acompanhadas em relacdo ao crescimento e umidade diariamente,
o crescimento vegetal ao final do periodo determinado esta sumarizado na Tabela 2.
Durante os 15 dias ndo foram observados sinais de murcha ou necrose em nenhum dos

tratamentos.

Tabela 2 — Altura das amostras de maxixe-do- norte cultivadas em diferentes
concetracOes de OLUC apds 15 dias depois de plantadas

Tratamento Altura em mm NUmero de folhas
71,9 2

A 52,8

56,3

69,0

B 56,8

55,8

50,0

C 46,6

NN DNDNDNDNDDNDDN
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52,0 3
74,0 2
D 66,0 2
60,0 3

Amostras cultivadas com OLUC a: A: 20,0% (m/v); B: 2% (m/v); C: 0,2% (m/v); D: 0%.
Fonte: a autora.

5.1.4 ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DE ENDOFITOS

Na caracterizacdo por MALDI-TOF foi identificado um total de 18 espécies entre
77 isolados. 15 linhagens ndo puderam ser identificadas por MALDI TOF e estdo
indicadas como (---), as identificacdes foram listadas no Quadro 1. Dentre as identificadas
foram 11 bactérias Gram-positivas e 7 bactérias Gram-negativas. Houve também
presenca de fungos entre os isolados endofiticos, mas ndo entraram neste estudo. Em
complemento, nem todos os isolados foram identificados pela técnica e estdo informados.

Quadro 1 — Isolamento de endofitos extraidos de maxixe-do- norte cultivadas em
diferentes concetragcfes de OLUC

Local do Género
isolamento

Bacillus cereus_thurigiensis P_G_III
Bacillus mycoides PG VI

Bacillus cereus_thurigiensis P_G_III
Micrococcus luteus
Enterobacter hormaechei
Bacillus cereus_thurigiensis P_G_IV
Bacillus cereus_thurigiensis P_G_III
Priestia flex
Enterobacter hormaechei
Bacillus cereus_thurigiensis_ P_G_III
Bacillus cereus_thurigiensis_P_G_IlI
Acinetobacter radioresistens
Pseudomonas mendocina
Bacillus cereus_thurigiensis_P_G_IlI
Enterobacter hormaechei
Enterobacter hormaechei
Bacillus cereus_thurigiensis P_G_V

CAULE A
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Priestia flexa

Bacillus cereus_thurigiensis_P_G_III

Bacillus cereus_thurigiensis_P_G_IV

FOLHA A

Bacillus cereus_thuringiensis_ P G_III

Bacillus cereus_thuringiensis_P G_V

Lysinibacillus fusiformis

Pseudomonas stutzeri

Bacillus cereus_thuringiensis_P G_III

Micrococcus luteus

Lysinibacillus fusiformis

Paenibacillus apiarius

Bacillus cereus_thuringiensis P G_III

CAULE B

Enterobacter hormaechei

Priestia flex

Pseudomonas aeruginosa

FOLHA B

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa

Bacillus cereus_thurigiensis P_G_IV

Paenibacillus taiwanensis

Bacillus cereus_thurigiensis P_G_IV

Bacillus cereus_thurigiensis_ P_G_III

Lysinibacillus fusiformis

CAULEC

Bacillus cereus_thurigiensis_P_G_Ill e IV

Moraxella osloensis

Bacillus cereus_thurigiensis_ P_G_III

Bacillus pumilus

Brevibacterium casei

Bacillus cereus_thurigiensis_P_G_IlI

FOLHAC

Enterobacter hormaechei

Bacillus subtilis

Bacillus cereus_thurigiensis_ P_G_III

Bacillus cereus_thurigiensis_P_G_IlI

19



Enterobacter hormaechei
Bacillus cereus_thurigiensis_P_G_III
Bacillus cereus_thurigiensis P_G_IV

Staphylococcus saprophyticus

CAULED
Bacillus cereus_thurigiensis_P_G_III
Bacillus cereus_thurigiensis_P_G_III
Bacillus cereus_thurigiensis P_G_IV
Bacillus cereus_thurigiensis_P_G_IV
Bacillus cereus_thurigiensis P_G_III
FOLHA D

Staphylococcus saprophyticus

Enterobacter cloacae

Ca: caule do tratamento A; Fa: folha no tratamento A; Cb: caule no tratamento B; Fc: folha no
tratamento B; Cc: caule no tratamento C; Fc: folha no tratamento C; Cd: caule no tratamento D; Fd:
folha no tratamento D. (----). Fonte: a autora.

O género mais abundante, ou seja, 0 que esteve mais presente em diferentes
tratamentos foi Bacillus. Integrantes do género, como B. pumilus, B. cereus / B.
thuringiensis e B. mycoides foram identificados, além disso, houve indicativo de
producdo de biossurfactantes e do potencial de biodegradacéo de hidrocarbonetos.

A identificacdo por MALDI-TOF resultou em Bacillus cereus/thuringiensis com
classificacdo nos subgrupos 1l e IV. Essa nomenclatura reflete a dificuldade da técnica
em diferenciar membros filogenética e gendbmicamente muito préximos, a ponto de
muitos autores considerarem ambos dentro de um complexo de espécies chamado
Bacillus cereus sensu lato (Schmid et al., 2021) que engloba espécies como B. cereus, B.
thuringiensis e B. anthracis (Ehling-Schulz et al., 2019). Para afirmar com preciséo a
espécie, sdo necessarias andlises complementares, como sequenciamento de genes
marcadores ou gendmica comparativa (Manzulli et al., 2021; Muigg et al., 2022).

B. cereus sensu lato ou grupo Bacillus cereus consiste em bactérias aerdbicas
Gram-positivas, em forma de bastonete, formadoras de esporos, que sdo amplamente
distribuidas em ambientes naturais. Além disso, as bactérias do grupo B. cereus produzem
varias enzimas e metabolitos valiosos e amplamente estudados, como biossurfactantes
lipopeptidicos e surfactina, além disso, degradam diferentes tipos de poluentes e
promovem o crescimento de de plantas (Wu et al., 2019; Schmid et al., 2021; Arora et al,
2024).

De modo geral, Bacillus cereus/thuringiensis ocorreu em todos os tratamentos,

apontando para sua ampla tolerancia e possivel papel-chave como endéfito em diferentes
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condicdes de contaminacao (Kusuma et al., 2009; Khalaf e Raizada, 2016; Kurnia et al.,
2018; Tuhuloula et al., 2019).

Os testes tinham por objetivo detectar potencial hidrocarbonoclésticos dos
isolados endofiticos. O Ezs variou de 19 a 61%, enquanto um percentual de
aproximadamente 40% desses isolados, produziram um espalhamento acentuado da gota
do 6leo (+++). Os resultados dos testes de indice de emulsificagio e deslocamento de
6leo estdo sumarizados na Tabela 3.

Tabela 3 — Resultados dos testes de indice de emulsificacio e deslocamento de 6leo.

Espécie Média E.« Deslocamento Degradacéo do
(%) de 6leo oLuUC
Bacillus cereus/thurigiensis 11 56 +++ +4++
Bacillus cereus/thurigiensis IV 58 +++ ++
Bacillus mycoides 41 ++
Micrococcus luteus 38 +++
Enterobacter hormaechei 61 ++ +++
Priestia flex 59 ++ +++
Acinetobacter radioresistens 47 + +++
Pseudomonas mendocina 57 ++ +++
Lysinibacillus fusiformis 49 +++ +++
Pseudomonas stutzeri 51 ++ +++
Bacillus pumilus 35 +++ +++
Paenibacillus apiarus 41 +++ +++
Pseudomonas aeruginosa 46 ++ +++
Moraxella osloensis 37 ++ +4++
Brevibacterium caseli 30 ++ +++
Staphylococcus saprophyticus 46 ++ +++
Enterobacter cloacae 50 +++ +++
Bacillus subtilis 47 ++ +4++
ESPCA3 38 +++ +++
ESPCA4 31 +++ +++
ESPCA13 25 +++ 4+
ESPCA18 27 ++ o+
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ESPCA21 36 ++ +++

ESPFA10 26 + it
ESPCB3 23 +++ —
ESPCB6 22 +++ —
ESPFB1 19 +++

ESPFB3 35 ++ i+
ESPFB4 51 +++ —
ESPFC2 25 ++
ESPFC6 38 ++

ESPCC4X 40 ++ 4+
ESPCD2 23 +
Caldo nutriente + dleo 26 ++
Agua + 6leo 0 0

Teste de emulsificacdo. Teste de espalhamento: de acordo com o nivel de espalhamento do 6leo, +++
indicando muito espalhado; ++ indicando moderadamente espalhado; + indicando levemente espalhado; 0
ndo houve espalhamento. Controle (-): indica apenas meio nutriente, sem in6culo. Teste de Biodegradagdo
do OLUC: sim, se houve atividade metabdlica positiva indicada pela coloragéo da resazurina e ndo, se ndo
houve indicagdo de atividade metabdlica. Teste de degradacdo do OLUC: +++ indicando alteragdo na cor
da resarzurina; --- indicando auséncia de mudanca de cor.

Os resultados dos testes de emulsificacdo e deslocamento indicam que varias das
bactérias isoladas possuem potencial para producdo de biossurfactantes. Destacam-se 0s
representantes do complexo B. cereus, grupos Ill e 1V, E. hormaechei e E. cloacae, P.
aeruginosa, P, stutzeri e P. mendocina, Lysinibacillus fusiformis, Priestia flex e o isolado
ESFB6, que apresentaram indices de emulsificacdo acima ou proximos de 50%, além de
reacOes positivas no teste de deslocamento, sugerindo producdo de biossurfactantes.
Compostos capazes de reduzir a tenséo superficial e estabilizar emulsdes.

Vinte de trés isolados apresentaram crescimento em meio mineral suplementado
com oOleo lubrificante como Unica fonte de carbono, evidenciando sua capacidade de
metabolizar hidrocarbonetos. Esse crescimento foi verificado visualmente pela reducao
do meio devida a atividade metabolica, evidenciada pela resazurina confirmando que os
isolados possuem potencial degradador indicados no Topico 5.1.5. Diversos pogos
apresentaram crescimento visivel consideravel como apresentados na Figura 15
(H7/H8/H9: Bacillus subtilis).

Entre as bactérias testadas, destacaram-se Bacillus cereus/thurigiensis IlI,

Enterobacter hormaechei, Acinetobacter radioresistens, Pseudomonas mendocina,
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Lysinibacillus  fusiformis, Paenibacillus apiarus, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus saprophyticus, cujos indices de emulsificacdo foram superiores 50 %,
deslocamento intenso e crescimento visivel, 0 que sugere maior adaptacdo metabolica ao
uso do 6leo como substrato.

Nove isolados ndo apresentaram crescimento em meio mineral contendo 6leo
lubrificante como Unica fonte de carbono, evidenciado pela auséncia de alteragdo na cor
da resazurina. Isso indica auséncia de capacidade de metabolizacdo direta de

hidrocarbonetos para as condi¢des testadas.

Figura 4 — Microgotas de A1/A2/A3: Bacillus cereus; A4/A5/A6: Bacillus cereus;
AT/A8/A9; Bacillus mycoides; A10/A11/A12: Micrococcus luteus; - B1/B2/B3:
Enterobacter hormaechei; B4: Priestia flex.

Fonte: a autora (2025)
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Figura 5 — B5/BG6; Priestia flex; B7B8/B9: Acinetobacter radioresistens;
B10/B11/B12: Pseudomonas mendocina

Fonte: a autora (2025)

Figura 6 — — C1/C2/C3: Lysinibacillus fusiformis; C4/C5/C6: Pseudomonas stutzeri
C7/C8 Bacillus pumilus

Fonte: a autora
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Figura 7 — C9: Bacillus pumilus; C10/C11/C12: Paenibacillus apiarus; D1/D2/D3:
Pseudomonas aeruginosa; D4: Moraxella osloensis

Fonte: a autora (2025)

Figura 8 — D5/D6: Moraxella osloensi; D7/D8/D9: Brevibacterium casei;
D10/D11/D12: Staphylococcus saprophyticus

Fonte: a autora (2025)

Figura 9: E1/E2 /E3: Enterobacter cloacae; E4/E5/E6: ESPCA3; E7/E8: ESPCA4

25



Fonte: a autora (2025)

Figura 10 — E9:ESPCA4; E10/E11/E12: ESPCA13; F1/F2/F3: Bacillus cereus. F4:
ESPCA21

Fonte: a autora (2025)

Figura 11 - F5/F6: ESPCA21; F7/F8/F9:ESPFA10; F10/F11/F12:ESPCB3
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Fonte: a autora (2025)

Figura 12 — G1/G2/G3: ESPCB6; G4/G5/G6:ESPFB1; G7/G8:ESPFB3

Fonte: a autora (2025)

Figura 13 — G9: ESPFB3; G10/G11/G12:ESPFB4; H1/H2/H3: Lysinibacillus
fusiformis; H4: ESPFC2
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Fonte: a autora (2025)

Figura 14 — H5/H6:ESPBFC2 H7/H8/H9: Bacillus subtilis; H10/H11/H12:
Enterobacter hormaechaei;

Fonte: a autora (2025)

Figura 15 - A--1/A--2/A--3: ESPFC6; A--4/A--5/A--6: ESPCC4X; A--7T/A—8:
ESPCD2
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Fonte: a autora (2025)

No presente estudo, foram isoladas linhagens endofiticas bacterianas, de C.
anguria cultivado em matriz contaminada por OLUC, e, investigadas quanto ao seu
potencial de degradacdo de Gleo lubrificante e producdo de biossurfactantes. Ao
comparar a abundancia de géneros endofiticos detectados no maxixe -do-norte cultivado
em solo contaminado com dados de outros trabalhos, observou-se a ocorréncia de grupos
previamente associados a ambientes poluidos (Lumactud et al., 2016), reconhecidos pelo
metabolismo e genes relacionados a tolerancia e ao aproveitamento de hidrocarbonetos
(Karas et al., 2021).

Enddéfitos com capacidade de degradar hidrocarbonetos representam recursos
biotecnoldgicos valiosos para o incremento da eficiéncia da fitorremediacdo, uma vez que
reduzem a toxicidade dos contaminantes, promovem maior tolerancia e crescimento
vegetal, e ampliam a degradagdo de compostos organicos em sinergia com o metabolismo
da planta (Afzal et al., 2014; Compant et al., 2019). Diferentes grupos de bacterianos
endofiticos, tanto Gram-positivos como Gram-negativos, ja foram isolados e descritos
quanto a sua atuagdo frente a poluentes orgénicos (Barros, 2017; Igbal et al., 2019; Karas
et al., 2021; Mariano et al. 2008).

A composicdo dos endofitos presentes nas plantas esta diretamente relacionada a
fatores como as caracteristicas fisico-quimicas do solo, 0 genoma do hospedeiro, o tipo
de tecido e a fase de desenvolvimento vegetal, bem como a quantidade e natureza de
contaminantes organicos presentes (Silva, 2012).

Mais de 200 espécies bacterianas podem degradar hidrocarbonetos de petréleo,
incluindo Pseudomonas, Brevibacterium, Bacillus, Acinetobacter, Staphylococcus e
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Micrococcus spp., que desempenham papéis importantes na degradacdo desses
compostos (Mekonnen et al., 2024). Esses microrganismos autoctones utilizam
estratégias adaptativas em ambientes contaminados, como mutagfes genéticas, sintese de
enzimas especificas e transferéncia horizontal de genes, o que lhes confere uma maior
versatilidade metabolica e tolerancia (Chlebek e Hupert-Kocurek, 2019).

O presente estudo teve sucesso em isolar linhagens de Bacillus, Pseudomonas sp.,
Acinetobacter sp., Micrococcus sp., Enterobacter sp., Priestia sp., Lysinibacillus sp.,
Paenibacillus sp., Brevibacterium sp., Moraxella sp. e Staphylococcus sp.

A presenca de microrganismos degradadores de hidrocarbonetos evidenciou uma
comunidade microbiana adaptada a presenca de 6leo, com predominancia de Bacillus sp.,
Pseudomonas sp., Enterobacter sp., Acinetobacter sp. e Paenibacillus sp. Em menor
quantidade, Brevibacterium sp., Moraxella sp., Lysinibacillus sp. e Priestia sp. Esse
resultado era esperado, segundo relatos anteriores sobre a presenca e capacidade
degradativa de microrganismos endofiticos em solos contaminados (Karas et al., 2021).

Entre os géneros bacterianos endofiticos mais frequentemente isolados em
diferentes hospedeiros vegetais provenientes de ambientes contaminados, destacam-se
Pseudomonas e Bacillus, ambos reconhecidos por sua ampla versatilidade metabdlica e
facilidade de cultivo (Compant et al., 2010). Burkholderia sp., Sphingomonas sp.,
Micrococcus sp., Microbacterium sp., Stenotrophomonas sp., (Ryan et al., 2008)
Azospirillum (Taghavi et al 2005), membros das Enterobacteriaceae (Enterobacter e
Pantoea) igualmente figuram entre as bactérias mais recorrentes da microbiota endofitica
descrita (Chlebek e Hupert-kocurek, 2019).

Um estudo conduzido em sedimentos de betume de Agbabu, no estado de Ondo,
Nigeéria, revelou que Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa e Micrococcus luteus,
isoladas de ambientes contaminados, foram eficientes na reducdo de hidrocarbonetos
policiclicos arométicos — PAHSs, tanto individualmente como em consorcio (Olowomofe
et al., 2019). De maneira andloga, as mesmas espécies foram isoladas como endéfitos do
maxixe -do-norte e apresentaram capacidade de utilizar hidrocarbonetos como fonte de
carbono, confirmando a relevancia desses géneros na remediacéao de solos impactados por
derivados de petroleo.

Os isolados, no presente trabalho, do complexo B. cereus dos grupos Il e IV
apresentaram 56 e 58% de Indice de emulsificacdo, respectivamente, e indicios de
producdo de biossurfactante. As linhagens isoladas do género Pseudomonas, ou seja, P.

aeruginosa, P. stutzeri e P. mendocina apresentaram resultados moderadamente positivos
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quanto a producéo de biossurfactantes, resultando em indices de emulsificacéo de 46, 38
e 50%, respectivamente. Micrococcus luteus apresentou resultados positivos quanto a
producdo de biossurfactantes, resultando em indices de emulsificacdo de 46%. Além
disso, os trés géneros foram capazes de utilizar o éleo lubrificante como fonte de carbono.

O género Bacillus é amplamente reconhecido por sua presenca como endéfito em
plantas e por sua capacidade de colonizar ambientes contaminados por hidrocarbonetos
(Karés et al., 2021), além se desenvolver em meios contendo hidrocarbonetos como Unica
fonte de carbono (Marchut-Mikolajczyk et al.,, 2018), ao exemplo de
B. thuringiensis (Olowomofe et al., 2017; Wu et al., 2019).

Em estudos anteriores, plantas como Chelidonium majus L. revelaram enddfitos
com alto potencial degradador de hidrocarbonetos, destacando-se Bacillus pumilus 2A,
que degradou dleo diesel e 6leo de motor usado. O isolado demonstrou eficiéncia na
degradacéo de n-alcanos e compostos aromaticos, incluindo benzeno e tolueno (Marchut-
Mikolajczyk et al., 2018). De semelhante modo, Bacillus mycoides foi analisado quanto
ao seu potencial de biorremediacéo, cujo resultado demonstrou sua capacidade de reduzir
as concentracdes de Hidrocarbonetos Totais de Petrdleo (Kusuma et al., 2009).

Pseudomonas sp. é amplamente reconhecido por sua diversidade, relevancia
ecoldgica e elevada adaptabilidade fisiol6gica e genética, caracteristicas que explicam
sua ampla distribuicdo em diferentes ambientes e sua presenca como endofito em distintas
espécies vegetais (Serrano, 2024). Além disso, apresenta notavel versatilidade
metabolica, podendo utilizar uma ampla gama de substratos, incluindo hidrocarbonetos
alifaticos, aliciclicos, heterociclicos e aromaticos (Salam, 2016).

Diversos estudos tém relatado linhagens de Pseudomonas sp., endofiticas com
potencial associado a degradacdo de hidrocarbonetos, destacando-se também quanto
a sua aplicacao na biorremediacédo de dleo lubrificante usado. Um exemplo € a linhagem
NMA de Pseudomonas oleovorans, que alcancou taxas de remocédo entre 98 a 99% de
6leo lubrificante usado, em apenas sete dias de incubacdo (Murti et al., 2020; Nisar et al.,
2025).

Adicionalmente, Igbal et al. (2019) isolaram 13 bactérias endofiticas a partir
de Echinochloa crus-galli e Cynodon dactylon cultivadas em solo contaminado com éleo
diesel. Dentre essas, Pseudomonas sp. J10 destacou-se por sua elevada capacidade de
degradacdo do poluente, além de apresentar atividades funcionais relevantes, como
solubilizacdo de fosfato, producdo de sideroforos, moléculas orgénicas quelantes de

ferro (Serrano, 2024), e atividade de ACC desaminase, enzima que atua reduzindo
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diversas manifestacGes de estresse, além de promover crescimento, resisténcia e maior
sobrevivéncia (Orozco-Mosqueda, et al., 2020).

Pseudomonas stutzeri é uma bactéria presente no ambiente e como patdgeno
oportunista de humanos. E frequentemente encontrada em associagio com plantas e foi
previamente descrita como produtora de biossurfactantes e com potencial de degradar
hidrocarbonetos. Foi um dos primeiros microrganismos descritos como degradador de
alcanos, bem como por metabolizar aromaticos como benzoato, naftaleno, pireno, PCBs,
fenantreno, tolueno, xileno, dentre outros (Lalucat et al., 2006).

Semelhantemente, diversos estudos analisaram o potencial de P. aeruginosa em
relagdo a producdo de biossurfactantes e degradacdo de poluentes derivados do
petroleo (Santos 2011; Cavalcanti, 2017; Pawlik et al., 2017; Obot et al., 2024), além
disso, € uma espécie frequentemente associadaa producdo de ramnolipideos e
reconhecido por seu potencial patogénico e oportunista (Lopes, 2014).

Diversos estudos recentes destacam o papel de Pseudomonas mendocina na
biodegradacdo e biorremediacdo de ambientes contaminados por hidrocarbonetos. A
linhagem P. mendocina H-3, por exemplo, foi aplicada em solos contaminados de
depdsitos petroliferos no Cazaquistao, causando uma reducao significativa nas fracoes de
6leo e degradacédo consideravel de compostos mono- e bicicloarométicos (Doszhanov et
al., 2024).

Semelhantemente, um isolado de sedimentos marinhos e dgua do Porto de Oran,
na costa da Argélia, demonstrou capacidade de crescer utilizando até 10% (v/v) de 6leo
bruto como Unica fonte de carbono, mesmo em diferentes condi¢des de salinidade, pH e
temperatura, evidenciando seu potencial em ambientes marinhos (Faiza, 2020). Além
disso, revisdes sistematicas reforcam a presenca de P. mendocina entre 0s principais
microrganismos associados a degradacdo de hidrocarbonetos em ambientes
contaminados, especialmente em solos e sedimentos poluidos (Rache-Arce et al., 2022).

Micrococcus sp. destaca-se por sua tolerancia a ambientes poluidos e pelo uso de
moléculas organicas toxicas como fontes de carbono, ja foi apontado que esse género tem
potencial para degradacgdo de hidrocarbonetos e apresenta genes catabolicos associados a
enzimas que quebram esses compostos. Sendo reconhecido como um microrganismo
potencialmente Util para processos de biorremediacéo (Olowomofe et al., 2019).

Os isolados correspondentes de P. apiarus apresentaram indices de emulsificagédo
de 41%, além da capacidade de degradacdo do OLUC e resultados positivos no

deslocamento do 6leo. B. flexus, recentemente reclassificada como Priestia flex,
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apresentou um indice de emulsificacdo de aproximadamente 33%, acompanhando pelo
teste de deslocamento que foi considerado moderadamente positivo enquanto isso,
E. hormaechei e E. cloacae, isolados dos tecidos de C. anguria, apresentaram indices de
emulsificacdo 61% e 28%, respectivamente, pode ser observado deslocamento intenso do
6leo com a adicdo do sobrenadante de E. hormaechei. P. flex, e degradacdo do OLUC
e resultados positivos no deslocamento do 6&leo, ou seja, sugestivo de producdo
de biossurfactantes.

Paenibacillus sp. inclui diversos representantes endofiticos bem documentados e
ja foi isolado de ambientes contaminados, apresentando potencial para a degradacéo de
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos — PAHs e producdo de biossurfactantes em
linhagens provenientes de petréleo bruto (Gudifia et al., 2015). Além disso, isolados
de Paenibacillus demonstraram capacidade de degradar poluentes gerados durante a
extracao, refino e transporte de petréleo e seus derivados (Grady et al., 2016).

De forma semelhante, Enterobacter hormaechei tem sido descrita como enddfito
(Tshishonga et al., 2019), enquanto isolados do complexo Enterobacter vém sendo
investigados quanto a sua capacidade de degradar fracbes petroliferas, apresentando
atividade relevante sobre diferentes hidrocarbonetos (Khanafer et al., 2017; Sui et al.,
2023). Em complemento, Enterobacter cloacae, demonstrou, em estudos experimentais
realizados em solos contaminados, a habilidade de utilizar alcanos, como o hexadecano,
como fonte de carbono, evidenciando seu potencial para aplicacdes em biorremediacao.
(Mukherjee et al., 2016) adicionalmente, o isolado E. cloacae E1, apresentou capacidade
de degradacédo de petrdleo, e um indice de atividade de emulsdo de 62% (Zarei et al.,
2021).

Priestia spp. sdo descritas na literatura como bactérias endofitas produtoras de
biossurfactantes e degradadoras de hidrocarbonetos de alcanos, dentro desse género
destaca-se Priestia megaterium ZS16, isolado que apresentou atividade surfactante em
relacdo a derivados de petréleo (Siddiqui et al., 2023). Corroborando estudos anteriores,
Priestia flexa, isolada no presente trabalhou demonstrou intensa atividade
biossurfactante, com um indice de emulsificagdo superior a 50%.

Analises genbmicas e experimentais recentes indicam potencial para degradagao
de petroleo e outros poluentes xenobioticos por Lysinibacillus sp. Em 2022 um estudo
identificou uma linhagem de Lysinibacillus sp. Y316 que foi capaz de degradar resinas
e asfaltenos, além disso, produziu biossurfactantes glicolipidicos que promoveram a

biodegradacdo em areias betuminosas (Ying et al., 2022). Outro estudo avaliou o
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potencial de L. fusiformis MGMM7 associado araiz do trigo na degradacdo de
contaminantes xenobioticos, como petrdleo bruto, fenol e corantes azo, além de conseguir
degradar até 44,55 + 5,47% de petrdleo bruto e reduzir sua toxicidade em experimentos
de solo contaminado com Lepidium sativum L. (agrido), promoveu o crescimento de
plantas em solo poluido com petréleo bruto (Diabankana et al., 2024).

Adicionalmente, Brevibacterium casei e Staphylococcus saprophyticus também
apresentaram resultados promissores quanto a producédo de biossurfactantes, evidenciado
pelos resultados do teste de emulsificacdo, de 30% e 39%, respectivamente. Em ambos
foi observado deslocamento moderado do 6leo lubrificante.

Um estudo em 2021, apontou Brevibacterium sp. como linhagem altamente
eficiente na degradacéo de 6leo e producdo de biossurfactantes. Em comparacdo com
outras espécies do mesmo estudo, Brevibacterium sp. KY283128 apresentou 0 maior
nivel de degradacéo de 6leo, degradando cerca de 97% sendo considerada adequada para
estudos com biodegradacdo em A&reas contaminadas por petroleo e refinarias de
petroleo (Zarei et al., 2021).

Em relacdo a Staphylococcus saprophyticus, seu potencial na biorremediacdo de
hidrocarbonetos através da producao de biossurfactantes tem sido avaliado. Um estudo
isolou espécimes psicrotolerantes de S. saprophyticus do Oceano Antértico, com
capacidade de degradar o surfactante anidnico SDS em concentracgdes elevadas, cerca de
88,9 % a 100 mg-L', a 20 °C e pH 7 (Arora et al., 2024).

Outro estudo demonstrou que S. saprophyticus isolado de solo contaminado com
hidrocarbonetos foi eficaz na degradacéo de 6leo de motor como Unica fonte de carbono,
produzindo um biossurfactante glicolipidico. Além disso, o isolado foi empregado em
células microbianas de combustivel com &nodo modificado com nanoparticulas de Fe2Os,
resultando em uma taxa de degradacdo de 93 % e densidade de poténcia de 10,2 W/m3, o
que evidencia a viabilidade de biorremediacdo e recuperagdo de energia
simultaneas (Naaz et al., 2024).

Moraxella osloensis foi isolada de forma pontual nas amostras, ndo é uma espécie
que figura dentre 0s grupos mais classicos para degradacdo de compostos e
hidrocarbonetos. Entretanto, estudos recentes tém demonstrado que Moraxella spp.,
incluindo M. osloensis, apresentam potencial metabolico para a degradacdo de
substancias complexos e xenobidticos, como surfactantes e compostos aromaticos, além
de indicios que sugerem a producdo de biossurfactantes. Especificamente, M. osloensis

foi descrita degradadora de corantes téxteis de dificil quebra, atingindo taxas de remocao
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superiores a 80%, além de utilizar acrilamida como unica fonte de carbono e nitrogénio,
demonstrando adaptabilidade metabdlica e producdo de enzimas especificas (Emmanuel
et al., 2013; Sharma et al., 2009).

Adicionalmente, estudos com consorcios microbianos mostraram que linhagens
de Moraxella sp. possuem capacidade de emulsificacdo de hidrocarbonetos, como xileno,
sugerindo que o género pode contribuir tanto para a mobilizagdo como para a
biodegradacao de fraces presentes em déleos e combustiveis (Barros, 2017). Esses dados
sustentam a hipdtese de que M. osloensis isolada de solos contaminados pode ter
relevancia na biorremediacdo de ambientes impactados por hidrocarbonetos. No presente
trabalho M. osloensis apresentou Indice de emulsificacio de 34% e promoveu
deslocamento moderado do 6leo.

Vale destacar que os ambientes contaminados submetem as bactérias do solo e da
rizosfera a fortes pressdes seletivas, como alta concentracdo de poluentes. Dessa forma,
bactérias adaptadas podem migrar para o interior dos tecidos vegetais, onde a
concentracdo de contaminantes é significativamente menor e as condi¢des ambientais sao
mais estaveis, embora ainda com estresses oxidativos e metabdlicos, permitindo sua
permanéncia (Ma et al., 2016). Essa translocacdo pode representar uma estratégia de
sobrevivéncia microbiana, ao mesmo tempo em que contribui para a adaptagao da planta
ao estresse quimico (Wu et al., 2019; Qiao et al., 2025).

Os 9 isolados que ndo apresentaram crescimento em meio mineral contendo 6leo
lubrificante como Unica fonte de carbono, indicado pela cor da resazurina, evidenciam a
incapacidade de metabolizacao direta de hidrocarbonetos para as condicOes testadas. Essa
limitacdo sugere que essas bactérias podem depender de co-substratos, de interacdes com
outros microrganismos ou ndo possuem vias metabdlicas para utilizacdo de éleo como
fonte exclusiva de carbono.

A comunidade endofitica isolada mostrou um padrdo coerente com selegcdo por
contaminacéo: o tratamento A, com 20% de OLUC, apresentou maior riqueza de isolados
e uma maior frequéncia de géneros classicos ligados a degradacdo de hidrocarbonetos
como Pseudomonas, Enterobacter e Acinetobacter. O que corresponde a estudos que
documentam a composic¢ao da microbiota em solos contaminados (Lumactud et al., 2018;
Yousaf et al., 2011; Wu et al., 2019).

No tratamento B, com 2% de OLUC, observou-se menor diversidade, porém com
predominancia de Pseudomonas aeruginosa, corroborando sua importancia como

degradadora versatil em concentraces intermediarias de poluentes (Onbasili et al.,
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2011). Ja o tratamento C, com 0,2% de OLUC demonstrou uma comunidade mista, na
qual Bacillus ainda se destacaram, mas foram acompanhados de espécies como Moraxella
osloensis e Brevibacterium casei.

O tratamento D, com auséncia de contaminacdo por 6leo lubrificante apresentou
pouca diversidade bacteriana quando comparada com os outros tratamentos. 1sso pode se
dar devido a selecdo de linhagens com maior tolerancia e com perfis metabdlicos que
permitam o uso do OLUC como fonte de carbono (Kéras et al., 2021). Adicionalmente,
0 estabelecimento de novos nichos metabodlicos para microrganismos degradadores pode
ter contribuido para o aumento da diversidade local de espécies especialistas nos
tratamentos com presenga do contaminante. A ndo contaminacdo e auséncia de estresse
quimico podem ter favorecido uma configuracdo microbiana de espécies endofiticas mais
generalista (Shi et al., 2022).

Ja foi relatada na literatura a alteracdo na composi¢do da microbiota em solos
contaminados em relagdo com solos sem poluentes, nos quais, foi demonstrado que 0s
géneros dominantes no solo mudaram e a abundancia relativa de grupos bacterianos
degradadores aumentou (Lumactud et al., 2016). A concentracdo de poluentes cria
regides, nas quais determinados grupos tolerantes, especializados e adaptados proliferam,
enquanto em areas com menor nivel ou sem poluicdo, predominam grupos menos
tolerantes (Kracmarova-Farren et al., 2023). Pois, menor estresse ou auséncia de
contaminantes tendem a favorecer uma microbiota generalista com ampla amplitude de
nicho, sem adaptacdes especificas para a presenca de contaminantes, devido a reducdo na
pressdo seletiva, enquanto ambientes contaminados conduzem a uma selecdo de
especialistas tolerantes ou degradadores dos contaminantes (Qi et al., 2022).

Grande parte dos taxons observados sdo associados, na literatura, a degradacédo de
hidrocarbonetos. Vale ressaltar que espécies degradadoras séo frequentemente associadas
a transferéncia horizontal de genes, 0 que poderia aumentar a abundancia de genes
funcionais, como alkB, nah, rhl, no ambiente, permitindo a permanéncia de espécies em
um ambiente, ndo apenas nutricionalmente rico, mas também com nutrientes
biodisponiveis devido a presenga e producdo de biossurfactantes (Yousaf et al., 2011;
Olowomofe et al., 2019).

Vale destacar as limitagdes metodologicas oriundas dos perfis bacterianos
obtidos, os quais sdo dependentes de isolamento em cultura. Ou seja, microrganismos
facilmente cultivaveis sdo favorecidos em detrimento de fastidiosos e ndo cultivaveis, o

que poderia subestimar taxacoes.
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Os isolados endofiticos do maxixe-do-norte (C. anguria) apresentaram
crescimento em meio mineral suplementado com dleo lubrificante como Unica fonte de
carbono. Os resultados que varios dos microrganismos associados ao maxixe-do-norte
possuem capacidade de adaptacdo e degradacdo de Oleo lubrificante, corroborando
estudos prévios sobre microbiota de plantas em solos contaminados (Umar et al., 2013;
Ekanem e Ogunjobi, 2017). A predominancia de Bacillus e Pseudomonas, reforca o papel
desses géneros na biodegradacédo de hidrocarbonetos complexos (Kurnia et al., 2018;
Nisar et al., 2025).

C. anguria € uma planta de cultivo rapido e relativamente simples, amplamente
utilizada na regido Nordeste e bem adaptada as condic6es climaticas locais. Além de seu
valor regional, a espécie apresentou capacidade de hospedar uma diversidade de
microrganismos endofiticos e de tolerar ambientes adversos, caracteristicas que a
destacam como um modelo promissor de estudo dentro das cucurbitaceas (Cheema et al.,
2015; Khalaf e Raizada, 2016; Lumactud et al., 2016).

E importante ressaltar que em razdo do potencial de transferéncia de
hidrocarbonetos e de bioacumulacdo de compostos associados ao 6leo lubrificante para
tecidos vegetais como metais, os frutos de C. anguria cultivados nas parcelas
contaminadas ndo devem ser consumidos até que analises confirmem concentragdes
dentro de limites seguros (Liu, et al. 2024). Estudos prévios mostram bioacumulacéo de
HPAs em partes aéreas de plantas expostas a contaminantes petroliferos (Meudec et al.,
2006).

Estudos recentes indicaram que todas as partes aéreas das plantas, folhas, frutos,
sementes, caules e flores podem bioacumular hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(HPAS), bem como outros compostos associados a Oleos lubrificantes, como metais
pesados (Ma et al., 2016; Bhardwaj, 2025). Esse processo pode ocorrer via deposicao
atmosférica ou por translocacdo interna, além disso, o nivel da bioacumulacdo é
multifatorial, se relacionando com fatores interligados como: espécie vegetal,
propriedades do contaminante, como peso molecular e hidrofobicidade. Os HPAs de
baixa massa molecular tendem ser mais facilmente absorvidos e translocados para partes
aéreas enquanto os de alta massa molecular acumulam mais nas raizes e narizosfera. (Cao
etal., 2024).

Adicionalmente, intereferem também caracteristicas associadas a fisiologia
vegetal como o contetdo lipidico e ceroso das folhas e frutos, pois quanto maior a

quantidade de lipidios maior sera a afinidade do tecido para compostos hidrofébicos

37



(Meudec et al., 2006; Molina; Segura, 2021). Outros fatores como taxa de transpiracao,
arquitetura radicular, area de contato com solo contaminado, tricomas, cuticula e ceras,
matéria organica do solo, pH, umidade e microbiota rizosférica também estéo ligados
(Sampaio, 2015; Lietal., 2017). Logo, a variacao é diretamente relacionada com o género
e a espécie, portanto plantas expostas ao mesmo solo podem apresentar perfis de
acumulacdo distintos (Tarigholizadeh et al., 2024).

Apesar do potencial promissor, a aplicabilidade em larga escala ainda enfrenta
limitacBes, como a variabilidade entre os isolados e a dependéncia das condicbes
ambientais. Além disso, o trabalho foi conduzido em condi¢cdes controladas de
laboratério, o que nédo reflete plenamente a complexidade e variabilidade de ambientes
naturais contaminados, onde fatores como pH, disponibilidade de nutrientes, umidade e
presenca de poluentes mistos podem interferir na tolerancia das plantas e dos
microrganismos associados (Umar et al., 2013).

Adicionalmente, a identificacdo dos isolados foi baseada em caracterizagdes
fenotipicas e funcionais, ndo abrangendo analises moleculares mais detalhadas que
poderiam revelar genes especificos de degradacdo, como alkB, CYP153 e pah (Karas et
al., 2021). Para pesquisas futuras, recomenda-se a realizacao de experimentos em escala
de campo para avaliar a aplicabilidade pratica da técnica, bem como a utilizagdo de
ferramentas gendmicas e metagendmicas para a caracterizagdo dos isolados.

E importante observar que foram identificados, por MALDI-TOF,
microrganismos endogenos no OLUC utilizado no presente trabalho. Agrupados como
Kocuria flava, Bacillus mycoides e Bacillus cereus/thuringiensis, possivelmente ja
adaptados a esse tipo de substrato, e, utilizando 0 OLUC como Unica fonte de carbono.
As 3 espécies ja foram descritas na literatura como degradadores de hidrocarbonetos
(Kéras et al., 2021; Sakshi e Haritash, 2021; Chlebek e Hupert-kocurek, 2019).

Isso implica que a atividade metabdlica detectada pela resazurina ndo pode ser
atribuida exclusivamente as bactérias endofiticas inoculadas, podendo refletir tanto o
metabolismo das bactérias inoculadas como presentes no éleo (Kusuma et al., 2009;
Kurnia et al., 2018; Tuhuloula et al., 2019). Entretanto, os resultados do teste de
microgotas fornecem indicios de que a sobrevivéncia indicada pela resarzurina possa ser
dos microrganismos endofiticos inoculados, devido a presenca de diversos resultados
negativos, ou seja, sem presenca de atividade metabolica nem pelos endofiticos nem pelos

enddgenos.
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Outra hipdtese seria a atividade sinérgica entre algumas especies, na qual, um
microrganismo poderia favorecer a biodisponibilidade dos componentes do OLUC
enquanto outra realiza a degradagdo efetiva desses componentes, favorecendo a
sobrevivéncia conjunta (Barros, 2017; Olowomofe et al., 2019; Siddiqui et al., 2023;
Taleshpur et al., 2025).

Esses microrganismos podem ter desempenhado um papel na colonizagdo dos
tecidos de C. anguria e, potencialmente, na contribuicdo para a comunidade endofitica
por meio da transferéncia de genes envolvidos nos processos de biodegradacéo do 6leo
(Taghavi et al., 2005). Além, disso, as populacdes autdctones do Oleo podem ter
contribuido de outras formas: competindo diretamente pelos recursos, inibindo o
crescimento das linhagens inoculadas, estabelecendo interagcdes sinérgicas que
favoreceram a biodisponibilizacdo de compostos, ou mesmo dominando a comunidade
final (Afzal et al., 2014; Qiao et al. 2025).

A producdo de biossurfactantes por alguns dos isolados endofiticos sugere um
potencial de permanéncia e atividade metabolica em meio ao Oleo. Isto pode estar
associado a resposta com o revelador resazurina (Marchut-Mikolajczyk et al., 2018),
indicando a participacdo dessas bactérias no processo de utilizacdo do contaminante.

Assim, embora os resultados apontem atividade microbiana, ndo € possivel
discernir, nesta etapa, 0 quanto essa resposta se deveu as bactérias introduzidas ou as
nativas do Oleo. Essa limitacdo deve ser considerada na interpretacdo dos dados, sendo
recomendada, em trabalhos futuros, a realizacdo de ensaios com éleo previamente
esterilizado ou identificagdo taxondmica da comunidade bacteriana final.

A selecdo de linhagens, consorcios endofiticos mais eficientes e analises da
interacdo dos enddfitos com outros contaminantes presentes no solo, como metais
pesados, aliadas ao avanco de tecnologias de inoculacdo e ao uso de plantas de féacil
manejo poderdo contribuir para consolidar o uso de microrganismos associados a plantas,
como o maxixe-do-norte, em programas de recuperacdo de areas impactadas por 6leo

lubrificante e outros derivados do petréleo.

5. CONCLUSAO

Os resultados do presente trabalho indicaram que microrganismos endofiticos

isolados do maxixe-do-norte (C. anguria), cultivado em ambiente contaminado por
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hidrocarbonetos de 6leo lubrificante usado (OLUC), possuem capacidade de atuar em
estratégias de degradacdo, evidenciando o potencial da associagdo planta—microrganismo
na biorremediagdo de solos contaminados. O uso de enddfitos com essa habilidade, em
estratégias de fitorremediacao assistida, representa uma alternativa sustentavel e de baixo
impacto ambiental frente as técnicas tradicionais. Dessa forma, C. anguria se destaca
como uma espécie de interesse biotecnoldgico, com viabilidade para aplicacdo em

estratégias inovadoras de recuperacao de &reas impactadas por hidrocarboneto.
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