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RESUMO

A contaminacdo por hidrocarbonetos da industria petroquimica ¢ uma preocupagao
mundial, sendo a micorremediagio uma tecnologia promissora. Neste estudo foi
investigado o potencial do crescimento de Aspergillus niger AN400 em ambiente salino, na
presenca de BTEX. Em testes de halotolerancia em placas de Petri, comparou-se seu
crescimento em agua do mar sintética agar (ASW), Czapeck e Sabouraud com adicao de
NaCl (0%o, 5%o, 10%o0, 20%0 ¢ 30%o0, m/v). ASW recebeu glicose (0,5 ¢ 5 g/L) e fonte de
nitrogénio (0,02 g/L), extrato de levedura ou cloreto de amonio. A melhor resposta do
crescimento das coldnias foi em ASW com 0,5 g/L de glicose, com 2,96 + 0,03 cm/dia e
2,17+ 0,26 cm/dia, para extrato de levedura e cloreto de amonio, respectivamente.
Adicionando-se BTEX (1200 pg/L e 4000 pg/L), nas mesmas condi¢des, foram de 0,67 +
0,36 cm/dia e 0,41 + 0,37 cm/dia, nas placas com extrato de levedura, ¢ 0,05 + 0,01 cm/dia
e 1,32 + 0,43 cm/dia, respectivamente, nas placas com cloreto de amonio. Posteriormente,
em reatores em batelada (200 mL) contendo meio aquoso com glicose (0,5 g/L) e cloreto de
amoénio (0,02 g/L), testou-se quatro condicdes: controle (RC), fungo sem cossubstrato
(RF), fungo + glicose (RFG) e fungo + etanol (RFE), monitorando-se pH, fenois, atividade
de lacase, DQO bruta e filtrada ao longo de 120 h. 4. niger apresentou metabolismo ativo
no meio, com destaque para o estimulo diferenciado de enzimas oxidativas pelos
cossubstratos. RFG apresentou maior remogao de fendis (39,40%, 120 h) e atividade lacase
maxima de 0,0040 U/L (48 h), enquanto em RFE, a maior atividade de lacase foi de
0,0520 U/L (24 h), com remoc¢ao maxima de fenois de 30,87% (48 h). Ao final, ndo foram
detectados BTEX nos reatores bioticos, exceto xilenos em RC. A diminuicdo da DQO
filtrada e o aumento da DQO bruta, indicou indiretamente crescimento de biomassa nos
reatores bioticos. A maior remocao de DQO filtrada nos reatores RF (87,40%), em 120 h,
de modo que em RFG (31,25%) e RFE (19,87%), possivelmente, a menor remog¢ao foi
devido maior formacgdo de EPS e outros metabolitos estimulados pela disponibilidade de
glicose e etanol. Os dados apontam para o potencial da cepa Aspergillus niger AN400 para
aplicacdo na biorremediagcdo envolvendo condi¢des salinas e presenca de hidrocarbonetos

aromaticos, recomendando-se otimiza¢do do processo em estudos futuros.

Palavras-chave: Biotratamento. Fungos filamentosos. Hidrocarbonetos aromaticos.

Efluentes salinos.



ABSTRACT

Hydrocarbon contamination from the petrochemical industry is a global concern, and
mycoremediation has emerged as a promising technology. This study investigated the growth
potential of Aspergillus niger AN400 under saline conditions in the presence of BTEX.
Halotolerance assays on Petri dishes compared colony growth in synthetic seawater agar
(ASW), Czapek, and Sabouraud media supplemented with NaCl (0%o, 5%o, 10%o, 20%0, and
30%o0, m/v). ASW was enriched with glucose (0.5 or 5 g/L) and nitrogen sources (0.02 g/L
yeast extract or ammonium chloride). The best colony growth was observed in ASW with 0.5
g/L glucose, reaching 2.96 + 0.03 cm/day and 2.17 + 0.26 cm/day for yeast extract and
ammonium chloride, respectively. With BTEX addition (1200 and 4000 ug/L), growth rates
decreased to 0.67 + 0.36 cm/day and 0.41 = 0.37 cm/day in yeast extract plates, and 0.05 +
0.01 cm/day and 1.32 + 0.43 cm/day in ammonium chloride plates. Batch reactors (200 mL)
containing ASW with glucose (0.5 g/L) and ammonium chloride (0.02 g/L) were then tested
under four conditions: control (RC), fungus without co-substrate (RF), fungus + glucose
(RFG), and fungus + ethanol (RFE). pH, phenols, laccase activity, and COD (total and
filtered) were monitored for 120 h. 4. niger maintained active metabolism, with co-substrates
differentially stimulating oxidative enzymes. RFG showed the highest phenol removal
(39.40% at 120 h) and maximum laccase activity of 0.0040 U/L (48 h), whereas RFE reached
higher laccase activity (0.0520 U/L at 24 h) but lower phenol removal (30.87% at 48 h). At
the end, BTEX were not detected in biotic reactors, except xylenes in RC. COD trends
suggested biomass growth, with greater filtered COD removal in RF (87.40% at 120 h)
compared to RFG (31.25%) and RFE (19.87%), likely due to increased EPS and secondary
metabolites in the latter. Overall, the results demonstrate the potential of A. niger AN400 for
bioremediation under saline conditions with aromatic hydrocarbons, although process

optimization is recommended for future applications.

Keywords: Biotreatment. Filamentous fungi. Aromatic hydrocarbons. Saline effluents.
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1 INTRODUCAO

A crescente demanda por petroleo bruto continua a resultar na liberagdo de
hidrocarbonetos no meio ambiente durante processos como extragdo, transporte, refino e
armazenamento, contribuindo significativamente para a contamina¢do do solo e da agua,
influenciando negativamente a saude publica (Johnston; Lim; Roh, 2019; Majeed; Shwan,;
Rashid, 2025).

Esses hidrocarbonetos formam uma mistura complexa de compostos organicos,
incluindo alcanos, aromaticos, resinas e asfaltenos, dentre os quais se destacam benzeno,
tolueno, etilbenzeno e xileno (BTEX), que, devido sua volatilidade e toxicidade,
representam um risco significativo a seguranca alimentar e a qualidade da agua potavel
(Silas et al. 2020; Gomes et al. 2023).

Embora a infiltracdo natural de petroleo bruto seja milenar, estudos recentes
demonstram que mais de 90% das manchas de 6leo cronicas nos oceanos sdo resultantes de
atividades humanas, como vazamentos de navios, plataformas e escoamento urbano,
evidenciando o impacto significativo das acdes antropogénicas na polui¢ao marinha (Dong
et al. 2022). Em 2023, o consumo global de petroleo atingiu aproximadamente 4,53 bilhdes
de toneladas métricas, representando um aumento de 2,45% em relag@o ao ano anterior. Esse
crescimento continuo reflete a dependéncia significativa da economia mundial em relag¢do ao
petroleo e seus derivados. Consequentemente, derramamentos acidentais ao longo da cadeia
produtiva tornam-se inevitaveis, destacando a necessidade de praticas mais sustentaveis e
seguras no setor (STATISTA, 2024).

Apesar de processos naturais como evaporacdo, dissolucdo, foto-oxidacdo e
emulsificagdo contribuirem para a atenuacdo de hidrocarbonetos, apenas a biodegradagao
microbiana € capaz de promover a mineralizagdo completa dessas moléculas — convertendo
fragdes organicas complexas em didxido de carbono, 4gua e biomassa e, assim, encerrando
seu ciclo como poluentes ambientais. Revisdes e estudos recentes demonstram que
microrganismos especializados ativam vias catabodlicas especificas e redes enzimaticas que
permitem a oxidacdo completa de fragdes alifaticas e aromaticas, enquanto processos
abidticos frequentemente levam apenas a transformagdo parcial ou redistribui¢do do
contaminante no ambiente. Essas diferencas fundamentam a importancia da biorremediacao
como estratégia primaria para atenuacao de hidrocarbonetos em meios aquaticos e terrestres

(Lawniczak et al. 2020; Rabus e Wilkes, 2020; Mekonnen; Aragaw; Genet, 2024).
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Diversos microrganismos possuem a capacidade de metabolizar hidrocarbonetos
como fonte de energia (Prince, 2019; Prince; Amande; Mcgenity, 2019), dentre eles, os
fungos apresentam resisténcia a condigdes ambientais adversas € a producao de enzimas
extracelulares, como lacases, peroxidases e oxidorredutases, que facilitam a degradagdo de
compostos organicos complexos (Akhtar; Mannan, 2020; Vaksmaa et al. 2023; Da Silva et
al. 2023; Dinakarkumar ef al. 2024). Dentro desse grupo, Aspergillus niger destaca-se pela
ampla distribuicdo em ambientes naturais e por sua tolerdncia a variacdes extremas de
temperatura ¢ pH, podendo crescer entre < 3,5 a valores > 9,0, evidenciando grande
amplitude de tolerdncia ao pH. Além disso, estudos contemporaneos documentam sua
capacidade de crescer e reproduzir-se em uma ampla faixa térmica, tipicamente relatada na
literatura entre 6 e 47 °C (Zakaria, 2024; Thegarathah et al. 2024; Simonovi¢ova et al.
2025).

Apesar dos avancos no estudo da biodegradacao de hidrocarbonetos, os mecanismos
envolvidos nesse processo em ambientes salinos ainda permanecem pouco explorados. Essa
lacuna ¢ especialmente relevante porque muitos despejos industriais e efluentes
contaminados com BTEX apresentam alta salinidade, como a agua produzida na extragdao de
petroleo e efluentes da industria petroquimica. Além disso, o proprio ambiente marinho pode
ser impactado por derramamentos de petroleo e derivados, tornando necessaria a busca por
microrganismos halotolerantes capazes de atuar nessas condic¢des. Estudos recentes reforcam
essa necessidade, destacando que a biodegradagao em meios salinos ainda enfrenta desafios
significativos, mas que espécies halotolerantes, como fungos do género Aspergillus,
apresentam grande potencial de aplicacdo (Jimoh; Ikhimiukor; Adeleke, 2022; Rodrigues et
al. 2025).

Embora estudos anteriores tenham avaliado a tolerancia de Aspergillus niger a
salinidade, ha escassez de dados quanto a expressdo enzimatica e a remo¢ao de BTEX, de
modo que ¢ importante avaliar se Aspergillus niger AN400 mantém atividade metabdlica e
degradativa de BTEX em condi¢do salina. Espera-se ampliar o conhecimento sobre a
atuacdo de microrganismos fungicos em condi¢des adversas, como ambientes salinos, que
impdem desafios aos processos biotecnologicos de tratamento de efluentes. Assim, sera
investigada a viabilidade do uso de A. niger AN400 em estratégias de biorremediagdo, a
partir de meio salino sintético contendo BTEX, com vistas a subsidiar solug¢des aplicaveis a
descontaminagdo de dguas salinas impactadas por hidrocarbonetos, seja em efluentes de
industrias de beneficiamento de petréleo, na dgua produzida durante sua extragdo ou em

ecossistemas costeiros sujeitos a atividades petroliferas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar o potencial de Aspergillus niger AN400 na remog¢do de compostos BTEX

(benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno), como fonte unica ou suplementar de carbono em

meio salino.

2.2 Especificos

v

Verificar a capacidade de Aspergillus niger AN400 de crescer em meio salino em
diferentes concentragdes de NaCl;

Comparar o crescimento da cepa fingica em meios salinos € ndo salinos, na presenca
e auséncia de BTEX;

Avaliar a influéncia da presenca de fonte primaria de carbono na remog¢ao dos BTEX
pelo microrganismo;

Verificar a remo¢dao de BTEX em reatores bioldgicos em batelada inoculados com o
fungo;

Monitorar a concentracao de fendis e a atividade enzimatica de lacase;

Comparar o efeito da presenga de glicose e etanol na remog¢ao de fenois, BTEX e na

atividade enzimatica.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Contaminac¢ao de compostos organicos em meio aquatico salino

A intensificacdo das atividades industriais e urbanas nas ultimas décadas tem
promovido a introdugdo de diversos contaminantes organicos nos ecossistemas aquaticos,
tanto continentais quanto marinhos. Dentre esses contaminantes, destacam-se 0s
hidrocarbonetos derivados do petroleo, amplamente utilizados como fonte de energia e
matéria-prima em diversas cadeias produtivas (Al-Ghouti ef al. 2019).

O petréleo bruto e seus derivados, quando acidentalmente liberados no meio
ambiente, podem causar impactos significativos na biota aquatica e nos recursos hidricos.
Esse risco ¢ amplificado devido a sua alta mobilidade, persisténcia e toxicidade (Neff,
2002).

Segundo a Agéncia Nacional do Petrdleo, Gés Natural e Biocombustiveis (ANP,
2013), o petroleo ¢ um recurso fossil de origem natural, inflamavel e de elevado valor
energético. Apresenta coloragdo variavel (do incolor ao preto), densidade geralmente
inferior a da dgua e odor caracteristico. Sua extracdo pode ocorrer tanto em ambientes
terrestres (onshore) quanto marinhos (offshore), sendo a prospeccao e posterior exploragcdo
comercial processos que exigem anos de planejamento e investimentos elevados, os quais
aumentam conforme a profundidade e a complexidade geoldgica dos reservatérios.

Os hidrocarbonetos presentes no petrdleo, muitos deles considerados compostos
recalcitrantes, sdo classificados como poluentes prioritarios por sua persisténcia no ambiente
e pelos riscos que oferecem a sautde humana e aos ecossistemas (Costa et al. 2012; ATSDR,
2011). A liberacao desses contaminantes ocorre, principalmente, por meio de atividades
antropicas como o descarte inadequado de efluentes industriais e urbanos, vazamentos
durante operagdes da industria petrolifera e acidentes ambientais envolvendo derramamento
de 6leo, como evidenciado por diversos acidentes ambientais ao redor do mundo. Um dos
maiores foi o derramamento da plataforma Deepwater Horizon, no Golfo do México, em
2010, com liberacao de aproximadamente 4,9 milhdes de barris de petroleo no mar (McNutt
etal 2012).

Outros casos incluem o acidente com o Hebei Spirit (2007), na Coreia do Sul;
Tasman Spirit (2003), no Paquistdo; Sea Empress (1996) e MV Braes (1993), ambos no
Reino Unido; e Exxon Valdez (1989), no Alasca, Estados Unidos (Programa das Nagoes
Unidas para o Meio Ambiente, 2011). Além disso, a destrui¢do do Delta do Niger, na
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Nigéria, resultante de mais de vinte anos de derramamento de 6leo e extracdo descontrolada,
¢ outro exemplo significativo de contaminagao ambiental (Kwok ez al. 2019).

No contexto brasileiro, destaca-se o desastre de 2019, considerado um dos mais
graves envolvendo petréleo. Segundo o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA, 2019), aproximadamente 4.334 km da costa das
regides Nordeste e Sudeste foram afetados, abrangendo 11 estados, 120 municipios e 724
localidades. Esse evento evidenciou a vulnerabilidade dos ecossistemas costeiros e marinhos
a contaminagao por derivados do petroleo.

Entre os compostos presentes no petrdleo, os hidrocarbonetos BTEX (benzeno,
tolueno, etilbenzeno e xilenos) sdo particularmente preocupantes, tanto pela sua toxicidade
quanto pela facilidade com que se difundem no ambiente aquatico e nos aquiferos
subterraneos (ATSDR, 2007). Estudos realizados em diferentes regides do Brasil indicam
ampla variagdo na concentracdo de BTEX em &aguas subterrineas. Em Natal (RN), valores
variaram entre 0,2 e 185,7 pg/L (Santos et al. 2018), enquanto em areas proximas a postos
de combustiveis em Santa Catarina, foram registradas concentracdes de até 4.470 ug/L
(Silva et al. 2019). Em casos extremos, como em Sdo Paulo, valores superiores a 20.000
ug/L foram relatados (Ferreira et al. 2020), indicando a necessidade de tratamento para

garantir a seguranca da utilizacdo desses recursos hidricos.

3.2 Contaminacao por BTEX

Os compostos BTEX (benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos) sdo hidrocarbonetos
monoaromaticos derivados do petréleo, com estrutura baseada no anel benzénico — uma
das unidades mais estaveis da quimica organica (Andrade et al. 2010).

Essa estrutura confere aos BTEX alta volatilidade, baixa solubilidade em agua e
grande afinidade por lipidios, caracteristicas que influenciam diretamente sua toxicidade e
comportamento ambiental. O benzeno ¢ composto por seis atomos de carbono e seis atomos
de hidrogénio sendo que cada atomo de carbono esta ligado a dois carbonos € a um
hidrogénio, formando uma estrutura de ressonancia. O anel benzénico ¢ uma das unidades
estruturais organicas mais estaveis (Baird, 2002). A sua formula estrutural plana esta
representada na 1* Figura. J4 a estrutura molecular do tolueno ¢ constituida por um anel
benzénico metilado monossubstituido, sendo considerado o componente de maior

quantidade em ambientes contaminados por BTEX (Baird, 2002) (Figura 1b).
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O etilbenzeno ¢ o derivado etilado do benzeno, para sua formagdo ocorre o
rompimento de uma ligacao carbono e a substitui¢ao do hidrogénio por um grupo etila C>Hs
(Godambe; Fulekar, 2017) (Figura 1c).

Por fim, o terceiro grupo componente dos BTEX, os xilenos, sdo formados por
compostos que possuem um anel aromatico com o hidrogénio substituido por dois grupos
metila (Baird, 2002). Para descrever suas posi¢Oes relativas quando existirem dois
substituintes no anel benzénico usa-se as palavras “orto” (o) quando os dois substituidos
estdo ligados em carbono adjacentes, “meta” (m) quando os substituintes estdo separados
por um atomo de carbono ndo substituido e “para” (p) quando separados por dois carbonos

ndo substituidos (Godambe; Fulekar, 2017) (Figura 1d).

Figura 1 — Formula estrutural plana do Benzeno (a), Tolueno (b),

n.n

Etilbenzeno (c) e isomeros do Xileno - "orto" (0) ", "meta" (m) e para" (p)

CH2z2 CHs

CHs
Benzene | Toluene Ethyl benzene
(a) (b) (c)
CH3 CH3 CHs
o-xylene m-xylene p-xylene
CHs
CHs
CHz

(d)

Fonte: Godambe; Fulekar, (2017).

Como os compostos BTEX sdo caracterizados por sua lipossolubilidade e
volatilidade, sua inalagdo e absor¢do pelos tecidos adiposos do organismo representam um
grande problema no mundo, pois sdo extremamente perigosas quando liberadas no ambiente,
tanto para os corpos d’adgua superficiais quanto os subterrdneos, € toxicos aos seres
humanos, agindo como depressores do Sistema Nervoso Central (SNC), causar cancer, ¢

algumas hematopatologias (Andrade ef al. 2010).
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Diversos autores recentes t€ém descrito os efeitos toxicos especificos dos compostos
BTEX. O benzeno continua sendo classificado como agente carcinogénico ¢ mutagénico,
causando danos genéticos ¢ hematologicos mesmo em exposigdes de baixa intensidade (Li et
al. 2024b; ATSDR, 2007). O tolueno tem demonstrado efeitos neurolégicos como tontura,
dor de cabeca, alteracdes motoras e de coordenagdo, especialmente em exposi¢cdes
prolongadas ou conjuntas com outros compostos aromaticos (Santurtin et al. 2024).
Etilbenzeno foi associado a irritagdes nas vias respiratérias, alteracdes hepaticas e possiveis
efeitos cognitivos, enquanto os xilenos mostram evidéncias recentes de disfuncdo cognitiva,
atrasos no tempo de reagdo, perda de memoria e impactos no desenvolvimento neural,
particularmente em exposigdes pré-natais ou ocupacionais (Han ef al. 2025; Hashemi et al.
2025).

Esses efeitos reforcam a necessidade de monitoramento rigoroso da presenca desses
compostos em ambientes aquaticos € ocupacionais uma vez que podem se acumular nos
organismos aquaticos por bioacumulagdo, conforme estudo conduzido por Akinsanya et al.
(2019) demonstrando que peixes da espécie Heterotis niloticus apresentaram concentragoes
de BTEX significativamente maiores em seus tecidos do que na 4gua onde habitavam,
evidenciando o risco de transferéncia tréfica e de exposicdo indireta a fauna e ao ser
humano. Além disso, Doherty et al. (2019) relataram alteracdes histopatologicas
significativas em Clarias gariepinus expostos a BTEX, incluindo necrose branquial,
inflamacdes hepaticas e alteragdes gonadais, confirmando o uso dessas espécies como bons
biomarcadores ambientais, ou seja, evidéncias de respostas biologicas observaveis e

especificas, como mudangas histopatologicas (Van der Oost et al. 2003) e enzimaticas
(Abdallah et al. 2024).

3.3 Gasolina e os efeitos do etanol e sua interacio com os compostos BTEX.

A gasolina é um dos derivados do petroleo mais requisitados no mundo. E uma
mistura complexa de hidrocarbonetos que tem ponto de ebulicao varidvel entre 30° e 225°
Celsius, envolvendo mais de 1.200 compostos de carbono dentre estes os aromadticos
(Hilsdorf, 2004). Nas ultimas décadas, em virtude da escassez do petroleo e do excesso de
monoxido de carbono no ar atmosférico nos grandes centros urbanos, alguns paises, entre
eles o Brasil, passaram a utilizar como combustivel alternativo uma mistura de alcool e
gasolina. No Brasil, esta mistura corresponde a 22% de etanol e 78% de gasolina,

diferenciando-a da gasolina comercializada em outros paises, pois as interagdes entre o
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etanol e os BTEX causam um efeito diferente no deslocamento da pluma de contaminantes
em relagdo ao observado em paises que utilizam gasolina pura. Os BTEX sdao misciveis nos
alcoois primdrios (metanol e etanol); estes sdo altamente soluveis em agua. Quando a
mistura gasolina-etanol entra em contato com a dgua, o etanol passa para a fase aquosa
aumentando a solubilidade dos BTEX nesta fase. Este processo ¢ denominado de
cossolvéncia, definido como a capacidade de um determinado solvente em aumentar a
solubilidade de um soluto em outro solvente (Milavec, ef al. 2019).

Estudos recentes confirmam que, em sistemas subsuperficiais, a presenga de etanol
em misturas gasolina-etanol altera de forma relevante o destino dos compostos BTEX: o
etanol, por atuar como co-solvente, eleva a solubilidade aquosa dos aromaticos, favorecendo
uma maior fragao dissolvida e, consequentemente, aumentando a mobilidade e extensdo das
plumas de BTEX em aquiferos (ARB, 2020; Schneider et al. 2024). Além disso, a rapida
oxidacao do etanol consome aceitadores de elétrons (O-, nitrato, sulfato), podendo retardar a
mineralizagdo dos BTEX por competigdo por recursos ¢ mudanca da comunidade
microbiana, o que tende a aumentar a persisténcia dos aromaticos enquanto o etanol estiver
presente em concentragdes elevadas (Li ef al. 2024.). Em estudos experimentais e de campo
recentes, plumas originadas de derrames de gasolina com alto teor de etanol apresentaram
maior dissolucdo inicial de BTEX e maior extensdo de migragdo em comparagdo com
derrames sem etanol, corroborando que o etanol frequentemente se encontra em maiores
concentragdes que os BTEX na fase aquosa e conduz a mobilidade relativa maior do
solvente (ARB, 2020). Sendo assim, a adicdo de etanol a gasolina aumenta o risco de
contamina¢do ambiental por BTEX. O etanol atua como um cossolvente, aumentando a
solubilidade dos BTEX em 4gua e, consequentemente, facilitando sua migracdo no
ambiente. Essa maior mobilidade dos BTEX eleva o potencial de contaminacdo de aguas
subterraneas, bioacumulacdo em organismos ¢ persisténcia no meio ambiente, representando
um perigo maior para os ecossistemas aquaticos e terrestres.

Para garantir a qualidade dos combustiveis, a ANP (Agéncia Nacional do Petrdleo)
estabelece especificagdes maximas € minimas de caracteristicas do combustivel conforme a
Resolugcdao ANP n°. 40, de 25/10/2013, no maximo, 1 e 35% (m/v) de benzeno e compostos
aromaticos, respectivamente (BRASIL, 2013). Embora a resolu¢do nao especifique limites
individuais para tolueno, etilbenzeno e xilenos, esses compostos estdo incluidos no limite
total de 35% para aromaticos.

Os autores Silva et al. (2018) coletaram 30 amostras de 4 regides diferentes do

Estado do Maranhao, sendo elas gasolina comum e/ou aditivada e foi possivel verificar que
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o combustivel comercializado no estado, também se situa abaixo do limite da resolucao,

conforme Tabela 1.

Tabela 1 — % m/v dos compostos BTEX em gasolina comercial no Brasil.

Fonte Benzeno Tolueno Etilbenzeno Xilenos
Silva et al. (2018) 0,372 1,533 - 1,487
ANP, EPE (2023) <1,0 - - -
Chira et al. (2024) 0,5-3,0 1,5-26,0 0,5-11,0 1,0-31,0
Anigilaje et al. (2024) 0,3-2,0 1,5-10,0 0,5-4,0 1,0-12,0

Fonte: Autora (2025).

3.4 Agua Produzida

Além do comprovado potencial toxico dos compostos BTEX, estd bem documentado
que os reservatorios de petroleo e gas contém, naturalmente, agua salina que € produzida em
grande volume durante a extragdo — a chamada “produced water” (PW). Na literatura ¢
mencionado que a composi¢cao da PW ¢ altamente varidvel conforme a formacao geologica e
a localidade, mas frequentemente apresenta altos teores de solidos dissolvidos (TDS), com
salinidades que podem variar de niveis comparaveis a dgua do mar até varias vezes a
salinidade marinha, bem como elevadas concentracdes de hidrocarbonetos volateis (BTEX),
compostos semi-volateis e metais (Abdelhamid et al. 2024; Rajbongshi; Gogoi, 2024).

Relatorios técnicos e levantamentos de produgdo também documentam que grandes
volumes de 4gua sdo gerados junto com petroleo e gas em operagdes convencionais € nao
convencionais (GWPC, 2021; U.S. DOE, 2024), tornando o manejo e o tratamento da PW
um dos principais desafios ambientais e logisticos da industria. Além disso, avaliagdes
toxicologicas recentes sinalizam que a elevada salinidade e a mistura complexa de
contaminantes tornam a PW um efluente ambientalmente sensivel, exigindo tratamentos
especificos antes de descarte ou reuso (Hu et al. 2022; Khlaifat et al. 2023).

Na Tabela 2 estdo resumidas as caracteristicas das aguas produzidas em plataformas
de petrdleo e gés nas regides sudeste (21 plataformas), nordeste (1 plataforma), e sul (1
plataforma) do Brasil realizada por Gabardo (2007).

Al-Ghouti et al. (2019) estimaram que cerca de 50 bilhdes de barris de petrdleo
foram produzidos em todo o mundo por ano, e o volume de aguas residuais de campos
petroliferos hipersalinos (HSOW) foi cerca de 10 vezes maior do que a producdo de
petroleo. Kim et al. (2020) destacaram que essas aguas residuais ndo s6 contém uma alta

propor¢ao de compostos organicos complexos, como, por exemplo, hidrocarbonetos
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aromaticos, benzeno e fenolicos, mas também dissolve grandes quantidades de sais, com

baixa biodegradabilidade.

Tabela 2 — Caracterizacao da dgua produzida em plataformas de dleo e gas.

Parametro Minimo Maximo Mediana
Sulfato (mg/L) 17 2243 481
Sulfeto (mg/L)" - - 10
Bicarbonato ‘(mg/L) 275 730 436
Nitrogénio Amoniacal (mg/L) 10* 300? 51,7
pH 6,06 8,2 6,98
Salinidade (mg/L) 38.182 179.766 75.434
BTEX
Benzeno (mg/L) 0,625 13,462 1,579
Tolueno (mg/L) 0,484 5,066 2,11
Etilbenzeno (mg/L) 0,051 0,602 0,223
Xilenos (mg/L) 0,237 3,904 0,971
Fendis (mg/L) 0,05 5,74 0,74
Acidos
Acético (mg/L) 45 775 365
Propidnico (mg/L) 21 200 47
Metais
Aluminio (mg/L) 0,003 0,32 0,1
Bério (mg/L) 0,2 45 2
Boro (mg/L) 18,4 80,1 36,4
Cobre (mg/L) 0,01 0,29 0,12
Ferro (mg/L) 0,1 17 1,1
Fosforo (mg/L) 0,1 3 0,05
Manganes (mg/L) 0,04 5,89 0,35

Fonte: adaptado Gabardo (2007); a Ahmadun ef al. (2009); b Vieira et al. (2003).

Devido a existéncia dos componentes complexos na HSWO sua descarga sem o

tratamento adequado poderia causar grandes danos ao ecossistema e a saide humana. Assim,

o grande volume de HSOW deve ser tratado de forma eficaz e adequada (Cao ef al. 2022).

Sendo assim, ha uma necessidade urgente para o desenvolvimento de metodologias

eficientes que sejam capazes de minimizar ou eliminar o efeito nocivo desses compostos. Os

métodos convencionais de tratamento, como absor¢ao, adsor¢do, combustdo e condensagao,

sofrem com diversos inconvenientes, incluindo altos custos de capital, operacdo e
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manutengdo, alto aporte energético, dificuldade no manuseio de poluentes de baixa
concentragdo e producdo de subprodutos toxicos. No entanto, tecnologias de tratamento
ambientalmente amigdvel, econdmica e facil de operar, como o tratamento bioldgico,
poderia superar as limitagcdes de outros processos no tratamento de HSOW (El-naas; Acio;

Telib, 2014).

3.5 Tratamento biologico de aguas residuarias salinas

Os processos de tratamento biologico exploram a capacidade metabolica intrinseca
dos microrganismos para transformar, mineralizar ou imobilizar poluentes ambientais,
convertendo fracdes organicas em biomassa microbiana, didxido de carbono e 4gua, ou em
produtos menos toxicos. Além da efetiva remog¢ao de contaminantes organicos, na literatura,
sdo destacadas vantagens operacionais dos processos bioldgicos, tais como menor consumo
energético e de reagentes quimicos, menor geragdo de subprodutos perigosos e custo
operacional geralmente inferior em cenarios de grandes vazdes e baixas concentracdes de
contaminantes, condi¢des nas quais processos fisico-quimicos, como absor¢do, adsorg¢ao,
combustdo, condensagdo, por exemplo, tornam-se menos econdmicos ou eficientes (El-naas;
Acio; Telib, 2014).

Ademais, tecnologias biologicas modernas, como biofiltragdo, reatores com biofilme,
bioreatores de alta taxa e o uso de consorcios microbianos otimizados, tém demonstrado
elevada remocao de VOCs e hidrocarbonetos em ensaios de bancada e aplicagdes de campo,
refor¢gando seu papel como alternativa sustentavel para tratamento de aguas e efluentes
contaminados (Bala et al. 2022; Pachaiappan et al. 2022; Sravan et al. 2024; Ayach et al.
2024).

Os principios classicos de biorremediacdo sdo a existéncia de microrganismos com
capacidade metabolica especializada para degradar ou transformar os contaminantes;
disponibilidade do poluente de forma acessivel, isto ¢, biodisponibilidade, sem que esteja
fortemente sorvido ou inacessivel e condi¢des ambientais favordveis que permitam
crescimento e atividade microbiana, como temperatura, pH, oxigénio ou aceitadores de
elétrons, nutrientes, salinidade (Bhowmick et al. 2024).

No trabalho de Dinakarkumar et al. (2024), os autores destacaram que fungos como
Aspergillus niger ou Pleurotus ostreatus s6 alcangam percentuais de degradagdo relevantes

quando o contaminante esta dissolvido ou disperso de modo bioacessivel, e que a salinidade
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ou pH fora da faixa otima para esses microrganismos reduzem fortemente a expressao
enzimatica, especialmente, de enzimas oxidativas.

De maneira semelhante, Elshafei e Mansour (2024), observaram que, embora o solo
contenha comunidades microbianas capazes, se 0 contaminante estiver fortemente ligado aos
solidos ou se faltar oxigénio/niveis de nutrientes, a degradacao ¢ muito lenta. Sendo assim,
em condi¢des ambientais de salinidade pode ocorrer o comprometimento da eficiéncia do
processo de biodegradacao, como reportado por Rodrigues et al. (2025) que constataram que
A. niger submetido a salinidades de 2 a 30%o (2 a 30 g/L), verificaram que a cepa utilizada
foi tolerante a salinidade de até 25%., crescendo e degradando os BTEX. Contudo, aqueles
autores também reportaram que houve diminui¢do decrescente da eficiéncia de remocao
desses compostos nos valores mais elevados de salinidade.

E importante observar que os microrganismos em ambientes com alta salinidade
devem lidar ndo apenas com altas concentracdes de ions sal, mas também com pH elevado,
teor baixo de oxigénio, altas e baixas temperaturas, ions de metais pesados e outros produtos
quimicos toxicos (Somee et al. 2021). Segundo Khemili-Talbi et al. (2015), a
biorremediacdo de ambientes extremos exige organismos que sejam adaptados a esses
habitats, denominados organismos extremofilos, que tém wum papel -crucial na
biorremediacgao desses locais. Os extremofilos auxiliam na biorremediagdo, que ¢ a limpeza
de ambientes contaminados e poluidos, por meio de processos que incluem transformacao,
imobilizacdo ou degradacdo de contaminantes ou poluentes em substancias nao toxicas por
biodegradacao, biossor¢do, bioemulsificagdo, biorredugado etc. (Marques, 2018; Donati et al.
2019; Jeong e Choi, 2020).

Sabe-se que a capacidade degradativa dos microrganismos frente aos poluentes
diminui em condi¢des de alta salinidade, mas o uso de microrganismos halofilicos ou
halotolerantes pode superar essas limitagcdes (Zhuang et al. 2010). A biodegradagdo de
compostos organicos em ambientes salinos foi relatada precocemente por Oren ef al. (1992),
mas a maioria dos relatos sobre esta questdo concentrou-se em componentes de
hidrocarbonetos alifaticos do petréleo. Recentemente, tem havido um interesse renovado no
controle da poluicao utilizando microrganismos extremofilicos, provavelmente devido aos
crescentes problemas de poluigdo e seu impacto na satide humana em todo o mundo.

Organismos halofilicos e halotolerantes diferem quanto as suas exigéncias e
tolerancias ao sal, o que define sua aplicabilidade em processos biotecnologicos e de
biorremediagdo em ambientes salinos. A classificacdo mais utilizada considera a

concentracdo Otima de NaCl para o crescimento microbiano, de 1 a 5%, para haldfilos
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ligeiros, de 5 a 20%, para halofilos moderados e de 20 a 30%, para os extremos. J& os
halotolerantes nao necessitam de sal, mas suportam aumentos significativos de salinidade.
Essas categorias refletem diferentes estratégias adaptativas, como o acumulo de solutos
compativeis ou a adaptacdo do proteoma ao modelo “salt-in”, e tém orientado estudos que
avaliam a viabilidade de microrganismos no tratamento de efluentes salinos e na degradacao
de hidrocarbonetos em condi¢des hipersalinas (Dutta; Bandopadhyay, 2022; Yoo et al.
2023; Oren, 2024).

Os halofilos desenvolveram varias adaptagdes para prosperar em ambientes
altamente salinos, pois o sal atua como um elemento-chave na alteragdo da solubilidade,
estabilidade e conformacdo da proteina (Mokashe; Chaudhari; Patil, 2018). A pressao
osmotica dentro da célula ¢ mantida impedindo a entrada de sal inorganico, bem como
sintetizando osmolitos organicos (Raval; Bhatt; Singh, 2018).

Em regides de altissimas concentra¢des de sal (> de 0,1 mol/L), sal e 4gua formam
uma rede i6nica, o que, por sua vez, reduz a disponibilidade de 4gua para proteinas internas
(Basak; Biswas; Bhattacharyya, 2020). Assim, devido a desidratagdo, a interagdo entre os
aminoacidos hidrofobicos aumenta e eles formam agregados. As proteinas halofilicas sdao
unicas e t€ém uma ponte salina relativamente maior quando comparadas as proteinas
encontradas em condi¢cdes normais, por exemplo, proteina P45 (protegem a desnaturagao,
resistem a desativacdo da malato desidrogenase), proteina ligadora de transcricdo (TBP) e
proteina de ligagdo a caixa de TATA (interagdo aprimorada com DNA) (Kumar ef al. 2018).
Outras adaptagdes incluem aumento de residuos dacidos, diminui¢do de residuos
hidrofébicos, dobramento dependente de sal, inser¢des de peptideos halofilicos, etc. (Reed et
al. 2013).

Os microrganismos halofilicos podem produzir mais células hidrofobicas, o que
melhora sua capacidade de se ligar ao petroleo bruto (McGenity ef al. 2012). O micrébio
halofilico ¢ uma abordagem prospectiva para a purificagdo de dguas residuais industriais
com altos niveis de sais inorganicos, bem como contaminantes organicos (Passante et al.
2022). Portanto, microrganismos halofilicos e halotolerantes tém gradualmente
desenvolvido estruturas, fisiologias e genomas unicos para a sobrevivéncia nessas condi¢des
ambientais adversas. Os tipos especiais de genes, mecanismos fisiologicos e metabolitos de
microrganismos halofilicos e halotolerantes tém significativo valor de aplicacdo, o que pode
facilitar novos métodos biotecnoldgicos e promover o desenvolvimento biotecnologico e o
uso de recursos microbianos de ambientes com alto teor de sal (Edbeib; Wahab; Huyop,

2016). Em seus estudos, Zhan ef al. (2021), relataram que a tolerancia dos microrganismos a
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alta salinidade pode ser devida a adaptagdo metabolica, que aplica duas estratégias para
equilibrar o potencial osmotico. Uma delas ¢ descarregar seletivamente solutos (por
exemplo, sddio e cloro). A outra ¢ produzir matéria organica (por exemplo, sacarose e
aminodcidos) nas células para manter o equilibrio osmotico intracelular e extracelular.

Estudos recentes confirmaram que a aclimatag¢do gradual e a selecdo de comunidades
halotolerantes permitem recuperar parte do desempenho bioldgico em reatores salinos, de
modo que estratégias de aumento lento da salinidade (osmotic priming / stepwise increase) e
o uso de inoculos pré-aclimatados tém mostrado viabilizar a adaptacdo de comunidades
nitrificantes e de lodo granular aerébio, reduzindo a perda de atividade que ocorreria em
transferéncias por choque e permitindo operagao estavel apds semanas a meses de adaptacao
(Navada et al. 2020; Sarosh; Ramaswami, 2025)

Além disso, revisdes contemporaneas demonstraram que a adocdo de
microrganismos especializados, haléfilos ou halotolerantes, €, frequentemente, a solugdo
mais robusta para tratamento biologico de efluentes de alta salinidade, pois esses organismos
empregam estratégias osmoadaptativas, com a acumulagdo de solutos compativeis ou “salt-
in”, que preservam atividade enzimatica em condicoes salinas extremas. Assim, a pratica de
aclimatar microrganismos por incremento gradual de salinidade ou, quando vidvel, implantar
comunidades halofilas, representa hoje a abordagem aceita para manter eficiéncia no
tratamento biologico de aguas residudrias salinas (Navada, Vadstein, 2022; Paulo et al.
2024; Mainka et al. 2021; Dutta & Bandopadhyay, 2022).

Estudo desenvolvido por Cao et al. (2022) sobre a remocao eficiente de poluentes e
flexibilidade microbiana sob alto gradiente salino de um sistema de tratamento de aguas
residudrias de campos petroliferos, revelou que em relagdo ao perfil da comunidade fingica,
todos os géneros de fungos pertenciam a trés filos principais: Rozellomycota, Ascomycota e
Basidiomycota. Ascomycota foi um filo fingico amplamente distribuido no ambiente com a
maioria das espécies, e estudos recentes indicam que membros do filo Ascomycota podem
desempenhar papel importante na degradagdo de hidrocarbonetos de dleo recalcitrantes; por
exemplo, isolados de Penicillium, Scopulariopsis, Alternaria e Aspergillus tém demonstrado
capacidade de degradar tanto fragdes saturadas quanto PAHs, alcancando redugdes
superiores a 70-90% em diversas condigcdes experimentais (Hamad et al. 2021; De La
Cruz-Izquierdo et al. 2021; Silva Monteiro ef al. 2024).

Organismos extremofilos e extremotolerantes continuam emergindo na literatura
recente como opgdes promissoras para biorremediacdo em condi¢des adversas (alta

salinidade, pH extremo, solventes, temperaturas ndo ideais). Fungos filamentosos halofilicos
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demonstram manter atividade enzimatica funcional em salinidades elevadas, suportar
estresse osmotico e produzir enzimas adaptadas a essas condigdes (Hmad; Gargouri 2024).
O levedo negro Exophiala dermatitidis mostrou capacidade de crescimento em até ~17% de
NaCl, pH variando de 2.5 a 12.5 e repertério gendmico para degradar compostos aromaticos
em ambientes estressantes (De Ledn er al. 2025). Revisdes recentes indicam que
microrganismos especializados (halofilicos ou halotolerantes), bem como suas
extremozimas, sao mais robustos frente a compostos xenobidticos, solventes organicos e
agentes desnaturantes, oferecendo versatilidade maior para recuperacdo ambiental em
ambientes poluidos (Wang et al. 2023; Kikani et al. 2023).

Eles funcionam como biocatalisadores nas industrias de alimentos, detergentes,
celulose e papel. Algumas extremozimas como celulases, proteases, lipases, esterases,
catalases, queratinases, peroxidases, etc. t€m uma grande variedade de aplicagdes em
diversas industrias (Drioli e Giorno, 2018). As extremozimas produzidas por esses
microrganismos atuam como biocatalisadores, catalisando e ajudando a insolubilizagdo e
precipitacdo de poluentes, catalisando reagdes redox ¢ minimizando a producao de poluentes

secundarios (Ahmed et al. 2018; Marques, 2018; Jeong e Choi, 2020).

3.6 Atividade enzimatica de fungos filamentosos

Muitos fungos filamentosos tém sido relatados como agentes de biorremediagdo
devido as suas redes miceliais versas e atividades secretoras de enzimas. A maioria dos
fungos produz enzimas de alto potencial redox, como a manganés peroxidase (MnP), lacases
(Lac) e lignina peroxidases (LiP) para a oxidagdo da lignina. Essas enzimas geralmente nao
sdo substrato-especificas, pois podem oxidar uma ampla gama de xenobidticos, incluindo
pesticidas, plésticos e hidrocarbonetos (Asemoloye et al. 2020; Dacco et al. 2020).

Estudos recentes reportam que espécies de Aspergillus sdo as mais ativas na
degradacao de petroleo bruto e derivados, incluindo cepas capazes de tolerar oleo pesado,
degradar fragdes recalcitrantes como resinas e asfalténicos, e expressar multiplas enzimas
como lacase, peroxidase, lignina peroxidase, entre outras (Al-Zaban; Alharbi; Mahmoud,
2021).

De fato, Alharbi et al. (2022) mostraram que Aspergillus terreus ativou genes de
lacase durante a biodegradagdo de dleo bruto, assim como Asemoloye ef al. (2017) que
encontraram a presenca dos genes da lacase e da peroxidase em Aspergillus niger. Aqueles

autores correlacionaram suas expressoes com a degradagdo de hidrocarbonetos do petroleo



30

bruto leve da Nigéria. Em outro estudo, Asemoloye et al. (2020) isolaram Aspergillus flavus
da rizosfera e observou tolerancia da espécie ao dleo cru, com a expressao de genes de Lac,
LiP, MnP e celulase.

A. flavus e A. niger sdo mencionados na degradacdo de 6leo pesado, como nos
trabalhos de Zhang, Feng e Ren (2024) e de Céaceres-Zambrano et al. (2024), que associaram
a degradagdo de fragdes pesadas, reforma do 6leo e reducdo de viscosidade as suas
atividades enzimaticas.

Sendo assim, a utilizagdo do género fingico Aspergillus ao meio salino pode ter um
potencial degradador de hidrocarbonetos de petrdleo bruto, como os BTEX em ambientes
salinos, como a 4gua do mar e alguns efluentes salinos. Alguns fatores, no entanto, sdo
essenciais para proporcionar o crescimento € desenvolvimento de fungos, como por exemplo
a otimizacao de parametros como fontes de carbono e nitrogénio e suas concentragdes ideias

como macronutrientes.

3.7 Fontes de carbono e nitrogénio

Pesquisas recentes corroboram que o crescimento microbiano e a formagdo de
produtos sdo respostas altamente interativas as condi¢des ambientais, sendo fundamental
compreender o controle metabolico em fun¢do do ambiente. Estudos que monitoram em
tempo real varidveis como pH e temperatura durante fermentagdes em estado solido
mostram que ajustar essas condi¢des melhora significativamente o rendimento enzimatico
(Kabir; Ovi; Ju, 2025). Outros trabalhos com meios quimicamente definidos revelam quais
nutrientes sdo limitantes e demonstram que a formulacdo do meio (fontes de carbono e
nitrogénio, vitaminas, oligoelementos) pode ser otimizada para favorecer o crescimento
6timo e reduzir custos (Goldmanns et al. 2023). Revisdes contemporaneas enfatizam ainda
que regulacdo metabdlica, incluindo resposta a estressores fisicos, quimicos, disponibilidade
de substrato, e inibigdes ambientais, ¢ chave para projetar processos fermentativos eficientes
(Moreno; Rojo, 2022).

A formulacdo do meio e o controle das condi¢cdes ambientais, como pH, temperatura
e disponibilidade de carbono e nitrogénio, sdo determinantes para otimizar processos
fingicos, pois influenciam o equilibrio entre crescimento e producao de metabolitos ou
enzimas. Ajustes na razao C/N, no tipo de fonte nitrogenada e no uso de tampdes de pH tém
sido aplicados para modular o rendimento de biomassa em relacdo a sintese de metabolitos,

além de reduzir custos operacionais. Relagdes C/N baixas, em torno de 10:1, tendem a
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favorecer a sintese proteica, enquanto valores elevados estimulam a produ¢do de metabolitos
secundarios, embora os pontos O0timos sejam espécie-dependentes. A utilizacao de fontes
preferenciais, como glicose ou amonio, pode ainda desencadear mecanismos de repressao
catabdlica, afetando a expressdo de enzimas secretoras e vias catabdlicas. Dessa forma, a
formulagdo do meio deve conciliar as exigéncias biologicas do microrganismo com as
limitacdes técnicas e econdmicas do processo industrial (Chen et al. 2022b; Kerkaert;
Huberman, 2023; Han et al. 2024; Liibeck; Liibeck, 2022; Hoyos et al. 2024).

Estudos recentes sobre fermentagdo submersa demonstraram que a produgdo de
enzimas e metabolitos por Aspergillus niger foi fortemente influenciada pela escolha das
fontes de carbono e nitrogénio, além de parametros como pH, inoculo e agitagdo. Por
exemplo, em A. niger LFP-1, a atividade de pectinase aumentou de ~0,9 para ~7,4 U/mL ao
se utilizar 2,5% (p/v) de pectina e 0,4% de nitrato de amdnio sob 150 rpm (Mat Jalil ef al.
2023).

De forma semelhante, a otimizagdo com sacarose, extrato de levedura e cloreto de
amonio elevou de 4 a 5 vezes a produgdo de fructosiltransferase em relagdo ao meio inicial
(Wu et al. 2025). Ja em cultivos visando produgdo de quitosana, o uso de “farelo de trigo +
extrato de levedura” resultou em maiores rendimentos de biomassa e produto, evidenciando
o potencial de fontes organicas de nitrogénio e substratos alternativos de menor custo
(Marchezi et al. 2025). Em conjunto, esses resultados endossam que a selecdo adequada de
nutrientes, associada ao ajuste de condigdes operacionais, ¢ decisiva para maximizar a

eficiéncia de processos biotecnologicos com A. niger.
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As etapas da pesquisa estdo apresentadas na Figura 2 e foram desenvolvidas no

Laboratorio de Tecnologia Ambiental (LATAM) do Instituto Federal do Ceara (IFCE).

Figura 2 — Fluxograma das etapas realizadas na pesquisa.
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4.1 Cultivo do fungo Aspergillus niger AN400

O fungo Aspergillus niger AN400, cuja linhagem pertence a micoteca do Laboratério

de Tecnologia Ambiental (LATAM) do Instituto Federal do Ceara (IFCE), foi repicado em

placas de Petri estéreis contendo 15 mL do meio de cultivo Agar Sabouraud Dextrose. A

inoculagdo foi feita a partir de discos de micélios de 8 mm contendo 2 x 10° esporos de

fungo (Figura 3b) de placas do estoque da micoteca (Figura 3a) e posteriormente incubadas

na estufa microbioldgica (marca Quimis — modelo 831612) a 30°C por 7 dias ou até a

esporulagdo maxima.

miceliais mais novos para serem utilizados na etapa do teste de halotolerancia.

Este procedimento tem como finalidade a producao de discos
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Figura 3 — Placa com a cepa do fungo Aspergillus niger AN400
crescidos em meio de cultura Agar Sabouraud Clorafenicol (a);
Inoculo dos discos de micélios em meio de cultura (b).

Fonte: Autora (2025)

4.2 Preparo dos meios de cultivo para o teste de halotolerancia

Para avaliar os efeitos das fontes de carbono e nitrogénio no crescimento e na

esporulagdo de Aspergillus niger em concentracdes de salinidade definidas (5%o', 10%o,

20%0 e 30%0) foram testadas diferentes composi¢cdes de meios de cultivo. Como fonte de

nitrogénio foram utilizados cloreto de amonio e extrato de levedura, no meio Agua do mar

sintética (ASW), e triptona, peptona e nitrato de sddio, respectivamente presentes nos meios

Agar Sabouraud Dextrose e Czapec. As formulagdes avaliadas incluiram meios preparados

com diferentes concentragdes de glicose (0,5 e 5 g/L para os meios ASW, 40 g/L para Agar

Sabouraud) e para o meio Czapec, sacarose (30 g/L). A composi¢cdo completa dos meios de

cultivo utilizados no teste de halotolerancia esta detalhada nos Quadros 1 ¢ 2.

Quadro 1 — Composic¢do da Agua do Mar Sintética (ASW) (g/L).

Componentes Concentracao (g/L)
MgCly- 6H,O 9,68

CaCl,- 2H,O 1,36

KCl 0,61
Na,HPO, 0,000014
NaHCO; 0,17

KBr 0,1

Na2804 3,47

SrCl,- 6H,O 0,040

H;BOs 0,030

Agar 15
Antibidtico Megacilin Super Plus® 0,1

NaCl 5,10,20e 30
Soluc¢do de Vishiniac 1 mL.

Fonte: adaptado de Kossuga ef al. (2012) e Alvarenga ef al. (2014).

! %o (ppm, partes por mil).
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Quadro 2 — Componentes dos meios padrao Czapec e Agar Sabouraud Dextrose salinos.
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Meios

Composicio

Czapec

agar bacteriologico (12 g/L), cloreto de potassio (0,5 g/L), sacarose (30 g/L),
glicerofosfato de magnésio (0,5 g/L), sulfato ferroso (0,01 g/L), sulfato de
potassio (0,35 g/L), nitrato de sodio (2 g/L), antibidtico estreptomicina (0,03
g/L), Solugdo Vishniac (1 mL), NaCl (5 g/L, 10 g/L, 20 g/L e 30 g/L).

Agar Sabouraud
Dextrose

agar (15 g/L), triptona (5 g/L), peptona (5 g/L), glicose (40 g/L), cloranfenicol
(0,05 g/L), NaCl (5 g/L, 10 g/L, 20 g/L e 30 g/L).

Fonte: Autora (2025).

Os meios de cultivo a base de dgua do mar artificial (ASW) foram suplementados

com diferentes fontes de carbono e nitrogénio. Os meios denominados ELG continham

extrato de levedura como fonte de nitrogénio e glicose como fonte de carbono, enquanto os

meios CAG continham cloreto de amonio como fonte de nitrogénio e glicose como fonte de

carbono. Os valores 0,5 ¢ 5,0 g/L de glicose adicionada simulam condi¢des de baixo e alto

aporte de carbono, respectivamente. Os meios de cultivo Czapec e Agar Sabouraud

Dextrose foram produzidos de acordo com o fabricante.

No Quadro 3 sdo descritos os 6 meios de cultivo produzidos, explicitando fonte de

carbono e nitrogénio e suas concentragdes. Em todos os meios foram adicionados NaCl em

diferentes concentragdes (5%o, 10%o0, 20%0 € 30%o).

Quadro 3 — Quadro geral dos meios de cultivo e fontes nutricionais.

Meio de Cultivo

Fonte de Carbono

Fonte de Nitrogénio

Fonte

(g/L) (g/L)

ASW ELG 0,5 Glicose (0,5) Extrato de levedura (0,02) | Adaptado de Birolli ef al.
(2018)

ASW ELG 5 Glicose (5) Extrato de levedura (0,02) | Adaptado de Birolli ef al.
(2018)

ASW CAG 0,5 Glicose (0,5) Cloreto de amoénio (0,02) | Adaptado de Gulati et al.
(1999)

ASW CAG S5 Glicose (5) Cloreto de amoénio (0,02) | Adaptado de Gulati et al.
(1999)

Czapec salino Sacarose (30) Nitrato de s6dio (2) De acordo com o
fabricante KASVI

Sabouraud salino Glicose (40) Peptona (5), triptona (5) De acordo com o
fabricante KASVI

Fonte: Autora (2025).

4.3 Teste de Halotolerancia

Além das placas nas quais o Aspergillus niger foi submetido ao efeito da salinidade,

também foram preparadas placas controle contendo apenas o meio de cultivo, sem NaCl.
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Todos os meios foram esterilizados em autoclave vertical CS (Prismatec) a 121°C por 15
min ¢ 15 mL foram colocados em cada placa Petri com auxilio de uma pipeta volumétrica.
As manipulagdes foram realizadas em uma capela de fluxo laminar (Filterflux) previamente
desinfetada com solugdo aquosa de etanol a 70% e luz UV por 20 min.

Os discos miceliais utilizados nesta etapa foram obtidos com um perfurador de ago
de 8 mm de didmetro contendo 2 x 10° esporos de fungo cada a partir das cepas inoculadas
na etapa de cultivo. Apds a solidificacdo do meio especifico do teste, os discos foram
transferidos com o auxilio de uma al¢a de platina e posicionados no centro das placas de
Petri. As placas foram mantidas em uma estufa microbiologica a 30°C por 7 dias, periodo
necessario para a ocupagao total da colonia fingica na area superficial da placa.

O ensaio foi conduzido em triplicata para cada salinidade e para as placas controle. A
medi¢cdo do espaco ocupado pela coldnia fungica foi realizada dividindo a area total em

quadrados de 1lcm?

cada, permitindo a obtencdo de uma area total milimetrada para a
contagem dos quadrados ocupados pelo crescimento da col6nia. Em algumas placas, o
crescimento fingico ocorreu de forma dispersa, com desenvolvimento da coldnia a partir de
mais de um centro radial. Além disso, foi acompanhado o crescimento por meio de registro

fotografico.

4.4 Preparo dos meios de cultivo para o teste de toxicidade a BTEX

Ap0s verificada a capacidade de crescimento dos fungos quanto a concentracdo de
sal, fonte de carbono e nitrogénio, conforme os dados do teste de halotolerancia, os meios de
cultivo selecionados para o teste de toxicidade foram ASW CAG 0,5 e ASW ELG 0,5,
ambos com salinidade de 30%o0. Os componentes desses meios estdo descritos nos Quadros 1
e 3.

Para o teste de toxicidade, além dos meios de cultivo, foi adicionado BTEX nas
concentragcoes de 1200 pg/L e 4000 ng/L, tendo como objetivo avaliar a capacidade do
Aspergillus niger crescer sob o efeito adverso da maior salinidade tolerada no teste de
halotolerancia, porém na presenca de BTEX. No Quadro 4 estd apresentado a descri¢do do
preparo da solucdo estoque concentrada a 2000 mg/L e as respectivas concentracdes de
BTEX no ensaio de plaqueamento.

Quadro 4 — Preparo da solucao estoque de BTEX e suas concentragdes nas placas de Petri.

adicionado

Concentracao Composicao Volume Equivaléncia na placa (ng/L)
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Solu¢do Estoque a
concentracao de 2000 mg/L
de BTEX

100 pg/L de Benzeno
(Cromoline P.A),
100 pg/L de Toluol
(Synth P.A),

100 pg/L de
Ethylbenzene
(Sigma-Aldrich
99,8%o0), 100 png/L de
Xilenos (Dindmica

P.A) diluidos em
200 mL de etanol.
Concentragdo de 1200 pg/L | Solucdo Estoque de 11 uL da 300 pg/L de benzeno, 300 pg/L
BTEX solucao de tolueno, 300 pg/L de
estoque. etilbenzeno, 300 pg/L de xilenos.
Concentragdo de 4000 pg/L | Solucdo Estoque de 35ul da 1000 pg/L de benzeno, 1000 pg/L
BTEX solugdo de tolueno, 1000 pug/L de
estoque. etilbenzeno, 1000 pg/L de

xilenos.

Fonte: Autora (2025).

A escolha das concentragdes de BTEX baseou-se na média de valores da

caracterizacdo da agua produzida em plataformas de 6leo e gas de acordo com Gabardo

(2007).

4.5 Teste de toxicidade a BTEX

Foi verificada a velocidade de crescimento micelial sob condi¢des de salinidade e

exposicao ao poluente BTEX, aplicando-se plaqueamento em triplicata, realizado a

temperatura de 30°C, durante 7 dias. Todos as vidrarias e todos os meios foram esterilizados

em autoclave vertical CS (Prismatec) a 121°C por 15 minutos. Para o teste de toxicidade, a

composicao dos meios de cultivo encontra-se descrita no Quadro 5.

Quadro 5 — Descricdo da composi¢do dos meios de cultivo em cada grupo do teste de
toxicidade.
Experimento | Composicio
ASW CAG 0,5 | Branco Meio ASW + discos miceliais de Aspergillus niger AN400.
Controle Meio ASW + 30 g/L de NaCl + discos miceliais de Aspergillus
Fonte de niger AN400.
nitrogénio: [ 1200 BTEX | Meio ASW + 30 g/L de NaCl + 300 pg/L de cada composto
Cloreto de BTEX + discos miceliais de Aspergillus niger AN400.
Amonio 4000 BTEX | Meio ASW + 30 g/L de NaCl + 1000 pg/L de cada composto
BTEX + discos miceliais de Aspergillus niger AN400.
ASW ELG 0,5 | Branco Meio ASW + discos miceliais de Aspergillus niger AN400.
Controle Meio ASW + 30 g/L de NaCl + discos miceliais de Aspergillus
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Fonte de niger AN400.
nitrogénio: 1200 BTEX Meio ASW + 30 g/L. de NaCl + 300 pg/L de cada composto
Extrato de BTEX + discos miceliais de Aspergillus niger AN400.

Levedura 4000 BTEX Meio ASW + 30 g/L. de NaCl + 1000 ug/L. de cada composto
BTEX + discos miceliais de Aspergillus niger AN400.

Fonte: Autora (2025)

Ap0s a esterilizagdo dos meios, 15 mL foram colocados em cada placa de Petri com
auxilio de uma pipeta volumétrica. Antes da solidificagdo do meio, em temperatura ambiente
a 27°C, a solugdo estoque de BTEX foi adicionada diretamente nas placas de Petri, de
acordo com a concentragdo pretendida, com o auxilio de uma micropipeta, sendo
homogeneizadas com movimentos em “8” de acordo com o trabalho de Rodrigues et al.
(2025). Discos miceliais de 8 mm contendo 2 x 10° esporos de fungo cada do fungo
Aspergillus niger AN400 ja crescendo em placas com salinidade de 30%o0 (m/v), em meio
ASW ELG 0,5 e ASW CAG 0,5, oriundos do teste de halotolerancia, foram inoculados em
placas de Petri com 9 cm de didmetro.

Na Figura 4 ¢ apresentado um fluxograma sobre o teste de plaqueamento realizado
no qual o crescimento de Aspergillus niger AN400 sob o efeito adverso da salinidade e
exposicao aos BTEX — placas com 1000 pg/L e com 300 ng/L de cada composto — foi

monitorado.

Figura 4 — Representacao do teste de toxicidade para monitoramento do crescimento do fungo
sob o efeito adverso da salinidade e na presenca de BTEX.

. ASW EL . ASW CA
Branco Branco
) ASW.EL+30%e NaCl . ASW CA + 30%> NaCl
Controle
Controle
N_— . ASW EL + 30%0 NaCl + 1200 (ug L-1) de
BTEX . ASW CA +30%o0 NaCl + 1200 (ug L-1) de
BTEX
1200 pe Tt 1200 g L-1
BTEX BTEX
. ASW CA + 30%o0 NaCl + 4000 (ug L-1) de ASW CA + 30%o NaCl + 4000 (ug L-1) de
BTEX * BTEX
4003;‘5;_1 4000 pg L-1
BTEX

Fonte: Autora (2025)
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As manipulagdes foram realizadas em uma capela de fluxo laminar (Filterflux)
previamente desinfetada com solugdo aquosa de etanol a 70% e luz UV por 20 min. As
placas foram mantidas em uma estufa microbioldgica a 30°C por 7 dias, periodo necessario
para a ocupacdo da coldnia fungica na area superficial da placa, com medi¢des diarias do

crescimento micelial e acompanhado o crescimento por meio de registro fotografico.

4.5.1 Avaliacao do crescimento micelial nas placas

A avaliacao do crescimento foi feita por meio do diametro tedrico, com base na area
superficial ocupada pela colonia durante o crescimento nas placas ao longo de 7 dias de
cultivo. O calculo para estimar os valores de diametro tedrico (Equagdo 1) foi determinado

conforme Mello (2018)
D =v(*) 01)

T

Onde:
D: Diametro Teorico (cm)

A: Area ocupada pelo fungo (cm?)

A partir da obtencdo do didmetro teodrico, estimou-se a velocidade de crescimento das

colonias ou de crescimento micelial (VCM) seguindo a Equacdo 2, conforme Oliveira
(1991)

vem = 3 (8=29) (02)
Onde:

VCM: velocidade de crescimento micelial (cm/dia)

D: diametro da colonia em um tempo tn, com n # 0.

Da: didametro médio da colonia em um tempo tn - 1

N: nimero de dias apds a inoculagao (to)

4.6 Analise estatistica

Os dados sobre a velocidade de crescimento dos fungos em placas foram
inicialmente submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk (p < 0,05) e ao teste de
Levene para homocedasticidade (p < 0,05) usando o programa R 3.3.0. As varidveis que
atenderam aos pressupostos de normalidade e homogeneidade de variancia foram analisadas
por meio de ANOVA unifatorial e bifatorial, seguidas pelo Teste de Tukey, para comparar

diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05).
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A andlise ANOVA unifatorial foi realizada para comparacdo de diferengas de
significancia estatistica (p < 0,05) entre as concentragdes de NaCl em um mesmo meio de
cultivo, no teste de halotolerancia e as concentragdes de BTEX no teste de toxicidade.

A andlise ANOVA bifatorial foi utilizada para comparar as diferencas de
significancia estatistica (p <0,05) entre 0 mesmo meio de cultivo e as duas concentragdes de
glicose (0,5 e 5,0 g/L) para o teste de halotolerancia e entre os meios de cultivo (EL e CA)
no teste de toxicidade. Valores de p menores que 0,05 foram considerados significativos,

enquanto valores de p maiores que 0,05 foram considerados ndo significativos.

4.7 Ensaio com reatores em batelada e biomassa dispersa para remociao de BTEX

4.7.1 Preparo das cepas flingicas

O meio de cultura utilizado para crescimento dos fungos para essa etapa foi a dgua
do mar sintética (ASW), cuja composi¢do estd descrita no Quadro 1 com definicdo de
salinidade 30%o0 de NaCl e cloreto de amonio 0,02 g/L como fonte de nitrogénio. Apos

preparada, a solucdo foi esterilizada em autoclave por 15 minutos a 121 °C.

Em uma capela de fluxo laminar previamente esterilizada os meios de cultura, 15 ml
foram colocados em placas de Petri para repicagem de fungo Aspergillus niger AN 400 a
serem utilizados nos reatores das etapas seguintes. As placas foram mantidas em estufa
bacterioldgica a cerca de 30 °C por um periodo de sete dias para usos posteriores nos ensaios

das bateladas.

4.7.2 Constituicao do meio sintético ASW

O meio sintético adaptado de Kossuga et al. (2012) e Alvarenga et al. (2014) possuia
em sua composi¢cdo (g/L): 9,68 MgCl,- 6H-O; 1,36 CaCl,- 2H>0O; 0,61 KCI; 0,000014
Na;HPOy; 0,17 NaHCO3; 0,1 KBr; 3,47 NaxSOg; 0,040 SrCl- 6HO; 0,030 H3;BOs; 0,1
Antibidtico Megacilin Super Plus®; 30 NaCl; 0,02 NH4Cl; Apds preparacdo de agua
sintética adicionada de solugdo de Vishniac na propor¢do 1 mL/L, a solugao foi esterilizada

em autoclave por 15 minutos a 121 °C.

4.7.3 Montagem dos reatores em batelada com biomassa dispersa
Foi preparada a solu¢do aquosa de ASW com adi¢do de NaCl na maior concentragao
em que houve crescimento dos fungos no teste de halotolerdncia (30%o) bem como foi

preparada uma solugdo estoque de BTEX (153 g/L para cada composto) para posterior
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adicdo nos reatores, apos esterilizacdo do meio e retorno a temperatura ambiente (~25°C).

Os experimentos foram realizados em duplicata por desmonte em temperatura ambiente em

uma incubadora de bancada, conhecida como shake, modelo CT-712 da Cientec (Figura 6).

Em relagdo ao uso dos BTEX optou-se pelo uso da concentragdo total de 6000 mg/L

(1500 mg/L de cada composto), seguindo a metodologia de Rodrigues et al. (2025). Apds a

adicdo do BTEX, o pH foi ajustado para 5 para melhor crescimento fuingico.

Os reatores foram operados por desmonte. A cada tempo reacional a duplicata era

retirada para andlise sendo o dia da montagem considerada o dia zero (0 h) e Tempos de

Reacdo (TR) posteriores de 6 h, 12 h, 24 h, 48 h e 120 h para quatro grupos de reatores,

conforme detalhado no Quadro 6, resultando em um total de 40 reatores.

Figura 5 — Representacdo e descri¢cao da batelada agitada.

Batelada agitada

Incubadora de bancada (shake)- .:'_.
60 rpm 420

TR a0 - 5 dias
(6h, 12h, 24h, 48h, 120h)

Fonte: Autora (2025).

Quadro 6 — Configuracao e com

a 10 reatores

10 reatores

-
LT
. ‘e
. '0..
. "3
.

. 10 reatores

."a 1
5

10 reatores

Reatores controle (RC)
ASW aquoso + BTEX
RC 0; RC 6; RC 12; RC 24: RC 48; RC 120

Reatores com Fungo (RF)
ASW aquoso + BTEX + Aspergillus niger AN 400
RF 0; RF 6; RF 12; RF 24; RF 48; RF 120

Reatores com Fungo e Glicose (RFG)
ASW aquoso + BTEX + Glicose +Aspergillus niger AN 400
RFG 0; RFG 6; RFG 12; RFG 24: RFG 48; RFG 120

Reatores com Fungo e Etanol (RFE)
ASW aquoso + BTEX + 30% Etanol +Aspergillus niger AN 400
RFE 0: RFE 6;: RFE 12; RFE 24; RFE 48; RFE 120

posicao dos grupos de reatores (RC, RF, RFG, RFE).

Meios aquoso Reator | Composiciao
Agua do mar sintética | RC Meio aquoso ASW + BTEX.
(ASW) — 30%o de RF Meio aquoso ASW + BTEX + discos miceliais de Aspergillus niger
NaCl com Cloreto de AN400.
amonio (0,02g/L). RFG Meio aquoso ASW + 0,5 g/L de glicose + BTEX + discos miceliais
de Aspergillus niger AN400.
RFE Meio aquoso ASW + 30% de etanol + BTEX + discos miceliais de
Aspergillus niger AN400.

Fonte: Autora (2025).
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Conforme metodologia de Bermudez ef al. (2019), os reatores em batelada agitada
foram montados em agitadores rotatérios do shake, com velocidade de 60 rpm, e
temperatura ambiente de 27 + 4°C. Os reatores consistiram em erlenmeyers de 250 mL
(previamente esterilizados) com volume reacional de 200 mL com adi¢do de BTEX na
concentragdo total de 6000 mg/L. Foram inseridos também em cada reator 10 discos
miceliais de 8 mm de diametro do fungo Aspergillus niger AN400, conforme descri¢dao no
topico 4.7.1. Por fim, os reatores foram fechados com jornal e papel aluminio para evitar

fotodegradagdo do meio conforme representados na Figura 6.

Figura 6 — Reatores em agitagdo na incubadora de
bancada (shake).

Fonte: Autora (2025)

Aliquotas do meio de cada reator em 120 h foram retiradas e preservadas

individualmente em frascos ambar para andlise de BTEX.
4.7.4 Analises realizadas

Foram realizadas determinag¢des de pH, DQO bruta e filtrada conforme APHA
(2022), além da atividade enzimatica de lacase, fenois e BTEX.

A atividade lacase foi medida utilizando 2,2-azino-bis-etilbentiazolina (ABTS) como
substrato (Buswell et al. 1995). A mistura da reagdo foi composta por 3 mL de tampao
acetato de soédio 0,1 M (pH 5,0), 6 mL da solugdo enzimatica e 1 mL de ABTS a 0,03%
(p/v). Ap6s leitura inicial, as amostras foram incubadas a 37 °C por 10 minutos, e logo

depois foi realizada a segunda leitura.
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A oxida¢ao do ABTS foi monitorada pela variacdo de absorbancia a 420 nm, utilizando
coeficiente de extingdo molar (g) de 36.000 M™! cm™. A atividade enzimatica foi expressa
em unidades enzimaticas (U), sendo uma unidade definida como a quantidade de enzima
necessaria para promover a oxidacao de 1 pmol de substrato por minuto sob as condi¢des de
ensaio. Os resultados foram normalizados e apresentados em U/L do extrato enzimatico,

com os calculos baseados na Equagao 3, a qual se fundamenta na Lei de Beer-Lambert.

UL=AAxVx106/exRxt (03)
Onde:
AA: diferenca entre a absorbancia final e a inicial
V: volume da reacdo (0,001 L em todos os casos)
10°: converte os mols de € para umols
e: coeficiente de extingdo (M cm™)
R: quantidade de caldo enzimatico (L)

t: tempo de reagdo (min)

A analise de fendis totais em meio aquoso foi realizada pelo método colorimétrico
com cloreto férrico (Apostica et al. 2018), em que 10 mL da amostra foram reagidos com 1
mL de solu¢do de FeCls, aguardando-se 2-3 minutos antes da leitura da absorbancia
realizada em espectrofotometro UV-VIS (Genesys 150) no comprimento de onda de 540
nm. A curva padrdo de fenois foi realizada variando entre 0,5 e 2,5 mg/L de uma solucao
estoque de 0,1 mol/L de fenol.

A determinagdo de BTEX foi feita em laboratério acreditado, utilizando
cromatografo a gés acoplado a espectrometro de massas (GC/MS Agilent 7890, ION TRAP,
EPC, injetores Split/Splitless) equipado com coluna capilar Zebron ZB-5MS PLUS (30 m x
0,25 mm x 0,25 um, Phenomenex), conforme metodologia EPA 8260 e preparo por EPA
5021A (Headspace), abordagem empregada e validada na literatura recente, incluindo o
estudo de Xin et al. (2024). As condi¢des operacionais incluiram: seringa de 2,5 mL a 90
°C, agitador a 80 °C, tempo de incubag¢ao de 20 min sob agita¢do de 500 rpm, e programa de
forno com inicio a 35 °C (1 min), seguido de rampa de 10 °C/min até 210 °C, mantidos por
18,5 min (tempo total de corrida ~25 min). Para concentracdo inicial de BTEX foi

considerado o valor teodrico.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Teste de Haloterancia e avaliacio de crescimento de Aspergillus niger com
diferentes fontes de carbono e nitrogénio.

Nas Figuras 7a e 7b sdo apresentados o crescimento das colonias de Aspergillus
niger nas diferentes salinidades para o meio ASW acrescidos de extrato de levedura (EL) e

glicose em diferentes concentragdes.

Figura 7 — Crescimento da coldnia fingica em termos do didmetro nos meios de
cultura ASW com extrato de levedura (EL), nas salinidades de 5%o, 10%0, 20%0 ¢
30%o (m/v) e sem salinidade (0%o), com glicose a 0,5 g/L (a) e 5 g/L (b).

10
0 . 8 B 8 8B
8
0 <
.
- <
E 6 ©
N2
» ° 0
3
«3 <o [ ] o
= 5 ° [ ]
=] 1 =
0 =
0 1 2 3 4 5 6 7 8
(a) Tempo (dias)
O0%0 <©5%0 ®10%0 X20%0 L130%0
10
. g & © 8 8 B
a0 B
E 6 X
N2
py 5
& 4
g 3
s 5 ©
=] | =
0
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Tempo (dias)
(b)

O0%0 <©5%0 ®10%0 *X20%0 [130%0

Fonte: Autora (2025)
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A influéncia do aumento da concentracdo de glicose no desenvolvimento de
Aspergillus niger, especialmente nos primeiros dias de cultivo (dias 1 e 2), pode ser
explicada pelas etapas do crescimento microbiano, conforme descrito por Madigan et al.
(2019). Segundo esses autores, na fase lag, os microrganismos se adaptam ao ambiente e
preparam-se para o crescimento, processo que pode ser acelerado pela disponibilidade de
uma fonte de carbono de facil assimilacdo, como a glicose.

Nesse contexto, a maior concentragao de glicose (5 g/L) provavelmente forneceu
energia suficiente para que o fungo superasse rapidamente a fase lag e iniciasse a fase
exponencial, caracterizada por intensa multiplicagcdo celular. De acordo com Prescott et al.
(2020), na fase estaciondria a taxa de crescimento celular diminui devido a escassez de
nutrientes ou ao acumulo de metabdlitos inibidores, o que pode explicar essa estabilizacao
observada.

Assim, o crescimento acelerado observado nos dois primeiros dias pode ser atribuido
a maior disponibilidade de energia na forma de glicose, que possibilitou a rapida transi¢ao
para a fase exponencial. Por outro lado, a estabiliza¢dao nos dias seguintes sugere o inicio da
fase estaciondria, possivelmente influenciada por fatores como a salinidade e a limitagao
fisica pelo efeito da restricdo de borda, relacionada ao diametro da placa de Petri, que
influenciou a estabiliza¢do do crescimento. Caso o diametro fosse maior, essa estabilizagao
poderia ocorrer mais tardiamente, possivelmente apos o segundo ou terceiro dia, hipotese
que ainda necessita de confirmacao experimental.

Comparando os grupos de placas de Petri com mesma fonte de nitrogénio, extrato de
levedura e variando a concentracdo de glicose (Figura 7a e 7b), o crescimento do fungo foi
impactado pelos valores de salinidade (5%o, 10%o € 20%o), particularmente na concentragao
de glicose 0,5 g/L. Na Tabela 3 sdo apresentados os valores de velocidade média para cada
um dos grupos de placas de Petri segundo a salinidade exposta aos fungos no meio ASW
EL.

Em condi¢des de 0%o de salinidade, observou-se o crescimento com um diametro
médio final de 8,66 cm e uma velocidade média de 2,74 + 0,23 cm/dia sendo que para
salinidade de 30%o, a velocidade média resultante (2,96 + 0,03 cm/dia) e o didmetro final
foram ligeiramente maiores (8,90 cm). Isso sugere que, em condi¢des de alta salinidade
(30%o), o fungo pode ter ativado mecanismos adaptativos que o permitiram um desempenho
semelhante ao observado em condi¢des sem sal. Oren (2024) relata em seus estudos que
microrganismos halofilicos contam com adaptagdes particulares que os capacitam a

prosperar em ambientes altamente salinos.
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Tabela 3 — Velocidades de crescimento do Aspergillus niger no meio ASW EL
variando salinidade e concentragao de glicose.

Salinidade Velocidade (cm/dia)
(%o NaCl, m/v) glicose 0,5 g/L glicose 5 g/L
0 2,74 +£0,23 2,49 £ 0,06
5 2,59 +£0,29 0,29 £0,18
10 0,97 £0,10 2,51 +£0,03
20 1,44 £0,85 0,99 £ 0,10
30 2,96 = 0,03 2,33 £0,15

Fonte: Autora (2025).

Um desses mecanismos pode estar relacionado a produgdo de enzimas halotolerantes
e termostaveis, como demonstrado por Cai et al. (2024), que estudaram uma endoglucanase
de A. niger marinho e observaram que a presen¢a de ions Na“ ¢ Cl” pode influenciar a
atividade e estabilidade dessas enzimas. Esse efeito ocorre porque os ions formam interagdes
com residuos carregados das proteinas, estabilizando o sitio de ligacdo ao substrato e
contribuindo para a resisténcia a condi¢cdes extremas.

Nas concentragdes de sal de 10%o0 € 20%o0 os didmetros finais (2,77 cm e 3,84 cm,
respectivamente) tiveram uma redu¢do maior, se comparadas as outras condi¢des do teste,
bem como as menores velocidades médias (0,97 + 0,10 cm/diae 1,44 + 0,85 cm/dia). De
acordo com o teste ANOVA ha diferenca estatistica(p=0,0000367). O teste de Tukey
confirma que o fungo cresce melhor e de forma semelhante nas das concentragdes de 5%o e
30%o0 ¢ de forma similar nas concentragdes de 10%o e 20%o0 nas placas com 0,5 g/L de
glicose. Calabrese (2004) prop0s a existéncia de respostas horméticas em microrganismos,
em que concentragdes baixas a moderadas de agentes estressores, como o sal, tendem a
inibir o crescimento, enquanto concentragdes mais altas podem ativar mecanismos de defesa
celular.

Com o aumento da concentracdo de glicose, mesmo em concentracdes salinas
maiores, como 10%o, 20%o0 € 30%o, 0 fungo alcangou didmetros médios (8,97 cm) proximos
ao observado em 0%o de salinidade (8,99 cm) em torno do 3° dia. Este comportamento pode
ser explicado provavelmente pelo maior aporte energético fornecido pela glicose, que
potencialmente contribuiu para a manutencao das fungdes celulares, mesmo em condigdes
adversas. Jansen et al. (2018) identificaram que A. niger ajusta seu metabolismo de acordo
com a disponibilidade de fontes de carbono no ambiente, consumindo agucares de maneira

sequencial por meio de um controle refinado de seus mecanismos de regulacdo metabolica.
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Essa capacidade permite ao fungo otimizar o uso de recursos energéticos, tornando-o mais
resiliente em ambientes de alta salinidade, onde a disponibilidade de nutrientes pode ser
limitada.

E possivel observar que as velocidades de crescimento do fungo sdo impactadas
pelas concentragdes de salinidades moderadas (5%o € 20%o), com valores de 0,29 + 0,18
cm/dia e 0,99 + 0,10 cm/dia, respectivamente. Zhuang et al. (2010), em seus estudos
relataram que niveis moderados de sal podem causar um estresse osmotico consideravel que
inibe o crescimento de microrganismos. Em contrapartida ¢ em situagdes de maior
salinidade podem desenvolver adaptagcdes que lhes permitem ndo apenas sobreviver, mas
também prosperar, no entanto, a transi¢ao para essas condi¢des pode nao ser tdo eficiente em
niveis intermediarios de salinidade onde o equilibro osmotico se mostra mais desafiador.

Os padrdes de crescimento observados nos experimentos de halotolerancia sao
coerentes com mecanismos fisiolégicos bem descritos em fungos halotolerantes. A resposta
ao estresse salino envolve o acumulo de solutos compativeis (glicerol e outros polidis) para
manutengdo do potencial osmético intracelular, remodelagem da parede celular (alteragdes
em glucanos e quitina) para reducdo do estresse mecanico, ativagdo de sistemas de
transporte i0nico (antiportes Na'/H" e canais/transportadores de K*) e indu¢do de respostas
antioxidantes que mitigam espécies reativas formadas durante a exposi¢do salina. Essas
respostas combinadas explicam a reducdo inicial nas taxas de crescimento seguida de
aclimatacdo e retomada parcial do crescimento em salinidade moderada, além de alteragdes
morfologicas tipicas observadas em placas e em cultura submersa. Em Aspergillus niger,
vias de sinalizagdo relacionadas a parede celular e regulagdo osmotica atuam em conjunto,
permitindo que cepas halotolerantes mantenham metabolismo ativo em meios com atividade
de agua reduzida, o que justifica o desempenho consistente do isolado AN400 nas condi¢des
ASW utilizadas (Pérez-Llano ef al. 2020; Nivedita ef al. 2021; Jiménez-Gomez et al. 2022).

Verificou-se que os valores de velocidade média nas placas onde os fungos
cresceram no meio ASW EL 5 com salinidade 30%o (2,33 £ 0,15 cm/dia) ndo ficaram muito
distantes ao registrado nas placas em que o crescimento ocorreu na auséncia de salinidade
(2,74 £ 0,23 cm/dia), com concentracao de glicose 0,5 g/L.

Esses resultados indicam que Aspergillus niger AN400 apresenta uma perceptivel
capacidade de adaptagdo a ambientes salinos. A andlise estatistica (ANOVA unifatorial)
evidenciou que para as placas com 5 g/L de glicose, houve diferenca estatistica entre as
concentragdes de NaCL estudadas (p = 2,70x10™!%). O fungo cresce de forma semelhante

nas concentracdes de 10%o € 30%0 e diferem das concentracdes de 5%o € 20%o0 (p=0,007). O
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teste ANOVA e Tukey também confirma que ndo houve diferenca estatistica entre as
concentragdes de glicose utilizadas no meio EL (p=0,401; F=17,3).

Ao se considerar o cendrio de Aspergillus niger tendo como fonte de nitrogénio o
cloreto de amdnio no meio ASW com variagdo da concentragdo de glicose observou-se
similaridades nas velocidades de crescimento.

Na Figura 8 e na Tabela 4 sdo mostradas, respectivamente, o aumento do didmetro
colonial ao longo do tempo nos cultivos de Aspergillus niger na auséncia e presenca de
salinidade em meio ASW com cloreto de amoénio e glicose com 0,5 (a) e 5 (b) g/L e a
velocidade de crescimento micelial.

A. niger demonstrou um crescimento uniforme em diferentes salinidades, com
diametros finais proximos em todas as concentragdes salinas analisadas (variando entre 8,43
cm e 8,80 cm) em torno do 3° dia.

A velocidade de crescimento das coldnias nas placas em estudo apresentou valores
proximos entre si, independente da concentracdo de glicose, nas diferentes concentragdes de
salinidades estudadas, cujos valores na auséncia de salinidade foram: 2,37 + 0,08 cm/dia (0,5
g/L de glicose) e 2,39 + 0,09 cm/dia (5 g/L de glicose), sendo que para 30%o, maior
salinidade a que os fungos foram expostos, as velocidades médias foram de 2,17 = 0,26

cm/dia (0,5 g/L de glicose) e 2,41 = 0,10 cm/dia (5 g/L de glicose).

Figura 8 — Crescimento da colonia fungica em termos do didmetro nos meios de
cultura ASW com cloreto de amonio (CA), nas salinidades de 5%o, 10%o, 20%0 € 30%o
(m/v) e sem salinidade (0%o), com glicose a 0,5 g/L (a) e 5 g/L (b).
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Fonte: Autora (2025)

Tabela 4 — Velocidades de crescimento do Aspergillus niger no meio ASW CA variando
salinidade e concentragdo de glicose.

Salinidade Velocidade (cm/dia)
(%0 NaCl, m/v) glicose 0,5 g/L glicose 5 g/L
0 2,37 +0,08 2,39 +0,09
5 2,42+0,10 2,24 £0,20
10 2,12+0,14 2,21 £0,28
20 2,19+0,14 2,34+0,13
30 2,17+£0,26 2,41£0,10

Fonte: Autora (2025)

A anélise estatistica ANOVA confirmou a auséncia de diferengas significativas na
velocidade de crescimento do fungo em funcdo das concentragdes de NaCl e glicose (p=
0,19), resultados também confirmados pelo Teste de Tukey (F= 1,62). Portanto, mesmo em
condicdes de baixa disponibilidade de carbono (0,5 g/L), o fungo foi capaz de manter seu
crescimento em altas concentracdes de salinidade, como 20%o e 30%o. Isso sugere uma
relativa tolerancia do A. niger AN400 as condi¢des de estresse osmotico neste cenario. Ufot
et al. (2022) em seu trabalho justifica que os fungos em ambientes salinos podem utilizar a
acumulacdo de solutos compativeis e a produgcdo de enzimas como mecanismos para
equilibrar sua fisiologia em condigdes adversas.

Algo a se observar ¢ que, em todas as amostras cultivadas em meios ASW, embora
tenha ocorrido crescimento micelial (cm?), as colonias de Aspergillus niger AN400 nao

apresentaram esporulacdo maxima ao final do ciclo de 7 dias. Nas primeiras 24 horas,
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observou-se coloragdo esbranquigada nas colonias, sugerindo baixa producgdo de esporos, o
que pode estar relacionado a concentragao de sais, especialmente NaCl, nos meios salinos.
Essa condi¢gdo promoveu a formacao de conididforos curtos e esparsos, com pouca ou
nenhuma esporulagdo, conforme registrado nas imagens fotograficas (ver Apéndice).

Esse padrao de baixa esporulagdo sob estresse salino ja foi descrito para diversas
espécies de Aspergillus, em que o aumento da concentracdo de NaCl ou outros sais reduz a
formagdo de conidiéforos e esporos, ao mesmo tempo em que favorece o crescimento
vegetativo. Tal efeito pode ser explicado pela necessidade de redirecionamento metabolico,
em condi¢cdes osmoticamente adversas, a célula prioriza mecanismos de sobrevivéncia,
como o acumulo de solutos compativeis e o reforco da parede celular, em detrimento de
processos energéticos secunddrios, como a reproducao assexuada. Estudos mostram que, em
meios com elevada salinidade, h& supressdo da expressio de genes reguladores da
esporulacdo (como bri4 e abaA), associados a um aumento de genes ligados a resposta
osmotica e manutencao celular (Pitt & Hocking, 2009; Zajc et al. 2011).

Mais recentemente, Gunde-Cimerman, Plemenitas ¢ Oren (2018) relataram que
fungos halotolerantes exibem plasticidade fenotipica que inclui redug¢do de esporulagao
como estratégia adaptativa para ambientes salinos. Dessa forma, a baixa esporulacio
observada em A. niger AN400 pode ser interpretada como um mecanismo adaptativo,
garantindo a manutencdo do metabolismo ativo e da capacidade degradativa, mesmo que a
custa da reprodugao.

Para efeito de comparagdo, analisou-se o crescimento de Aspergillus niger AN400
nos meios padrdes Czapek e Sabouraud. As Figuras 9 e 10 apresentam a variacdo do
diametro das coldnias ao longo do tempo nesses meios, com e sem salinidade, enquanto a

Tabela 5 reune as velocidades médias de crescimento obtidas.
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Figura 9 — Crescimento da colonia fingica em termos do didmetro no meio de cultura
Czapec com adicao de NaCl a 5%o, 10%o, 20%o0 € 30%o0 (m/v) e sem adi¢do de NaCl (0%o).
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Fonte: Autora (2025)

Figura 10 — Crescimento da col6nia fingica em termos do didmetro no meio de cultura
Saboraud com adi¢do de NaCl a 5%o, 10%o, 20%0 € 30%0 (m/v) e sem adi¢do de NaCl (0%o).
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Fonte: Autora (2025)

Tabela 5 — Velocidades de crescimento do Aspergillus niger nos meios Czapec e
Sabouraud com varia¢ao nas concentragoes de salinidade.
Salinidade Velocidade (cm/dia)
(%0 NaCl, m/v) Czapec Saboraud

0 0,94 +0,10 1,72 £ 0,31
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5 0,74 £ 0,27 1,78 £ 0,11
10 1,11 +0,32 1,90 £ 0,32
20 0,51 +0,04 1,95+0,29
30 0,47 +0,10 1,00 + 0,07

Fonte: Autora (2025)

Mesmo com maior disponibilidade de fonte primaria de carbono nos meios Czapec e
Saboraud, que se apresentam rico em sacarose (30 g/L) e glicose (40 g/L) respectivamente,
as velocidades médias desenvolvidas pelo fungo foram menores, independente da auséncia
ou presenga de salinidade, em comparagdo aos meios ASW que possui menor concentragao
de glicose (0,5 g/L). Isso indica que a cepa em estudo, nas condi¢cdes do experimento,
suporta seu crescimento tanto na condi¢do de elevada concentracdo de matéria organica
quanto em sua menor disponibilidade, caracterizada pelo crescimento nas placas com meio
ASW, com destaque para as condi¢des extremas de auséncia e alta salinidade.

Segundo Pitt e Hocking (2009), o crescimento de fungos, incluindo Aspergillus
niger, ¢ altamente dependente da disponibilidade de fontes de carbono, como aglcares
simples (glicose e sacarose), que sdo facilmente metabolizados para producdo de energia e
biomassa. Esses autores destacam que meios de cultura ricos em agucares, como o meio
Czapek (contendo sacarose) e Saboraud (contendo glicose), proporcionam condigdes ideais
para o crescimento fingico, ademais, a habilidade de Aspergillus niger de prosperar em
condicdes de elevada concentragdo de matéria organica, bem como no meio ASW com baixa
concentragdo de glicose (0,5 g/L), pode ser justificada pela adaptabilidade metabolica deste
fungo.

De acordo com Papagianni (2007), Aspergillus niger dispde de uma vasta variedade
de enzimas extracelulares que lhe possibilitam se ajustar a variadas condigdes nutricionais,
incluindo locais com escassez de carbono. Esta adaptacdo ¢ vital para a sua sobrevivéncia
em varios habitats, desde solos com alta concentracdo de matéria organica até ambientes
mais limitados.

Os resultados indicaram que ¢ vidvel a escolha do meio ASW (ELG e CAG), apesar
do seu baixo contetido nutricional, especialmente em relacdo a fonte primaria de carbono
(0,5 g/L), uma vez que nao houve diferenga estatisticamente significativa (p=0,292) entre as
concentracgoes (0,5 g/L versus 5 g/L) do mesmo modo que oferta condigdo de crescimento
que em um meio padrao com nutrientes considerados ideais. Além disso, a cepa demonstrou

alta tolerancia a salinidade de até 30%o, sem comprometimento na velocidade média de
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crescimento conforme indicado pelas andlises estatisticas ANOVAS nos diferentes grupos.
A salinidade influenciou a velocidade de crescimentos dos fungos em ambos os meios,
porém no meio Sabouraud foi mais evidente (F=9,52 ¢ p= 0,0019) que no meio Czapec
(F=3,88 ¢ p=0,037). Dessa forma, os meios ASW ELG 0,5 ¢ ASW CAG 0,5 mostraram-se
adequados para o crescimento de A. niger AN400 em condicdes salinas de até 30%o (m/v) e
a elevada capacidade de adaptagao da espécie reforga seu potencial para testes de toxicidade

com BTEX.

5.2 Teste de Toxicidade a BTEX.

No teste de toxicidade, o Aspergillus niger AN400 foi exposto aos meios
selecionados a partir do teste de halotolerancia, ASW ELG 0,5 ¢ ASW CAG 0,5, contendo
diferentes concentragdes de BTEX.

A Figura 11 apresenta a variacdo do didmetro teorico das colonias de Aspergillus
niger AN400 cultivadas no meio ASW ELG 0,5, com salinidade de 30%o, ao longo de 7
dias. S@o comparadas as condi¢des de crescimento na auséncia de BTEX (controle), na
presenga de BTEX nas concentracdes de 1200 e 4000 pg/L, além de uma condi¢do sem

salinidade e sem BTEX (branco).

Figura 11 — Crescimento das colonias de Aspergillus niger AN400, ao longo do tempo
de cultivo, em meio de cultura ASW ELG 0,5, com concentracdo de 1200 pg/L e 4000
pg/L de BTEX, como também no meio controle (sem BTEX) e no meio branco
(auséncia de salinidade e BTEX).
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Na Tabela 6 sdo apresentados os valores de velocidades médias do crescimento
colonial de A. niger nas condi¢des de estudadas nas placas de controle (sem BTEX e com
30%0 de salinidade), Branco (sem BTEX e sem salinidade) e nas placas com 30%o de

salinidade e presenca de concentragdes de 1200 pg/L e 4000 ng/L de BTEX.

Tabela 6 — Comparativo de velocidades médias de crescimento do Aspergillus niger
nos meios ASW EL e ASW CA na presenca de concentragdo 1200 pg/L e 4000 pg/L de
BTEX e os respectivos desvios padroes.

Placas Velocidade média (cm/dia)
ASW EL \ ASW CA
Controle 1,30 £ 0,33 0,32 £0,04
Branco 2,74 £0,23 2,37 £0,08
1200 pg/L por BTEX. 0,67 £0,36 0,05 £0,01
4000 pg/L por BTEX. 0,41+ 0,37 1,32 +£0,43

Fonte: Autora (2025)

No meio ASW ELG 0,5 com salinidade de 30%o e presenga de BTEX, o crescimento
do Aspergillus niger AN400 apresentou variagdes consideraveis de acordo com a
concentragdo do contaminante. Na condicdo Controle (sem BTEX), o crescimento foi
progressivo, com velocidade média de 1,30 + 0,33 cm/dia, alcangando um diametro teoérico
de 8,26 cm no 7° dia. Esse valor indica um desenvolvimento continuo até a estabilizacao
préxima ao limite da placa de Petri (9 cm).

Por sua vez, as placas Branco (sem salinidade e sem BTEX) apresentaram a maior
velocidade média de crescimento (2,74 + 0,23 cm/dia), com colonias atingindo 8,90 cm no
sétimo dia. Esse desempenho confirma que, em condigdes ideais, sem estressores quimicos
ou osmoticos, o fungo expressa seu potencial méximo de crescimento radial.

Na presenga de 1200 pg/L de BTEX, o fungo apresentou crescimento rapido no
primeiro dia (6,72 cm), sugerindo um possivel estimulo inicial, conforme relatado por
Daéassi e Almaghrabi (2023) e Zhang, Feng e Ren (2024), que descreveram o uso de
hidrocarbonetos como fonte alternativa de carbono e estimulo inicial de crescimento em
fungos. Apesar da desaceleragdo posterior, o didmetro final foi de 8,54 cm no 7° dia, ¢ a
velocidade média de crescimento foi de 0,67 + 0,36 cm/dia, inferior a condigao controle. Em
concentragdo mais elevada (4000 pg/L), observou-se padrao semelhante, crescimento inicial
expressivo (6,41 cm no 1° dia), com estabilizacdo em 8,54 cm nos dias finais e velocidade
média de 0,41 + 0,37 cm/dia, a menor dentre os tratamentos com BTEX meio ASW ELG
0,5.
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A andlise estatistica por ANOVA unifatorial revelou diferenca estatisticamente
significativa entre as condigdes testadas (F = 7,64; p = 0,0224), indicando que a
concentracdo de BTEX impactou de forma relevante a velocidade de crescimento fungico. O
teste de Tukey complementou essa analise ao distinguir que o Controle (sem BTEX) foi
estatisticamente diferente dos tratamentos com BTEX (1200 e 4000 pg/L), classificados no
mesmo grupo. Isso demonstra que, embora o fungo tenha mantido crescimento mesmo na
presenca de BTEX, sua taxa de expansao foi significativamente reduzida em relagdo a
condi¢ao sem contaminante.

Por outro lado, o teste de Tukey também revelou que ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre as concentragdes de 1200 e 4000 ng/L. de BTEX. Esse
resultado sugere que o aumento da concentracio de BTEX dentro desse intervalo nao
resultou em maior inibi¢dao do crescimento, possivelmente indicando que o 4. niger ja atinge
um limiar de resposta ao composto nessa faixa de concentracio, ou que o estresse induzido
se estabiliza apds certo ponto.

Portanto, os dados demonstram que o 4. niger AN400 ¢é capaz de crescer mesmo sob
exposicao a hidrocarbonetos aromaticos em meio salino, embora a presenca de BTEX
reduza significativamente a velocidade de crescimento em comparagdo a condi¢do controle.
Ainda assim, € possivel observar a resisténcia fungica do 4. niger AN400 a ambientes
contaminados com compostos BTEX, mesmo em condi¢des adversas como a salinidade
elevada.

A Figura 12 apresenta a variacdo do didmetro teorico das colonias de Aspergillus
niger AN400 cultivadas no meio ASW CAG 0,5, com salinidade de 30%o, ao longo de 7
dias, comparando-se as condigdes de crescimento na auséncia de BTEX (controle), na
presenca de BTEX nas concentracdes de 1200 e 4000 pg/L, além de uma condicdo sem

salinidade e sem BTEX (branco).
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Figura 12 — Crescimento das coldnias de Aspergillus niger AN400, ao longo do tempo de
cultivo, em meio de cultura ASW CAG 0,5, com concentragao de 1200 ng/L e 4000 ug/L de
BTEX, como também no meio controle (sem BTEX) e no meio branco (auséncia de
salinidade e BTEX)
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Fonte: Autora (2025)

No meio ASW CA com glicose (0,5 g/L) e salinidade de 30%o, o crescimento do
Aspergillus niger AN400 apresentou comportamento diferenciado de acordo com a presenga
e concentracdo de BTEX. O grupo Controle (sem BTEX) demonstrou crescimento
progressivo, com diametro tedrico de 7,92 cm ja no 1° dia, atingindo 8,89 cm ao final do
experimento. A velocidade média de crescimento foi de 0,32 + 0,04 cm/dia, evidenciando
um desenvolvimento moderado em meio salino.

No grupo Branco (sem BTEX e sem salinidade), o crescimento foi retardado, com
diametro de apenas 1,26 cm no 1° dia e crescimento progressivo até 8,50 cm no 7° dia. A
velocidade média de crescimento foi de 2,37 + 0,08 cm/dia, a mais elevada entre os grupos,
0o que demonstra o efeito estimulador da auséncia de estressores, como salinidade e
contaminantes toxicos.

Nas placas com BTEX a 1200 pg/L, o fungo iniciou o crescimento com diametro de
6,60 cm no 1° dia, atingindo 8,57 cm no 7° dia. Ja na concentragdao de 4000 pg/L, o
crescimento inicial foi um pouco inferior (4,89 cm), mas a colonia rapidamente alcangou
8,23 cm, estabilizando-se a partir do 5° dia. As velocidades médias foram de 0,05 + 0,01
cm/dia para 1200 pg/L e 1,32 + 0,43 cm/dia para 4000 pg/L, indicando um surpreendente
aumento do desempenho flngico na concentragdo mais elevada de BTEX, sugerindo um

possivel efeito de adaptagdo metabolica frente ao contaminante. Esse comportamento
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refor¢a o que foi apontado por Obuekwe et al. (2005) que observaram o crescimento de
fungos sob estresse salino com petrdleo bruto, sugerindo que o poluente pode ser utilizado
como fonte suplementar de carbono e energia. Também pode estar relacionado a produgao
de compostos extracelulares protetores, como apontado por Nesci; Etcheverry; Magan,
(2004) que auxiliam na imobilizagdo ou metaboliza¢do de substancias toxicas.

A andlise estatistica por ANOVA unifatorial indicou que houve diferenca
estatisticamente significativa entre as diferentes concentragdes de BTEX (F = 42,99; p =
0,0003). O teste de Tukey revelou que todos os grupos se diferenciaram significativamente
entre si. Esses resultados evidenciam que o crescimento do fungo foi diretamente
influenciado pela concentragdo de BTEX no meio, com efeitos distintos de inibi¢gdo ou
estimulagao.

Por fim, o crescimento fungico nos diferentes grupos tendeu a estabilizacao apos o 3°
dia, o que pode estar associado ao efeito de borda das placas de Petri, que limita fisicamente
a expansao radial da colonia (Mello et al. 2018). Ainda assim, o Aspergillus niger AN400
demonstrou notavel capacidade de tolerar e crescer mesmo na presenca de BTEX em meio
salino, especialmente na maior concentracao testada (4000 pg/L) no meio ASW CA, grupo
que se destaca com melhor crescimento e diferenca estatisticamente significativa (p =
0,0003) em relag@o a todos os outros grupos, apontando ser 0 meio aquoso promissor para a

proxima etapa de testes em batelada.

5.3 Ensaio com reatores em batelada e biomassa dispersa para remocio de BTEX

Na Figura 13 demonstra a concentracao relativa (C/Co) de DQO bruta e filtrada nos
grupos de reatores (RC, RF, RFG e RFE) em batelada ao logo do tempo, como indicativo da
matéria organica presente no meio, incluindo biomassa (micélio, esporos, fragmentos
celulares) e particulas em suspensdo, na fracao total ou bruta, e matéria organica dissolvida,

na DQO filtrada.
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Figura 13 — Concentracao relativa (C/Co) de DQO filtrada (a) e DQO bruta (b) nos grupos de
reatores (RC, RF, RFG e RFE) em batelada no tempo 0 a 120h.
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Fonte: Autora (2025).

Nos reatores controles (RC) houve manutencdo na maior parte do tempo de valores
altos tanto de DQO bruta quanto filtrada (C/Co ~1), como esperado para auséncia de
microrganismos. Nos reatores com fungos (RF), verificou-se diminui¢do expressiva dos
valores de DQO filtrada, remog¢ao de 87,40% (120 h), ainda que com menor eficiéncia de
remog¢ao em termos de DQO bruta, particularmente nesse mesmo tempo, podendo estar
relacionado a presenca de biomassa e ou esporos fungicos nesses reatores. Alvarado et al.
(2021) em suas pesquisas confirmam que a presenga de particulado (biomassa, aglomerados)

podem sedimentar, ressuspender e ser hidrolisado, influenciando a DQO bruta.
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O desempenho inferior de RFG na fragdo de matéria organica soluvel, 37,25% (120
h) pode estar relacionada com uma repressao catabolica de carbono (CCR), uma vez que a
presenca de glicose direciona o metabolismo para uma fonte preferencial, reprimindo vias
para utilizacdo de substratos mais complexos como compostos aromaticos, podendo ocorrer
acumulo de intermediarios soluveis que compdem a DQO filtrada. Em Aspergillus, a CCR
mediada por CreA/CREA (proteina reguladora) na presenca de glicose ¢ amplamente
documentada e pode reduzir a expressao de vias catabolicas alternativas (Mékeld et al. 2018;
Chen et al. 2022b).

Por outro lado, em RF, a diminui¢do da DQO filtrada foi a de maior percentual
(87,40%) no final do experimento. Esse comportamento pode ser explicado pois em RFG e
RFE, o fornecimento de fonte de carbono mais facil de ser assimilada pode ter promovido
maior crescimento micelial e estimulado a atividade metabodlica para outras vias como a
produg¢do de EPS em vez da mineralizacdo completa dos hidrocarbonetos (Chen et al.
2022a), sendo que, em termos de DQO bruta, verificou-se que as maiores remog¢des nos
reatores com fungos ocorreram, respectivamente, em RFG (57,8%), RF (40,85%) e RFE
(28,78%).

Assim, em RF, a auséncia de fonte adicional de carbono pode ter limitado o
crescimento celular, o que se refletiu na menor contribui¢do desta para a DQO bruta. Nessas
condi¢cdes de limitacdo nutricional, fungos como Aspergillus niger tendem a direcionar seu
metabolismo para a utilizagdo mais eficiente dos compostos disponiveis, como o0s
hidrocarbonetos aromaticos removendo BTEX, embora de forma mais lenta, o que sugere
uma adaptacdo metabolica para utilizar esses compostos como fontes de energia e carbono
sob limita¢ao nutricional (Rodrigues et al. 2024; Rodrigues et al. 2025). Isso explica a maior
remogao observada na fracdo soltvel da matéria organica, refletida pela redugdo mais
expressiva da DQO filtrada.

No reator que recebeu etanol e fungos (RFE), simulando a presenca do etanol em
proporg¢ado similar a presente na gasolina brasileira, a remoc¢ao de DQO filtrada foi de apenas
19,87% e a de DQO bruta de 28,78%, o que possivelmente pode ter decorrido de efeito
toxico da combinagdao dos BTEX e do etanol, além de que este ultimo tende ainda a
aumentar a solubilidade dos BTEX, agindo como co-solvente, aumentando a solubilidade
aquosa ¢ a mobilidade dos monoaromadticos (efeito co-solvent), o que eleva a fragdo
dissolvida disponivel para os microrganismos e, portanto, a exposi¢do toxica potencial.
Além disso, estudos mostram que a presenga de etanol pode alterar a cinética de degradagao

dos BTEX, reduzindo o fluxo metabolico por composto (por exemplo, tolueno) quando o
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etanol esta presente em mistura, efeito que pode decorrer competigdo por recursos
energéticos ou preferéncia metabolica pelo etanol como substrato, com consequente inibigao
ou reduzida eficiéncia na degradacdo dos aromaticos (Chen et al. 2022a; Schneider et al.
2024; Zhang et al. 2024).

A presenca de etanol geralmente altera a dindmica de degradagdo de BTEX uma vez
que microrganismos tendem a consumir etanol preferencialmente, o que reduz
temporariamente a degradagdo dos aromaticos por dois mecanismos principais: preferéncia
metabolica em que o etanol serve como substrato mais prontamente catabolizavel, e
competicdo por oxigénio e nutrientes, j4 que a oxidacdo rapida do etanol consome O:
dissolvido e nutrientes limitantes, reduzindo a disponibilidade para as vias especificas de
degradacdao de BTEX. Além disso, a presenca de etanol pode modificar a estrutura da
comunidade microbiana e o redox do sistema, favorecendo populagdes etanol-oxidantes em
detrimento dos degradadores de aromaticos, o que prolonga a persisténcia dos BTEX na
matriz aquosa (Chen et al. 2022a; Schneider et al. 2024).

Adicionalmente, fungos filamentosos como o A4. niger produzem varios acidos
organicos a partir do consumo do substrato inicial (Varriale; Ulber, 2023), o que se reflete
no valor e contribui com a matéria organica registrada no meio, o que explicaria oscilagdes
de DQO observadas em parte, bem como o fato da DQO filtrada no final da batelada ter sido
de valor considerdvel, enquanto as concentracdes de BTEX foram, em sua maioria,
inferiores a 1 pg/L.

Apesar da menor eficiéncia de remoc¢do de matéria organica observada em RFE,
dentre os reatores com fungos, esses reatores exibiram a maior atividade enzimatica,
registrando-se para lacase 0,052 U/L (24 h), que pode ter sido favorecida pela presenca de
etanol, indicando resposta metabolica do Aspergillus niger, ainda que ndo tenha se refletido
na remocao de matéria organica. Isso pode ser justificado pelo fato de que alcool etilico
pode induzir expressdo e secrecdo de lacases em fungos, dependendo de condigdes de
nitrogénio e estresse celular. Assim, a presenca de etanol no RFE pode elevar a atividade
enzimatica medida (Bossa et al. 2024), sem que isso necessariamente se traduza em
mineralizacdo completa da carga organica uma vez que exige cooperagdo entre oxidagdes
extracelulares e metabolismo intracelular (catalise por P450, TCA). Se o etanol for usado
preferencialmente, ou se houver limitagdo de O/nutrientes, a sequéncia completa que leva a
CO; ¢ prejudicada, fica muita transformacdo parcial (polimeros, intermediarios), pouco

catabolismo final (Huizenga; Semprini, 2023)
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Nos reatores RFG e RF as maiores atividades de lacase foram respectivamente de
0,0044 U/L (48 h) e 0,0039 U/L (120 h), verificando-se que a presenga de cossubstrato
propiciou a ocorréncia da atividade enzimatica lacase em tempo menor, conforme

demonstrado na Figura 14.

Figura 14 — Atividade lacase registrada nos retores em batelada —
controle (RC), com fungos (RF), com fungos e glicose (RFG) e com
fungos e etanol (RFE) — adicionados de BTEX (6000 mg/L), ao longo de
120 h.
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Fonte: Autora (2025).

Curiosamente o controle abiotico (RC) apresentou atividade lacase em alguns dos
tempos estudados, ainda que com valores muito baixos, atividade maxima de 0,0023 U/L
(24 h) o que pode indicar contaminagao microbiana desses reatores.

Os reatores RF apresentaram atividade lacase muito baixa antes de 48 h (< 0,0007
U/L), com a atividade lacase maxima registrada no ultimo dia da batelada, de 0,0039 U/L,
como mencionado, o que compativel ¢ com a natureza de metabolismo secundario da
enzima, cuja produgdo costuma ocorrer em fases posteriores do cresci.mento e ¢
influenciada por disponibilidade de nitrogénio/carbono e presenca de indutores aromaticos,
explicando a expressao retardada quando nao ha indutor ou nutriente suplementar disponivel
(Piscitelli et al. 2011).

O estimulo da atividade lacase pela presenca de etanol ou glicose, se refletindo em
uma inducdo enzimatica rapida e transitoria, pode demonstrar que eles sdo indutores que

ativam a secre¢ao da enzima lacase ou sua liberagao por permeabilizacao celular. Revisoes
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apontam que compostos xenobiodticos, como solventes e fenois, sdo indutores tipicos da
producao de lacase, produzindo picos rapidos seguidos de declinio, possivelmente devido a
exaustdo do indutor ou a instabilidade enzimatica (Mate et al. 2017).

Em seu trabalho, Wu et al. (2019) demonstraram que solventes orgénicos polares,
incluindo etanol, podem modificar a atividade lacase em Trametes versicolor, observando
aumento cerca de 3 vezes apds a pré-incubacao com etanol, em comparagdo com o controle
que ndo continha sem solvente organico. Além disso, aqueles autores relataram ainda que a
melhora da atividade enzimatica estd associada aos efeitos fisicos ou micro ambientais, pois,
apos a diluicdo ou remocgao do solvente, hd uma diminui¢ao da atividade.

Apesar de a glicose ser um cossubstrato energético eficiente, sua presenga pode
ativar o mecanismo de Repressdo Catabolica por Carbono (CCR) em fungos filamentosos,
mediado pelo fator de transcri¢do CreA, denominado de fator de transcricao repressivo. Esse
sistema reprime a expressdo de enzimas extracelulares envolvidas em rotas de degradacao
secundaria, como ¢ o caso da lacase, quando ha fontes de carbono facilmente assimilaveis,
sendo esse fendmeno demonstrado em Aspergillus niger, com a atividade enzimatica
suprimida em meio rico em glicose (De Assis et al. 2021).

Dessa forma, conforme observado na presente pesquisa, a maior atividade lacase
registrada nos reatores com etanol (RFE), em comparagdo coma reportada nos reatores RFG
que continham glicose, pode refletir a interacdo entre indu¢do quimica por solventes (etanol)
e regulagdo negativa via CCR induzida pela glicose. Esses resultados podem sugerir que a
presenca de etanol e glicose, nas condi¢des do trabalho, aumentou a liberagao de lacase por
A. niger AN400 nesses reatores em meio ASW com BTEX.

Comparando com a literatura, a atividade lacase obtida no presente trabalho com o
comumente reportado na literatura para fungos em presenca de hidrocarbonetos/6leo,
verificou-se atividades similares no trabalho de Asemoloye et a/ (2020) que ao usarem
Aspergillus oryzae e outros isolados de sitios contaminados com hidrocarbonetos relataram
atividade lacase maxima de 0,0036 U/L, em 9 dias de cultivo, quando adicionado Cu? e
substratos lignoceluldsicos como indutores. Da mesma forma, Fu et al. (2025) observaram o
desenvolvimento de 0,00132 U/L de atividade lacase por Trichoderma aperellum Tasjk65
na presenca de maltose (pH 6) que seria uma fonte preferencial de carbono, em 120 h de
cultivo, mostrando que os valores de atividade enzimatica sdo muito variaveis.

Outrossim, 0 meio ASW simula a 4gua do mar que ¢ pobre em carbono organico
dissolvido de facil assimilagdo, sendo a fracdo labil, presente em mar aberto e

disponibilizada para a comunidade heterotrofica, muito baixa (Hansell e Orellana, 2021).
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Assim, nessa perspectiva, a atividade de lacase assumiria valores baixos, sendo que a
presenca de fontes de carbono de facil assimilagdo como glicose e extrato de malte, em
concentragdo adequada, contribuem para inducao da atividade lacase, assim como fontes de
nitrogénio e o pH do meio (Viswanath et al. 2014).

Segundo Debnath e Saha (2020), as condi¢cdes Otimas para obtengdo de maiores
atividades de lacase variam muito em fun¢ao da espécie ¢ do substrato, este que ultimo, por
sua vez, influencia ainda a faixa 6tima de pH para obten¢do de maior producao enzimatica,
sendo transitoria, mantendo-se estavel por periodos variaveis (14 a 24 h) ao longo do
cultivo, encontrando-se em diferentes condigdes, em sua revisao literaria, atividades lacases
variadas para fungos (0,00085 a 2778 U/L).

E importante salientar que os BTEX podem atuar como indutores indiretos (por
estresse) ou fornecer moléculas intermedidrias que estimulem a atividade de oxidases,
favorecendo co-metabolismo por lacase e outras oxido-redutases. Os compostos aromaticos
e estressores xenobioticos, frequentemente, modulam expressao e atividade de lacase, assim,
na presen¢a de BTEX, especialmente combinado com cossubstratos, ¢ plausivel a indugao
e/ou elevagdo de lacase pelos microrganismos (Piscitelli ef al. 2011).

No que se refere a salinidade, 4. niger apresentou atividade de lacase compativel
com relatos de halotolerdncia em cepas de Aspergillus e adaptacdo enzimdtica em meios
salinos. Pocsi et al. (2024) descreveram espécies de Aspergillus halotolerantes,
concentragoes de até 20g/L de NaCl, com capacidade enzimatica, facilitando a oxidag¢ao ou
hidrélise de ligagdes quimicas complexas e promovendo a quebra dos compostos toxicos
sob salinidade.

Ao observar os dados de remocao de fenois, ficou demonstrado que, na presenca de
glicose (RFG), quando do registro das maiores atividades lacase, de 0,0044 U/L (48 h) e
0,0016 U/L (120 h), ocorreram as maiores remogdes desses compostos, de 35,06% (48 h)
39,4% (120 h), sendo a concentragdo média inicial de fenois de 439 mg/L (Figura 15).
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Figura 15 — Comportamento da concentragdo de fendis registrada nos retores
em batelada — controle (RC), com fungos (RF), com fungos e glicose (RFG) ¢
com fungos e etanol (RFE) — adicionados de BTEX (6000 mg/L), ao longo de
120 h.
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Fonte: Autora (2025).

Assim, a adi¢ao de glicose como cossubstrato teria contribuido para induzir enzimas
oxidativas capazes de degradar fendis (Bhattacharya et al, 2021). A glicose também
favorece co-metabolismo de aromaticos por Aspergillus, acelerando o “puxo” energético
para rotas que convertem fenois a produtos menos toxicos ou a mineralizagdo. Estudos com
A. niger mostram degradagdo efetiva de fenol em batelada e em efluentes industriais quando
ha condi¢des nutricionais adequadas (Sharma; Gupta 2012; Tebbouche et al. 2016; Khalil et
al. 2021).

Observou-se ainda que a alta concentracdo de hidrocarbonetos presente no meio
(~6000 mg/L) pode ter ainda exercido efeito toxico sobre os fungos, influenciando os
valores de lacase registrado. Zafra ef al. (2015) relataram efeitos morfoldgicos e diminui¢ao
do crescimento de fungos filamentosos quando expostos a fracdes de hidrocarbonetos
poliaromaticos (PAHs) entre 4000 e 6000 mg/L, apresentando alteragdes no crescimento e
na morfologia que se intensificaram na medida que os compostos estavam em maior
concentragdo no meio, indicando que nessas concentracdes houve estresse microbiano e
comprometimento do crescimento micelial, com possivel retencdo da enzima na biomassa
ou particulas formadas por polimerizacao fendlica, atividade ndo detectada no sobrenadante,

subestimando a atividade total (Mekonnen; Aragaw; Genet, 2024).
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Na presente pesquisa, o controle abidtico (RC) manteve concentragdo de fendis com
pouca oscilacdo ao longo do tempo. Nos reatores bidticos o comportamento quanto a
remogao de fendis pode ser associado a acao de enzimas oxidativas como a lacase que oxida
fendis e contribui para redugdo da fragdo solivel de compostos aromaticos (Asemoloye et al.
2020; Diefenbach, et al. 2024).

As vias aerdbias de degradacdo dos compostos BTEX iniciam-se tipicamente por
hidroxilagdo da estrutura aromatica, catalisada por mono-oxigenases como benzene/toluene
monooxygenases ou citocromo P450, originando alcoois e fenodis (como fenol e cresois)
como intermedidrios imediatos. Em seguida, esses fendis sdo convertidos em catecois por
hidroxilases, que sofrem clivagem orto- ou meta-dioxygenasica, produzindo 4cidos alifaticos
que entram no ciclo do TCA e levam a mineralizagdo completa. Assim, a formagao de fendis
representa um passo-chave na rota aerobia de degradagao de BTEX, ja& confirmada por
analises bioquimicas e gendmicas (Sathesh-Prabu ef al. 2023).

Mindubaev et al. (2024) endossaram ainda em seu trabalho com varias espécies
Aspergillus que o género tem capacidade para degradar hidrocarbonetos de forma mais
eficiente quando ha co-metabolismo, com presenca de uma fonte extra de carbono, sendo
que, na auséncia dela, a rota pode estacionar ou mesmo acumular intermedidrios fenélicos.

De fato, nos reatores com fungos e sem suplementacdo (RF), a maior remog¢ao de
fenois foi de 10,80%, enquanto no reator com glicose (RFG) e etanol (RFE) as remogdes
foram melhores. Em RFE, foi obtido remog¢ao de 31%, no ultimo dia, sugerindo o papel
estimulador do etanol como indutor, embora sua eficicia seja menor que a da glicose,
considerando que em RFG a remoc¢ao de fendis foi maior (39%), no que o efeito toxico do
etanol sobre os fungos possa ser considerado, ja que sua eficicia como cossubstrato ¢
associado a sua concentra¢do no meio, pois, em concentragdes moderadas, a glicose pode
induzir expressao enzimatica, mas em concentragdes elevadas ou sob condicdes de estresse
como a salinidade e limitagdo de O, podem provocar efeitos inibitorios sobre o crescimento
e a atividade enzimatica ou ainda reduzir a estabilidade das enzimas por efeitos de solvéncia
(Bossa et al., 2024), o que pode explicar o desempenho ligeiramente inferior dos reatores
RFE em relacao aos RFG na remocao de fenois.

Estudo de Junior et al. (2020) sugere que concentracdes moderadas de etanol ~ 1 a
3% (v/v), correspondendo de 10 a 30 g/L, ou ainda menores, em fun¢do da densidade sdao
suficientes para induzir atividade de lacase em fungos, ¢ podem resultar em valores
elevados, como os alcancados por Pleurotus sajor-caju, com 1 a 2% etanol (v/v), de 237 a

364 U/L, enquanto em concentragdes de 3% (v/v) ja sofreram efeitos da toxicidade do etanol
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que reprimiu totalmente a produc¢do de lacase. Para Pycnoporus sanguineus, 0,3 a 0,4% (v/v)
de etanol, combinados com extrato de levedura (2 g/L) resultaram em 31 U/L de lacase, mas
concentragdes maiores ou uso de fontes de nitrogénio mais simples reduziram drasticamente
essa atividade a valores inferiores a 1,6 U/L (Hernandez et al. 2015).

O etanol foi usado no presente trabalho a 30% (v/v), valor substancialmente mais
elevado do que os anteriormente mencionados como indutoras, indicando que o fungo esteve
sob condi¢do de concentragdo elevada, provavelmente explicando a atividade de lacase
registrada ter sido muito baixa em comparagdo as registradas por Junior et al. (2020) e
Hernéndez et al. (2015), ainda que tenha sido observada diminui¢ao de fenois.

As lacases fungicas oxidam um amplo espectro de fenolicos o que refor¢a o nexo
entre picos de atividade oxidativa e diminui¢des subsequentes da concentracao de fendis,
observados em RFG e RFE, além disso, os valores absolutos de atividade variam
dependendo de condigdes como o tipo de cultivo, salinidade e fontes de carbono, indicando
que esses fatores influenciam significativamente a eficiéncia das lacases na degradacdo de
fenodlicos (Loi et al. 2021). No que se refere a monitoramento de pH, os valores obtidos
dessa variavel durante a batelada nos reatores de controle (RC) e com fungos (RF), com

fungos e glicose (RFG) e fungos e etanol (RFE) sdo apresentados na Figura 16.

Figura 16 — Variagdo de pH registrada nos retores em batelada — controle
(RC), com fungos (RF), com fungos e glicose (RFG) e com fungos e etanol
(RFE) — adicionados de BTEX (6000 mg/L), ao longo de 120 h.
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A maioria dos reatores apresentaram diminui¢do do pH, mais acentuada nos que
continham fungo, refletindo a producao de acidos organicos. A acidificagao no RF coincidiu
com o pico tardio de lacase em 120 h, podendo ser decorrente da geragao de subprodutos
associados ao metabolismo secundario, induzido por condi¢des de estresse e baixa
disponibilidade de carbono (Zhang et al. 2024). O pH nos reatores RFG manteve-se estavel,
com ligeira tendéncia a acidificacdo, o que pode refletir o balango entre a producdo de
acidos organicos tipicos de A. niger € o consumo de protons associado ao metabolismo ativo
de glicose (Magnuson et al. 2016). Ja em RFE, de modo geral, os valores de pH foram
menores, o que pode estar associada ao fato de que o etanol, ao ser oxidado, gera acidos
como o acético, mantendo o meio mais acido (Hernandez ef al. 2015).

As analises de BTEX revelaram que, em 120 h, sua concentragao nos reatores era
inferior a 1 pg/L, com excecao de RF e RC que para m,p-xileno apresentaram nesse tempo,
respectivamente, 6,9 pg/ L e 27,3 pg/L. Estudos como o de Kong; Mat; Yunus, (2025),
Huang et al. (2022) e Catherine ef al. (2016) mencionam sobre sor¢ao hidrofébica e retencao
transitoria, em que os BTEX apresentam afinidade por substancias poliméricas
extracelulares (EPS)/biomassa e por superficies organicas do reator, reduzindo a fragdo
dissolvida. No trabalho de Rodrigues et al. (2025) o benzeno foi encontrado como o Unico
composto adsorvido no micélio fingico, com 1,50 + 0,19 a 13,35 + 4,72 mg/g de biomassa,
reforcando o papel da adsor¢do como um mecanismo importante na remoc¢ao de BTEX pelo
Aspergillus niger.

Além disso, a auséncia de BTEX quantificdveis em RFG e RFE podem ser
compativeis com remocdo por biodegradacdo flingica combinada a processos fisico-
quimicos (sor¢cdo/volatilizagdo) em meio salino, fendOmenos amplamente descritos para
fungos filamentosos e, em particular, para linhagens halotolerantes de Aspergillus e fungos
de podriddo-branca (Priyanka; Lens, 2022; Rodrigues et al. 2025).

Asemoloye et al. (2020) relataram que fungos, como Aspergillus spp., tém
capacidade comprovada de remover BTEX, relatando remog¢des elevadas, de 70% a 95%,
especialmente em ensaios em batelada ou consorcios fungo-bactéria e quando ha
cossubstratos ou condi¢des otimizadas. Entretanto, alcangar concentragdes aquosas residuais
tdo baixas quanto < 1 pg/L ¢ dificil na literatura fungica recente, uma vez que depende da
concentracdo inicial, da volatilizagdo/sor¢do e do limite de quantificagdio do método
analitico.

Usman, Atta e Tijjani (2020) obtiveram a partir de 2150 mg/L de cada BTEX, em 25

dias de cultivo em reatores em batelada (5 mL), sob agitacao orbital (180 rpm), remogdes



67

elevadas de 89,1% por Aspergillus terreus, no ultimo dia. Embora os autores ndo tenham
aferido sobre as parcelas de perdas por sor¢cdo e volatilizagdo em seu experimento, € como
no presente estudo, alcangou-se em tempo reacional menor (120 h), uma remog¢do de BTEX
a nivel ndo detectavel, ndo se pode desprezar as contribui¢des de perdas por sor¢cdo e/ou
volatiliza¢do, ainda que estas ndo tenham sido mensuradas no experimento. Cabe ainda
endossar que, especificamente no caso de RC, hd a suspeita de que possa ter ocorrido
contaminagdo, haja vista nesses reatores ter se detectado atividade lacase.

E interessante observar que a manutengdo de BTEX em solugdo aquosa ¢
frequentemente instavel devido as elevadas constantes de Henry e a forte volatilidade desses
compostos aromaticos. Assim, uma fragao significativa tende a migrar para o headspace em
reatores com espago morto, agitacdo ou aumento de temperatura, promovendo perdas
rapidas da fracao dissolvida (Wang; Bian; Ruan, 2024). Falabella e Teja (2008) acrescentou
que, na presenca de sais como o NaCl, ocorre o chamado efeito salting-out, que eleva o
coeficiente de Henry e reduz a solubilidade dos BTEX, favorecendo sua parti¢do para a fase
gasosa e, consequentemente, a volatilizacdo. Esses aspectos reforcam que a remog¢ao por
volatilizagdao ndo pode ser descartada.

Em ensaios com isolados fungicos de solos contaminados, observou-se remog¢ao
quase total de BTEX em concentragdes de até 1 a 2% (v/v), mas com dificuldade de manter
o BTEX dissolvido em niveis mais elevados, possivelmente devido a volatilizacdo,
toxicidade ou sor¢do (Shekari; Mohammadi; Zarrini, 2025). De forma semelhante, estudos
com aguas subterraneas contaminadas por gasolina com alto teor de etanol indicaram que o
etanol pode inicialmente aumentar a dissolucdo de BTEX, mas também acelerar sua perda
por volatilizagdo e dilui¢cdo fisica, resultando em decréscimo da fracdo dissolvida ao longo
do tempo (Rama et al. 2019). Essas vias ajudam a explicar por que concentragdes aquosas
de BTEX podem atingir niveis abaixo do limite de quantificagdo, mesmo havendo ainda
carga residual no sistema. Ainda assim, ndo se pode descartar a contribuicdo de processos
bioldgicos, especialmente nos reatores bidticos, considerando os indicios de biodegradagao
fingica observados por meio da atividade enzimatica e dados de fendis e de matéria
organica dissolvida.

Ressalta-se ainda que o aparecimento tardio de m,p-xileno em RF, no tempo de 120
h, foi compativel com o trabalho de Wang et al. (2024) em que os xilenos apresentaram
maior recalcitrncia relativa em comparacdo a B/T/E, nas condi¢des do estudo, podendo
tragos residuais persistirem e aparecer tardiamente. Além do mais pode ter ocorrido

dessorcao tardia para a fase aquosa de compostos previamente adsorvidos na biomassa ou
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biofilme gerando valores > LOQ mesmo apos leituras iniciais < 1 pg/L (Kong; Mat; Yunus,
2020; Huang et al. 2022).

Particularmente, nos reatores com cossubstratos, a atividade de lacase foi mais
elevada e os fendis soliveis mais baixos, resultado do papel da lacase na
oxidacao/polimerizacdo de fendis, o que deve ter colaborado com a remog¢dao da DQO
filtrada nesses reatores, mas mantendo a DQO bruta com valores mais elevados dentre os
reatores bidticos a formacao de macromoléculas e biomassa (Viswanath et al. 2014; Zhang
et al. 2024). A remogdo de fendis também diminui inibi¢do metabodlica, permitindo maior
fluxo catabdlico em compostos aromaticos (Al-khalid; El-naas, 2012).

A maior remog¢ao de DQO filtrada observada em RF (87,40%), associada a uma
menor remocdo de fenois (10,30%), sugere que, nesse reator, a biodegradagdo de BTEX
tenha ocorrido de forma parcial, possivelmente com acimulo de intermediarios soltveis. Em
contrapartida, nos reatores com cossubstratos, embora a remog¢ao de DQO filtrada tenha sido
menor, houve maior remoc¢ao de fenois, indicando rotas metabolicas distintas e formacao de
subprodutos nao quantificados, como quinonas e outros derivados aromaticos oxidados, os
quais contribuem para a DQO filtrada, mas ndo sdo detectados nas analises de fendis
(Athanasiou et al. 2024).

Dessa forma, a andlise integrada das variaveis DQO filtrada, atividade de lacase e
fenois confirma a ocorréncia de metabolismo fuingico ativo nos reatores bioticos. Assim, a
redu¢do dos BTEX a concentragdes inferiores a 1 pg/LL ao final do ensaio deve ser
interpretada como resultado da atuacao sinérgica de processos biologicos e fisico-quimicos,
incluindo biodegradacdo, sor¢do e volatilizagdo. Tal comportamento € consistente com o
observado na literatura e reforca que, em sistemas reais, a remo¢do de BTEX raramente
pode ser atribuida a um tnico mecanismo, sendo desejavel, em estudos futuros, a inclusao
de controles especificos de volatilizagdo, andlise da fragdo particulada e balanco de massa

para discriminar quantitativamente cada via de remogao.
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo permitiram concluir que:

o Aspergillus niger AN400 apresentou capacidade crescer nos meios salinos propostos
em concentragdes de NaCl de até 30%o0 sem comprometer seu crescimento radial de
suas colonias em placas de Petri;

o Mesmo em condi¢des de baixa disponibilidade de carbono (0,5 g/L de glicose), a
cepa manteve velocidades de crescimento consistentes em meio ASW superiores
(2,17 £ 0,26 CA; 2,96 £ 0,03 EL) as obtidas em meios ricos em nutrientes como
Czapek (0,47 = 0,10) e Sabouraud (1,00 £ 0,07), todos na condicdo de maior
salinidade (30%o).

o Ainda no teste em placas em meio salino, 4. niger AN400 demonstrou resisténcia a
concentragdes de BTEX até 4000 pg/L, sem inibicdo do crescimento, com maior
velocidade de crescimento (1,32 + 0,43), em meio ASW com cloreto de amdnio em
comparagdo com os demais.

o Nos reatores em batelada, o desempenho de Aspergillus niger AN400 em meio
salino com BTEX, a adi¢cdo de glicose favoreceu maior remogao de fenois, embora
sob menor indugdo de lacase devido a repressdo catabolica, enquanto o etanol
estimulou a atividade oxidativa contribuindo para a oxidacdo de fendis. Na auséncia
de cossubstratos, observou-se maior direcionamento do metabolismo secundario para
a degradacao da fracao soluvel de DQO, confirmando a versatilidade metabolica da
cepa em condigdes limitantes.

o No ultimo dia de batelada (120 h), as concentragdes de BTEX apresentaram-se
abaixo do limite de quantificacdo (< 1 pg/L) na maior parte dos reatores, com
excecao de tracos de m, p-xileno detectados em RC ¢ RF.

o A acdo microbiana sobre os poluentes foi endossada pela diminuicdo de matéria
organica dissolvida e fendis e a atividade lacase registrada;

o As oscilagdes da DQO bruta e seus valores superiores a de DQO filtrada foi atribuida

a formacao de biomassa.
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7 RECOMENDACOES

Na pesquisa comprovou-se a viabilidade de A. niger AN400 em meio salino e sua
capacidade de metabolizar fen6is e BTEX com estimulo enzimatico influenciado pela
presenca de cossusbtrato no meio, recomendando-se o aprofundamento de estudos futuros
em estudos de mecanismos de biodegradacao, volatilizacdo e adsor¢do e a ampliacdo dos
estudos enzimdticos, com determinacdo de outras enzimas que possam estar sendo
produzidas no meio e de atuacdo em processos biodegradativos, bem como a aplicagdo de

reatores com biomassa imobilizada.
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APENDICE

Figura A1 — Crescimento de placas controle de crescimento isolado das colonias de 4. niger
ao longo de 7 dias no meio ASW CAG 0,5 — Controle (a), 5%o (b), 10%0 (c), 20%o (d), 30%o
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Fonte: Autora (2025).

Figura A2 — Crescimento de placas controle de crescimento isolado das coldnias de A. niger
ao longo de 7 dias no meio ASW CAG 5 — Controle (a), 5 %o (b), 10%o (c), 20%o (d), 30%o (e).
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Fonte: Autora (2025).

Figura A3 — Crescimento de placas controle de crescimento isolado das colonias de A. niger
ao longo de 7 dias no meio ASW ELG 0,5 — Controle (a), 5 %o (b), 10%o (c), 20%o (d), 30%o

(e).
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Fonte: Autora (2025).

Figura A4 — Crescimento de placas controle de crescimento isolado das colonias de A. niger
ao longo de 7 dias no meio ASW ELG 5 — Controle (a), 5 %o (b), 10%o (c), 20%0 (d), 30%o (e).
Tempo(d)
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Fonte: Autora (2025).

Figura A5 — Crescimento de placas controle de crescimento isolado das coldnias de 4. niger
ao longo de 7 dias no meio Czapec salino — Controle (a), 5 %o (b), 10%o (c), 20%0 (d), 30%0
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Fonte: Autora (2025).

Figura A6 — Crescimento de placas controle de crescimento isolado das colonias de A. niger
ao longo de 7 dias no meio Sabouraud salino —Controle (a), 5%o (b), 10%o (c), 20%o (d), 30%o

(e).
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Fonte: Autora (2025).
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Figura A7 — Crescimento de placas controle de crescimento isolado das coldnias de 4. niger
ao longo de 7 dias no meio ASW ELG 0,5 sem BTEX — Controle (a), exposto a BTEX - 1200
ug L' (b), 4000 ug L (c).
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Fonte: Autora (2025).
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Figura A8 — Crescimento de placas controle de crescimento isolado das coldnias de A. niger
ao longo de 7 dias no meio ASW CAG 0,5 sem BTEX — Controle (a), exposto a BTEX - 1200
ug L' (b), 4000 ug L (c).
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