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RESUMO 

 

O excesso de metais presentes na água e no sedimento representa uma ameaça à 
qualidade dos recursos hídricos, que são indispensáveis para a vida no planeta. A 
frequente poluição do ambiente aquático estimula a busca por tratamentos sustentáveis. 
O mercúrio (Hg) é um elemento tóxico e não essencial para os seres vivos. No entanto, 
alguns microrganismos possuem mecanismos de resistência que podem contribuir no 
processo de descontaminação deste metal. Nesse sentido, a biorremediação microbiana 
é uma alternativa promissora para tratar e recuperar áreas contaminadas. Yarrowia 
lipolytica é um organismo modelo de eucarioto. A levedura é descrita como resistente a 
vários estresses ambientais, incluindo metais e hidrocarbonetos. Recentemente, a cepa 
UENF-F, isolada da planta aquática Typha domingensis, foi descrita como resistente a 
diversos contaminantes metálicos (Pb, Cu, Co, Zn). O objetivo deste trabalho foi avaliar 
a levedura Y. lipolytica UENF-F quanto à capacidade de resistir ao Hg in vitro. 
Inicialmente, determinou-se a concentração inibitória mínima (CIM) de Hg para Y. 
lipolytica, transferindo-se 10 μL de suspensão de células para placas de Petri contendo 
meio LB sólido suplementado com HgCl2, incubando-as a 30 ºC por 7 dias. Em seguida, 
foi realizada microscopia óptica (MO) de contraste de fase das colônias. Para avaliar a 
cinética de crescimento sob estresse com Hg, a levedura foi cultivada em frascos 
Erlenmeyer de 500 mL contendo meio LB suplementado com HgCl2 (30, 60, 100 e 150 
μmol.L-1). Amostras do meio fermentado foram coletadas durante o cultivo para análise 
por MO. Os resultados mostraram que a cepa foi resistente ao metal, visto que a CIM 
alcançou o valor de 350 μmol.L-1 de Hg. No entanto, foi observada redução do tamanho 
das colônias e alterações morfológicas na célula. Quanto ao perfil cinético, em meio 
suplementado com 30 e 60 μmol.L-1 de HgCl2, o crescimento foi superior ao meio 
controle. Em 100 e 150 μmol.L-1 de Hg, não houve inibição do crescimento celular. 
Observou-se, após um tempo maior de cultivo, incremento de biomassa comparado ao 
controle. A levedura apresentou mudanças morfológicas quando exposta ao Hg, 
sugerindo que concentrações elevadas do metal induzem a transição dimórfica 
(levedura-hifa) nesta cepa. Com isso, os dados indicam que Y. lipolytica UENF-F foi 
capaz de resistir ao Hg e crescer em sua presença, sugerindo seu potencial para tratar 
ambientes contaminados com este metal. 
 
Palavras-chave: Hg, ambientes aquáticos, microrganismos, biorremediação. 
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ABSTRACT 

 

The excess of metals present in water and sediment represents a threat to water quality, 
which are indispensable for life on the planet. The frequent pollution of the aquatic 
environment stimulates the search for sustainable treatments. Mercury (Hg) is a toxic and 
non-essential element for living beings. However, some microorganisms have resistance 
mechanisms that can contribute to the decontamination process of this metal. In this 
sense, microbial bioremediation is a promissory alternative to treat and recover 
contaminated areas. Yarrowia lipolytica is a model organism of eukaryote. Yeast is 
described as resistant to various environmental stresses, including metals and 
hydrocarbons. Recently, the UENF-F strain, isolated from the aquatic plant Typha 
domingensis, has been described as resistant to various metallic contaminants (Pb, Cu, 
Co, Zn). The objective of this work was to evaluate the yeast Y. lipolytica UENF-F for the 
ability to resist Hg in vitro. Initially, the minimum inhibition concentration (MIC) of Hg to Y. 
lipolytica was determined, transferring 10 μL of cell suspension to Petri dishes containing 
solid LB medium supplemented with HgCl2, incubating them at 30 ºC for 7 days. Then, 
phase contrast optical microscopy (OM) of the colonies was performed. To evaluate the 
growth kinetics under stress with Hg, the yeast was grown in Erlenmeyer flasks (500 mL) 
containing LB medium supplemented with HgCl2 (30, 60, 100 and 150 μmol L-1). Samples 
of the fermented medium were collected during cultivation for analysis by OM. The results 
showed that the strain was resistant to metal, since the MIC reached the value of 350 
μmol. L-1 Hg. However, a reduction in colony size and morphological changes in the cell 
was observed. As for the kinetic profile, in medium supplemented with 30 and 60 μmol.L-

1 of HgCl2, the growth was superior to the control medium. At 100 and 150 μmol.L-1 of 
Hg, there was no inhibition of cell growth. It was observed, after a longer period of 
cultivation, an increase in biomass compared to the control. The yeast showed 
morphological changes when exposed to Hg, suggesting that high concentrations of the 
metal induce the dimorphic transition (yeast-hypha) in this strain. Thus, the data indicate 
that Y. lipolytica UENF-F was able to resist Hg and grow in its presence, suggesting its 
potential to treat environments contaminated with this metal.  
 

Keywords: Hg, aquatic environments, microorganisms, bioremediation. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

A demanda por água potável vem aumentando em todo o mundo (cerca de 20 a 

30% até 2050), e muitas vezes os recursos hídricos não são suficientes para atendê-la 

(ONU, 2019). Aproximadamente 80% da população mundial está exposta a altos níveis 

de ameaças à segurança hídrica (Wheater, 2019). Dessa forma, a manutenção da 

disponibilidade da água doce e a sua potabilidade são desafios para a humanidade no 

século XXI (Harguinteguy et al., 2016).  A problemática dos metais tóxicos 

biodisponíveis torna esse cenário ainda mais complicado (Figura 1). 

 

 

Figura 1. Vias de contaminação por metais tóxicos de diversas fontes. Os processos naturais (1) e as 
atividades antropogênicas (2) podem induzir a toxicidade por esses elementos no ambiente, incluindo 
contaminação direta de animais aquáticos (3) e plantas (4), além de causarem efeitos tóxicos na saúde 
humana (5) através de ingestão (6) de água potável e alimentos ou inalação. Fonte: Adaptado de Abidli et 
al., 2022. 
 

Nos últimos anos, a contaminação de ambientes aquáticos por metais tóxicos tem 

sido um dos principais objetos de estudo das ciências relacionadas com o ambiente. Isso 

se deve ao fato de que essas substâncias têm propriedades de acumulação nos seres 

vivos e biomagnificação na cadeia trófica, uma vez que não são degradadas. No entanto, 

diariamente, a indústria gera resíduos que podem conter um ou mais metais tóxicos, 

dando origem a efluentes quimicamente complexos (Masindi & Muedi, 2018). Por serem 

extremamente recalcitrantes e potenciais poluidores de corpos hídricos, esses efluentes 

merecem atenção (Velusamy et al, 2014).  
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O mercúrio (Hg) destaca-se neste contexto, por se tratar de um poluente que 

circula no ar, na água e no solo, tornando-se um contaminante global, que está 

causando preocupação generalizada (Rani et al., 2021; Selin, 2018). Este metal tóxico 

é liberado ao ambiente a partir de fontes naturais e antrópicas, como agricultura, 

mineração de ouro e prata, indústrias de cloro e soda, petrolífera, farmacêutica, 

eletrônica e de baterias (Yadav, 2017).  

As atividades de mineração artesanal e de pequena escala são a maior fonte de 

liberação de Hg para o solo e geralmente ocorrem em ecossistemas sensíveis e 

biodiversos em todo o mundo. Combater essas atividades pode reduzir a exposição ao 

Hg de 15-20 milhões de trabalhadores de minas em todo o mundo, bem como novas 

emissões para o meio ambiente e é preciso lidar com a contaminação em curso e já 

ocorrida (UNEP, 2021). 

A remediação de ambientes contaminados com cátions metálicos tóxicos 

emprega convencionalmente técnicas físico-químicas de alto custo, que são pouco 

eficazes e apresentam limitações ambientais por não serem ecológicas (Abbas et al., 

2017). Por isso, nos últimos anos, têm se dado maior atenção aos métodos biológicos 

de remediação de Hg por microrganismos, que são mais baratos, têm alta eficiência de 

remoção dos contaminantes, bom desempenho em baixas concentrações e por serem 

alternativas ecologicamente corretas e sustentáveis (Azoddein et al., 2016; Hadiani et 

al., 2018a; Hooshdar et al., 2020).  

Os organismos candidatos a serem utilizados como remediadores devem dispor 

de estratégias para resistir ao agente contaminante e sobreviver mesmo em condição 

de estresse (Siddiquee et al. 2015). Assim, existem vários métodos de biorremediação 

já descritos para a descontaminação de metais, por exemplo, biossorção (uso de 

biomassa microbiana morta), bioestimulação (estimulação da população microbiana 

nativa), bioaumentação (introdução artificial de microrganismos), bioacumulação 

(internalização por transporte celular), biomagnificação (multiplicação das 

concentrações ao longo dos níveis tróficos), etc. (Azubuike et al., 2016; Mani e Kumar, 

2013; Sivakumar et al., 2014).  

Neste contexto, as leveduras são promissoras por apresentarem sistemas 

especializados de resistência ao Hg. A capacidade de biorremediação de Hg por 

leveduras vem sendo notada como ótima alternativa para solucionar impactos 

ambientais aquáticos causados por este contaminante (Araújo et al, 2014). 
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Yarrowia lipolytica, uma levedura dimórfica e não patogênica, tem sido relatada 

na literatura como resistente a diversos metais (por exemplo, Chumbo, Cobre, Cobalto 

e Zinco) (Dil et al., 2017; Barroso, 2018; Gomes, 2020), apresentando, potencial 

adsortivo para Hg2+ (Oyetibo et al., 2015, 2016a). A cepa Y. lipolytica UENF-F foi isolada 

dos tecidos da macrófita aquática Typha domingensis, que é reconhecida por seu papel 

fitorremediador e é descrita como resistente a Co, Cu e Zn in vitro (Barroso, 2018).  

Neste trabalho foi conduzido um estudo para avaliar a capacidade da cepa UENF-

F em resistir a Hg e avaliar o seu comportamento sob estresse causado pela exposição 

ao metal tóxico.  Ao mesmo tempo, busca-se contribuir para o avanço do conhecimento 

acerca de uma futura aplicabilidade de Y. lipolytica UENF-F no tratamento de efluentes 

industriais contaminados com metais. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 Mercúrio (Hg) 

 

O mercúrio (Hg) é um metal altamente tóxico, com número atômico 80, peso 

atômico padrão de 200,59, ponto de fusão de -38,8 °C, ponto de ebulição de 356,7 °C, 

densidade de 13,5 g/cm3 e gravidade específica de 13,5 m/s2. É considerado o 16º 

elemento mais raro da Terra e recebe ampla atenção por ser um dos dez principais 

produtos químicos de crescente preocupação com a saúde pública de acordo com a 

Organização Mundial da Saúde (OMS, 2019). Seu ciclo biogeoquímico é complexo e 

envolve a inter-relação entre os sistemas terrestres, aquáticos e atmosféricos (Figura 2). 

 

 

Figura 2. Ciclo do mercúrio (Wasserman et al., 2001) 

 

A concentração de Hg na crosta terrestre é de ~80 μg kg- 1 (Gonzalez-Raymat et 

al., 2017), ocorrendo naturalmente em três estados de oxidação: mercúrio 

elementar/metálico (Hg0), mercúrio monovalente/mercuroso (Hg1+) ou mercúrio 

divalente/mercúrico (Hg2+). As características e a natureza química do Hg dependem do 

seu estado de oxidação (Tabela 1). O Hg0, por exemplo, é quimicamente estável, 

podendo permanecer na atmosfera por muito tempo, onde sofre oxidação e origina os 

compostos inorgânicos (Liu et al., 2012). Mas devido a sua facilidade de transporte 

intercontinental por massas de ar, pode ser depositado em locais remotos na superfície 

terrestre, o que explica sua ciclagem (Kocman et al., 2017; Osterwalder et al., 2017; De 

Araújo et al., 2019). 
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Tabela 1. Características químicas de diferentes formas de mercúrio no meio ambiente. 

Nome Fórmula 

química 

Valência Peso 

molecular 

Estado 

químico 

Estado 

físico 

Mercúrio Hg 0 200,59 Elementar Líquido 

Cloreto de 

mercúrio 

HgCl2 +2 271,50 Inorgânico Sólido 

Sulfeto de 

mercúrio 

HgS +2 232,66 Inorgânico Sólido 

Cloreto 

mercuroso 

Hg2Cl2 +1 472,09 Inorgânico Sólido 

Acetado de 

mercúrio 

HgC4H +2 318,68 Inorgânico Sólido 

Cloreto de 

metilmercúrico 

CH3HgCl +2 251,10 Orgânico Sólido 

Metilmercúrio CH3Hg +2 215,66 Orgânico Sólido 

Dimetilmercúrio C2H6Hg +2 230,66 Orgânico Líquido 

 

 

Milhões de toneladas de Hg foram liberadas globalmente e acumuladas no meio 

ambiente desde o início da Revolução Industrial há cerca de 200 anos (Han et al., 2006; 

Yang et al., 2020), fato também relatado pelo Programa das Nações Unidas para o Meio 

Ambiente (UNEP, 2013). Para o cloreto de mercúrio, a concentração de referência de 

inalação desenvolvida pela EPA é de 0,3 μg kg-1 e para metilmercúrio é 0,1 μg kg-1, e 

para o mercúrio elementar é de 0,3 μg m-3 de ar (OPAS, 2011). Em 2010, a emissão 

global de Hg foi de 1850 toneladas por ano, já em 2015 esse valor aumentou 35%, 

chegando a 2500 toneladas (ONU, 2018). Segundo a OMS, anualmente, cerca de 

10.000 toneladas de Hg são liberadas em todo o mundo a partir de fontes naturais (10%) 

e antropogênicas (30%), expondo humanos, animais e plantas (Cui et al, 2014). 

No período de 2010 a 2013, o Brasil emitiu 39.214 kg de Hg para o ambiente, 

sendo a maior parte decorrente da mineração de ouro (22.500 kg) (UNEP, 2018). Os 

locais mais ameaçados no país são terras ocupadas por florestas e populações nativas 

como indígenas e quilombolas, o que torna o problema ainda mais grave, considerando 

que se tratam de populações minoritárias e mais vulneráveis a doenças, o que amplifica 

o potencial de disseminação dos danos causados pela exposição ao metal tóxico 

(Schwartzman, 2002). 
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A poluição por Hg representa uma ameaça direta ao solo e aos corpos d'água o 

que oferece um risco indireto de longo prazo para a saúde humana. Os seres humanos 

ocupam o nível trófico mais alto da cadeia alimentar, portanto, são os principais 

prejudicados com a biomagnificação do Hg (Ansari et al., 2009; Azevedo e Rodríguez, 

2012). Ambas as formas inorgânicas e orgânicas de Hg podem acumular-se no corpo 

humano e causar danos a órgãos vitais. Das doenças causadas por metais tóxicos, 23% 

estão ligadas à forma orgânica de metilmercúrio (Gibb et al., 2019), entre elas: doença 

de Minamata, transtorno de déficit de atenção e hiperatividade (TDAH), câncer, 

diabetes, cardiomiopatia, dermatite e fibrose pulmonar (Harada, 1995; Kim et al., 2013; 

Chowdhury et al., 2016; Roy et al, 2017). Por todas essas razões, o Hg tem sido a 

terceira substância perigosa na lista de prioridades da Agência dos EUA para 

Substâncias Tóxicas e Registro de Doenças por décadas (ATSDR, 2019). 

Dado que o Hg pode existir em diferentes espécies químicas que variam em 

toxicidade e mobilidade, e que a maioria dos compostos químicos que contêm este 

elemento estão presentes naturalmente no meio ambiente, é essencial identificar os 

mecanismos que mobilizam esse elemento nos ecossistemas e revelar sua especiação. 

Neste sentido, vêm sendo realizados especialmente estudos da contaminação do meio 

aquático por Hg.  

2.2 Contaminação de ambientes aquáticos por Hg 

A água é o recurso mais importante e necessário para sustentar a vida. No 

entanto, a demanda hídrica contínua está ameaçando os serviços ecossistêmicos e a 

saúde ambiental do planeta (Hussain et al., 2019). A urbanização, o desmatamento e a 

grande extensão de terras cultivadas (1,5 bilhão de hectares em todo o mundo) tiveram 

um impacto significativo na hidrologia e na qualidade das águas (UNESCO, 2020). O 

lançamento de esgotos e de resíduos urbanos e industriais sem tratamento nos corpos 

hídricos causaram um grave problema de abastecimento para a população (Silva et al, 

2018).  

 A poluição global por Hg nos ecossistemas é motivo de preocupação, pois o 

crescimento populacional e a contínua expansão da produção e das atividades 

antropogênicas têm impulsionado sua difusão em escala mundial (Obrist et al., 2018). 

Nos aquíferos, a contaminação por Hg atinge as águas subterrâneas, que são 
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comumente utilizadas como fonte de água potável para a população ou de irrigação para 

áreas agrícolas (Spyropoulou et al., 2018). 

Soerensen et al (2013) mostraram que água de superfície, água subterrânea e 

marinha podem conter altas concentrações de Hg0. Portanto, deve-se fiscalizar 

atividades contaminantes, principalmente, as mineradoras e incentivar a redução do uso 

de Hg como estratégias para mitigar a contaminação por este metal. Até em locais 

remotos, como a Antártica, Hg já é encontrado devido à volatilidade da espécie Hg0, 

permitindo seu transporte e deposição longe de sua fonte primária (Cipro et al., 2017). 

Sabe-se que uma proporção significativa do Hg global é armazenada nos oceanos, com 

as áreas costeiras do hemisfério norte (incluindo o Atlântico Norte, Mar Mediterrâneo e 

Pacífico Norte) sendo relatadas como as áreas de maior emissão e reemissão de Hg em 

comparação com o hemisfério sul, e isso se deve principalmente a atividades antrópicas 

(Sprovieri et al., 2010). 

Recentemente, Lavoie et al. (2018) estimaram que o volume de Hg transportado 

do oceano para a terra através da pesca foi de 13 toneladas no ano de 2014, com os 

países asiáticos sendo os principais contribuintes. O consumo de peixes é uma das 

maiores fontes de exposição per capita ao Hg (Perez et al., 2019). Após ingestão desses 

organismos, aproximadamente 90-95% do MeHg é absorvido através do trato 

gastrointestinal, podendo avançar para o sistema nervoso central e a placenta (Jinadasa 

e Fowler, 2019). 

No Brasil, alguns rios de Minas Gerais e, também, da Amazônia estão 

contaminados com Hg em função da atividade mineradora de ouro (Windmöller et al., 

2015; Araujo et al., 2018). No estado do Rio de Janeiro, a região da Bacia de Campos 

(RJ), que é influenciada pelo abastecimento de água doce dos rios Macaé, São João e 

Paraíba do Sul, também transporta grande quantidade de sedimentos e Hg do continente 

para o oceano (Araujo et al, 2017). Por exemplo, em 2014 na bacia do Rio Paraíba do 

Sul houve um aumento nos níveis de Hg total e CH3Hg+ em diferentes espécies de peixes 

(Azevedo, 2018). 

A fim de estabelecer valores aceitáveis de Hg em diferentes compartimentos do 

território brasileiro, o Conselho Nacional de Meio Ambiente (CONAMA, Resolução Nº 

357/05) determina que a concentração máxima de Hg nas águas doces de Classe 1 e 3 

seja 0,0002 mg L-1 e 0,002 mg L-1, respectivamente (CONAMA, 2005). Na tabela 2 estão 

os valores máximos estabelecidos para as diferentes classes de água superficiais 
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definidos pela mesma resolução. A OMS estabeleceu que as concentrações máximas 

permitidas de Hg2+ na água potável devem estar em 0,001 mg L-1 (Back et al., 2017; Selin 

et al., 2018).  

 

Tabela 2. Valores limites de Hg em águas superficiais no Brasil (CONAMA, 2005).  

Corpo de Água Classe Concentração de Hg total (mg L-1) 

Água Doce  

 

Água salina 

 

Água salobra 

Classe 1a 

Classe 3c 

Classe 1 

Classe 2b 

Classe 1 

Classe 2 

0,0002 

0,002 

0,0002 

0,0018 

0,0002 

0,0018 

a: Águas destinadas ao abastecimento para consumo humano, à recreação de contato primário, à 
proteção das comunidades aquáticas; 
b: Aguas destinadas à pesca amadora e à recreação de contato secundário; 
c: Águas destinadas ao abastecimento para consumo humano, à irrigação de culturas arbóreas, à 
recreação de contato secundário e à pesca amadora. 
 

 Muitas tecnologias ambientais convencionais foram desenvolvidas e aplicadas em 

casos de contaminação por Hg, por exemplo, biorremediação, filtração por membrana, 

troca iônica e adsorção. Mas o maior desafio é que os metais não podem ser degradados 

ou mineralizados, porque já estão no estado elementar (Wu et al., 2016). Além disso, a 

maioria das tecnologias que tratam solo, água e ar contaminados com Hg são baseadas 

em processos físicos e químicos, que exigem alta manutenção e produzem poluentes 

secundários (Abbas et al., 2017; Li, 2019). Nesse contexto, é preciso explorar técnicas 

alternativas e menos custosas, como a biorremediação, para tratar e/ou recuperar esses 

ambientes contaminados.  

2.3 Biorremediação de Hg 

 Biorremediação é uma técnica caracterizada pela utilização de organismos vivos 

para remover contaminantes ou torná-los menos tóxicos ao ambiente. Quando esses 

contaminantes são os metais, o emprego da técnica visa sua neutralização e remoção 

para reduzir sua biodisponibilidade (Alvarez et al., 2017).  Assim, a biorremediação tem 

grande potencial para tratar efluentes de forma que atenda aos requisitos do 

desenvolvimento sustentável, fornecendo simultaneamente benefícios ao bem-estar 
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humano e à biodiversidade. Além de ser uma técnica segura e promissora, é um método 

com alta resistência para responder a condições adversas (Abidli et al, 2022). 

Em geral, as tecnologias de biorremediação usadas para a remoção de metais de 

águas residuais podem ser divididas em duas classes principais: a fitorremediação (ou 

seja, assistida por plantas) e a remediação assistida por microrganismos (Carvajal-

Flórez e Santiago-Alonso, 2019; Chen et al., 2020; Iravani e Varma, 2020; Jiménez et 

al., 2018). Devido às suas características biológicas, plantas, algas, bactérias e fungos 

destacam-se nesse processo (Abatenh et al., 2017).  

Plantas aquáticas como Typha domingensis podem ser utilizadas na 

biorremediação de metais em corpos hídricos, pois conseguem tolerar, remover e 

acumular esses elementos, incluindo Hg (Üçüncü et al., 2013; Harguinteguy et al., 2015; 

Jha et al., 2016). Popularmente conhecida como taboa, essa planta tem sido utilizada 

no tratamento de efluentes, podendo estocar altas concentrações de metais (Mufarrege 

et al., 2015).  

 Da mesma forma, vários microrganismos como bactérias, fungos e algas têm sido 

usados para mitigar ambientes contaminados por metais (Kim et al., 2015). A aplicação 

de cepas resistentes na forma única, em consórcio e imobilizada para a remediação 

produziu resultados efetivos e tem sido estudada para tratar efluentes contaminados 

com metais tóxicos (Dixit et al., 2015; Naguib et al., 2018).  

Bactérias resistentes ao Hg podem bioacumular, adsorver e/ou biomineralizar 

este metal, reduzindo sua concentração e biodisponibilidade (Dash e Das, 2015; Ndu et 

al., 2015). A aplicação de bactérias tem sido frequente na remoção de Hg de águas 

industriais contaminadas (Wagner-Döbler, 2013; Velásquez-Riaño e Benavides-Otaya, 

2015). Wagner-Dobler et al. (2000) demonstraram com sucesso a biorremediação 

através do uso de uma população de bactérias do gênero Pseudomonas capazes de 

reduzir o Hg+2 em Hg0 com o objetivo de remover Hg inorgânico dos efluentes de uma 

indústria de cloro-soda. Este processo resultou na remoção de até 99 % do Hg+2 

presentes nos efluentes desta indústria em um período de 56 h. 

Os fungos também têm desempenhado papel reconhecido na remediação de 

metais in vitro (Chang et al., 2019; Kurniati et al., 2014a, 2014b; Urík et al., 2014). 

Segundo Hoque e Fritscher (2016), a espécie Mucor hiemalis removeu mais de 99% de 

Hg da água através de adsorção e bioacumulação. O fungo Lecythophora sp. DC-F1 

em conjunto com biochar de solo poluído obtiveram uma taxa de eficiência de remoção 



    23 

 

de 13,3–26,1% de Hg após 56 dias de tratamento (Chang et al. 2019). Voijant et al. 

(2011) mostraram que a fitorremediação usando Triticum aestivum foi capaz de remover 

70% de Hg em 3 anos de estudo em plantações de trigo. 

 Os mecanismos de biorremediação de Hg em fungos não são completamente 

elucidados na literatura, mesmo eles sendo descritos como sorventes para uso na 

desintoxicação de fontes de água contaminadas. No entanto, estudos sugerem que a 

biorremediação com fungos é uma tecnologia eficaz para a remediação de ambientes 

aquáticos contaminados com metais tóxicos (Parameswari; Lakshmanan; Thilagavathi, 

2010; Iram et al., 2013). 

    

2.3.1 Uso de fungos na biorremediação  

 

 Sabe-se que os fungos são amplamente utilizados como biossorventes para a 

remoção de metais tóxicos com excelentes capacidades de absorção e recuperação 

(Dursun et al., 2003). A maioria dos estudos envolvendo esses microrganismos mostra 

que células fúngicas desempenham um papel significativo na adesão de produtos 

químicos inorgânicos (Goffeau e Slayman, 1981; Franchi et al., 2016). Rahman e Singh 

(2020) forneceram informações atualizadas sobre diferentes processos para a remoção 

de metais pesados, dentre eles, a oxidação-redução, biomineralização, bioprecipitação, 

biolixiviação, biovolatilização, biossorção, bioacumulação e fitorremediação.  

 Apesar da toxicidade do Hg, pouco se sabe sobre seu impacto nas comunidades 

fúngicas. Os fungos são geralmente mais tolerantes que as bactérias em relação aos 

metais (Rajapaksha et al., 2004) e foram considerados menos afetados pelo Hg do que 

comunidades bacterianas em solos florestais (Rieder e Frey, 2013, Frossard et al., 

2017). Assim, são bio-recursos importantes para a remediação de ambientes poluídos 

devido à sua grande biomassa, boa viabilidade e necessidades nutricionais simples (Pal 

et al., 2010).  

 Os fungos têm uma proporção maior de material da parede celular, o que aumenta 

grupos funcionais para ligação ao metal e a capacidade de sequestro desse tipo de 

contaminante (Svecova et al. 2006). Além disso, a desintoxicação de metais por fungos 

é um processo complexo, que depende da qualidade, tipo de biomassa, química do 

metal e variáveis ambientais, tendo necessidade de um estudo detalhado (Lemos et al., 

2008).  
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 A exposição prolongada a Hg pode alterar a estrutura e a função das 

comunidades, selecionando espécies capazes de resistir e metabolizar os agentes 

tóxicos por meio de mecanismos adaptativos (Cea et al., 2010). Os fungos podem 

absorver Hg2+ e reduzi-lo a Hg0, já que a presença intracelular de Hg metálico ocorre 

em ambientes aquáticos contaminados com HgCl2 (Hoque e Fritscher, 2016).  

Os mecanismos de desintoxicação do Hg em fungos envolvem geralmente 

bioacumulação (processo de absorção e acúmulo de substâncias ou compostos 

químicos no organismo) e biovolatilização (processo de reduzir os compostos químicos 

a vapor) (Urík et al., 2014; Chang et al., 2020; Pietro-Souza et al., 2020). Fungos 

microscópicos, incluindo algumas leveduras, exibem resistência considerável ao Hg, 

dependendo principalmente da biossorção, onde o metal é adsorvido sobre a superfície 

celular (Martínez-Juárez et al., 2012; Oyetibo et al., 2015). Segundo Kurniati et al. 

(2014b), Aspergillus flavus foi capaz de remover 97,50 e 98,73% de Hg dos sistemas 

estático e agitado, respectivamente. 

 Várias cepas de levedura como Hansenula polymorpha, Saccharomyces 

cerevisiae, Yarrowia lipolytica, Rhodotorula pilimanae e Pichia guilliermondii têm sido 

usadas para bioconverter metais tóxicos (Igiri et al., 2018). Segundo Lee et al. (2008) 

um consórcio enriquecido com leveduras foi eficiente na remoção de 99-100% de 

diferentes metais (incluindo Hg+2) presentes em água contaminada, o que evidencia o 

papel importante desse grupo de microrganismos na ciclagem global do elemento em 

um ambiente natural. 

Uma levedura em especial, Yarrowia lipolytica, tem sido eficiente em acumular 

alguns metais, incluindo Hg (Asfaram et al., 2016; Dil et al., 2017; Wierzba, 2017; Bankar 

et al., 2018). À medida que novas cepas são identificadas, é interessante avaliar o 

potencial para a remoção de metais, bem como a resposta fisiológica após exposição 

ao metal, que são pouco esclarecidas. 

 

2.4 Yarrowia lipolytica 

 

 Yarrowia lipolytica é um microrganismo eucariótico, pertencente ao reino Fungi, 

filo Ascomycota e classe Saccharomycetes (Liu et al., 2015). O nome lipolytica vem da 

capacidade desta levedura em hidrolisar lipídios (Nicaud, 2012). Tem ainda a habilidade 

de se apresentar, reversivelmente, com diferentes formas morfológicas (células ovóides, 
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pseudo-hifas e hifas verdadeiras), sendo um organismo modelo nos estudos de 

transição dimórfica (Zhao et al., 2013; Li et al., 2014; Cogo et al., 2018). Acredita-se que 

o desenvolvimento de filamentos em fungos dimórficos seja um comportamento de 

forrageamento, que ajuda as células a procurar nutrientes (Gimeno et al., 1992). 

Originalmente chamada Candida lipolytica, tal espécie está entre as chamadas 

leveduras não-convencionais (de baixa ação fermentativa) e seu estudo tem atraído 

grande interesse para aplicações comerciais e biotecnológicas. É um microrganismo 

estritamente aeróbio, que consegue se desenvolver em diferentes valores de pH e 

apesar de ter crescimento ótimo a 30 °C, também é capaz de crescer em uma ampla 

faixa de temperatura entre 5 e 32 °C (Barth e Gaillardin, 1997, Gu et al., 2020). 

Devido às características fisiológica, metabólica e genética específicas e à 

disponibilidade de sua sequência genômica completa, Y. lipolytica tornou-se um 

organismo modelo, utilizado por diversos grupos de pesquisa em aplicações 

biotecnológicas e ambientais, como a biorremediação de contaminantes tóxicos 

(Zinjarde e Pant, 2000; Lan et al., 2009; Braga et al., 2016). Trabalhos recentes relatam 

Y. lipolytica como um microrganismo envolvido em processos de produção de ácido 

cítrico (Carsanba et al., 2019), produção de lipase (Pereira et al., 2019), produção de 

biodiesel (Katre et al., 2018) e biorremediação de metais (El-Sayed et al., 2018) e 

tratamento de efluentes de petróleo (Csutak et al., 2015), mostrando seu potencial para 

diversas aplicações. Além disso, é uma levedura não patogênica (Zinjarde et al., 2014). 

 O potencial biotecnológico da levedura, até então relacionado à excreção de 

enzimas de interesse comercial e pela produção de ácidos orgânicos e lipídeos (Barth 

e Gaillardin, 1997), também é atrelado a resistência a metais (Bankar et al., 2018). Os 

metais ficam aderidos à parede celular da levedura ou são internalizados para o citosol 

e armazenados nos vacúolos (Nicaud, 2012). Outra vantagem é a sua capacidade de 

assimilar várias fontes de carbono, como glicose, glicerol e alguns substratos 

hidrofóbicos (Liu et al., 2015). 

 Cepas isoladas de diferentes ambientes demonstraram capacidade de biossorção 

de diferentes metais (Ni2+, Zn2+, Hg2+, Pb2+ e Cu2+) (Oyetibo et al., 2016b; Dil et al., 2017; 

Wierzba, 2017). Isso ocorre devido aos múltiplos mecanismos de resistência utilizados 

pela levedura (Bankar et al., 2009) para suportar os estresses abióticos. Para íons Hg2+, 

Dil et al. (2017) relatou que a capacidade de absorção por células de Y. lipolytica foi de 

99,26 % em pH 6,4. Oyetibo et al., 2016b também relataram que os exopolissacarídeos 
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(EPS) produzidos por esta mesma levedura foram capazes de adsorver Hg tanto na 

parede celular quanto em esferoplastos. 

A cepa de Y. lypolitica UENF-F estudada por Gomes (2020) obteve resultados 

promissores e se mostrou resistente ao crescer em altas concentrações de Cu (CIM: 23 

mmol L-1), Co (CIM: 15 mmol L-1) e Zn (CIM: 51 mmol L-1). Em ensaios de associação 

com a planta aquática Salvinia auriculata, Barroso (2018) também descreveu a mesma 

levedura como sendo um microrganismo capaz de promover o crescimento vegetal e 

resistir a Cu. 

 O sucesso da biorremediação depende do organismo a ser utilizado em cada 

caso, considerando os fatores ambientais, tipo e concentração dos contaminantes 

(Roychowdhury et al., 2019). E com o conhecimento da sustentabilidade e gestão 

ambiental, tem surgido cada vez mais a necessidade de encontrar novos organismos 

que tenham uma capacidade intrínseca de resistência ao Hg e, ao mesmo tempo, 

eficiência desintoxicante. Para verificar o interesse e disponibilidade de tais produtos 

biotecnológicos, foi realizada uma análise de propriedade intelectual através da consulta 

a bancos de patentes. 

 

2.4.1 Propriedade Intelectual 

 

Ao fazer a busca nas bases de dados (ESPACENET, INPI, LATIPAT e 

PATENTSCOPE), foram utilizadas diferentes combinações com os seguintes termos, 

em inglês: bioremediation, water, Hg, microorganism, yeast e Yarrowia. O resultado da 

consulta mostrou que a partir dos termos bioremediation e microorganism foram 

encontradas 504 patentes. Ao acrescentar o termo water, o número de documentos 

diminuiu para 319. Ao filtrar para termos mais específicos como yeast, os resultados 

reduziram consideravelmente, obtendo 44 patentes. Ao adicionar a palavra-chave 

Yarrowia na busca, não foi encontrado nenhum resultado. 

A pesquisa sugere que inovações, tecnologias e serviços envolvendo a 

biorremediação de ambientes aquáticos contaminados por Hg e leveduras 

potencialmente resistentes, como é o caso da Y. lipolytica UENF-F, ainda são pouco 

exploradas. 

Nesse contexto, o desenvolvimento de inovações em biorremediação com 

microrganismos benéficos é de grande relevância para solucionar a problemática da 
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contaminação por metais. E apesar de poucos, os estudos com esta espécie de levedura 

demonstraram resultados promissores quanto ao seu uso em processos de 

biorremediação, tornando importante entender seu metabolismo sob estresse com Hg e 

avaliar o potencial biotecnológico para aplicações sustentáveis futuras. 
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3. OBJETIVOS 
 

3.1 Objetivo Geral 

Avaliar a levedura Yarrowia lipolytica UENF-F quanto a capacidade de resistir a 

Hg em ensaios in vitro, visando a sua utilização para aprimorar processos de 

biorremediação. 

3.2 Objetivos Específicos 

A. Determinar a concentração inibitória mínima (CIM) de Hg para Y. lipolytica; 

B. Estudar o perfil cinético de crescimento da cepa em meio líquido suplementado 

com diferentes concentrações de Hg; 

C. Analisar o consumo de glicose durante o processo fermentativo na presença e 

ausência de Hg; 

D. Avaliar a produção de biomassa pela levedura em meio de cultivo contendo Hg 

através da quantificação do peso seco; 

E. Identificar possíveis alterações na morfologia da colônia e na estrutura das 

células sob estresse causado pela exposição ao Hg; 

F. Avaliar o perfil de alteração do pH no meio de cultivo na presença e ausência de 

Hg; 

G. Observar a viabilidade celular após o cultivo contendo elevadas concentrações 

de Hg. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Material biológico e solução de Hg 

 

 A levedura Y. lipolytica UENF-F foi isolada da planta aquática Typha domingensis, 

coletada na lagoa do Campelo, que fica localizada entre os municípios de Campos dos 

Goytacazes e São Francisco do Itabapoana (Barroso, 2018). Inicialmente, a cepa foi 

estocada em solução de óleo mineral em temperatura ambiente. Posteriormente, para 

ativação das células, uma alçada (≅ 1μL) da cultura estoque foi inoculada em estrias 

cruzadas na placa de Petri contendo meio de cultura. A placa foi incubada por 24 h a 30 

°C em estufa bacteriológica (Heraeus Instruments). Após a identificação visível das 

colônias, as placas foram estocadas em geladeira a 4° C. 

 O sal utilizado para preparo da solução estoque foi o HgCl2, em sua forma solúvel, 

preparado com água ultra-pura na concentração de 0,5 mol L-1. A esterilização foi 

realizada por filtração (filtro K18-230 0,22 µm, KASVI) conforme descrito por Intorne 

(2012). No meio de cultura estéril, a adição do metal ocorreu no momento de vertê-lo 

nas placas de Petri ou nos frascos Erlenmeyers, evitando que houvesse interação do 

metal com o meio de cultura durante o processo de autoclavação. 

 
 4.2 Meio e condições de cultivo 

 

 Para o cultivo da levedura, preparo de culturas estoques e inóculos foi utilizado o 

meio Luria-Bertani (LB) modificado (Tabela 3). Todos os componentes do meio foram 

pesados, dissolvidos em água destilada e, após solubilização e acondicionamento em 

frascos, o pH foi ajustado, com NaOH, para 6,0. Depois do preparo, o meio foi 

esterilizado em autoclave vertical (CS-50, PRISMATEC) à 121 °C e 1 atm por 15 min. 

No cultivo em meio líquido, as culturas foram incubadas a 30 ºC em agitador orbital 

(Shaker SL-222, SOLAB, Piracicaba, Brasil) a 160 rpm. Para o meio sólido, foi 

adicionado 15 g de ágar L-1. As placas de Petri foram incubadas em estufa 

microbiológica a 30 ºC. O mesmo meio de cultivo foi utilizado para os ensaios de 

Concentração Inibitória Mínima (CIM) e de fermentação com concentrações de HgCl2. 
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Tabela 3. Composição do meio de cultura LB modificado. 

Reagente 
Concentração 

(g/L-1) 

 
Peptona de caseína 

 
10,0 

Extrato de levedura 5,0 

Cloreto de sódio 5,0 

Glicose 
Ágar* 

10,0 
15,0 

  
*Componente adicionado apenas ao meio sólido. 

 
 Para o preparo da cultura estoque, um tubo Falcon de 50 mL contendo 10 mL de 

LB líquido foi inoculado pela transferência direta de 5% (v/v) da cultura estocada a -70 

ºC e incubado a 30 ºC/160 rpm em agitador orbital até atingir a fase exponencial do 

crescimento, que foi medida pela densidade ótica (D.O) a 600 nm, empregando-se 

espectrofotômetro (SHIMADZU UV1800). Posteriormente, um volume de 800 µL desta 

cultura foi transferido para tubos de 1,5 mL contendo 200 µL de glicerol 50%, os quais 

foram armazenados em freezer a -70 ºC.  

 Para o preparo de inóculos, frascos Erlenmeyer com chicana de 250 mL contendo 

50 mL do meio LB foram inoculados pela transferência direta de 500 µL da cultura 

estoque, cobertos com manta feita de algodão e gaze e incubados a 30 ºC/160 rpm em 

agitador orbital até atingir a fase exponencial do crescimento. 

    

 4.3 Ensaio de Concentração Inibitória Mínima  

 

 Para avaliar a resistência da levedura ao Hg foram realizados ensaios para 

determinar a sua CIM, definida como a menor concentração de uma substância capaz 

de inibir o crescimento de um organismo (Wiegand et al., 2008). Para tanto, foi utilizada 

a solução estoque de HgCl2. 

O meio sólido foi vertido em placas de Petri (esterilizadas) no fluxo laminar e 

posteriormente, foram mantidas em estufa bacteriológica a 30°C por 24 horas, como 

forma de controle da esterilidade. 

 Em triplicata, uma alíquota de 10 µL do inóculo em fase logarítmica de 

crescimento (mid-log) foi transferida para as placas de Petri contendo meio LB 

suplementado com concentrações crescentes de HgCl2 (30, 150, 250, 300 e 350 µmol.L-

1). As placas inoculadas foram incubadas em estufa bacteriológica a 30 ºC por um tempo 

de exposição de 7 dias. Para controle, o crescimento também foi realizado em placas 
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de Petri com meio LB sem adição de metal. Após esse período, foi feita a avaliação do 

crescimento celular através da visualização ou não de colônias e aferição do diâmetro 

das mesmas. Para estudo da morfologia das células nessas colônias, foram coletadas 

amostras para preparo de lâminas a fresco e análise em microscópio óptico.  

 Para cada concentração de metal utilizada neste trabalho foram realizados no 

mínimo três experimentos independentes. Em cada experimento as amostras foram 

analisadas em triplicata. 

 

 4.4 Cinética de crescimento de Y. lipolytica 

 

 Foram avaliados os perfis cinéticos de crescimento da levedura em meio contendo 

HgCl2 e as concentrações do metal utilizadas foram baseadas no resultado obtido na 

CIM (item 4.3). Esse experimento teve como objetivo avaliar o crescimento celular da 

levedura na ausência e presença do metal tóxico em diferentes concentrações em 

função do tempo de fermentação sob agitação.  

 Para tanto, o cultivo foi feito em triplicata em frascos Erlenmeyer de 500 mL com 

chicana contendo 95 mL de meio LB suplementado com concentrações crescentes de 

Hg (30, 60, 100 e 150 µmol.L-1 de HgCl2) e controle (sem adição de metal), e adicionados 

com 5 mL do inóculo. Os frascos foram cobertos com manta feita de algodão e gaze e 

incubados em agitador orbital a 30 ºC/160 rpm. Durante todo o processo fermentativo, 

os valores de D.O foram medidos em espectrofotômetro em comprimento de onda de λ 

= 600 nm com intervalos de tempo regulares, até atingir a fase estacionária. No tempo 

final, as culturas de cada frasco foram repicadas em placas de Petri, por estria simples, 

contendo meio LB sólido sem adição do metal tóxico para avaliar a viabilidade celular 

após exposição ao HgCl2. Amostras do meio fermentado foram coletadas e 

armazenadas para posterior quantificação do metal por espectrometria de emissão 

atômica por plasma acoplado indutivamente (ICP-AES). Tais análises ainda não foram 

realizadas. 

Todos os ensaios de cultivo foram realizados em triplicata com experimentos 

independentes. 

 

4.5 Quantificação de glicose      
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A concentração de glicose foi determinada pelo método descrito por Lindsay 

(1973). Brevemente, uma alíquota do meio fermentado foi centrifugada a 15.000 rpm por 

5 min. Em um tubo de ensaio, foram adicionados 250 µL do sobrenadante e 250 µL de 

ácido 3,5 dinitrosalicílico (DNS), mantendo-se a mistura em banho-maria a 100 ºC/15 

min. Após resfriamento, foram adicionados 2 mL de água ultrapura aos tubos, seguindo-

se a leitura da absorbância a 540 nm (SHIMADZU UV-1800). Glicose foi utilizada como 

padrão. 

 

 4.6 Quantificação de biomassa 

 

 A quantidade de biomassa produzida durante a fermentação foi determinada 

através do método direto, que consiste na secagem do material produzido e 

determinação do peso seco.  

Para quantificar o peso seco, 90 mL do meio fermentado de cada tratamento foi 

centrifugado a 5000 rpm por 20 min (Centrifuge 5804 R, Eppendorf, Hamburgo, 

Alemanha) e lavado por 3 vezes com água destilada. Em seguida, o material foi 

colocado para secar em cadinhos limpos e numerados na estufa de circulação (Nova 

Ética Produtos e Equipamentos Científicos, Vargem Grande do Sul, Brasil) durante 24 

h a 50 ºC (temperatura definida com base em trabalhos com Hg descritos na literatura).  

Após resfriamento por 20 min em dessecador, os cadinhos foram pesados e os 

valores convertidos em concentração celular (mg/L) através da equação: 

 

Peso seco (g/L) = (peso tubo com biomassa(g) – peso tubo vazio (g)) x 1000  

         volume de fermentado utilizado (mL) 

 

4.7 Teste de pH 

 

Para verificar possíveis variações de pH após a adição de Hg, foi aferido o pH 

inicial da cultura. Como não houve alteração significativa do pH após adicionar HgCl2, 

foi mantido o ensaio com pH inicial ajustado para 6,0. Ao final do cultivo, foi aferido o pH 

novamente, em cada tratamento, para verificar se houve alteração como resposta ao 

estresse causado pelo metal tóxico. 
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4.8 Microscopia Óptica 

 

As análises de Microscopia Óptica (MO) foram realizadas no Laboratório de 

Fisiologia e Bioquímica de Microrganismos (LFBM), pertencente ao Centro de 

Biociências e Biotecnologia (CBB) da UENF. As análises microscópicas das células 

coletadas em diferentes fases de crescimento foram realizadas nas amostras de 

levedura dos tratamentos controle e com as concentrações de Hg utilizadas neste 

experimento. Todas as metodologias utilizadas nas microscopias deste item foram 

adaptadas de Mathias et al. (2020).  

 

4.8.1. Fixação de amostras  

 

As amostras retiradas dos ensaios de cinética de crescimento foram previamente 

fixadas antes de serem analisadas no MO. Para tanto, 500 uL de meio fermentado foram 

retirados em tempos previamente estabelecidos e centrifugados a 13.000 rpm por 5 min 

(Centrifuge 5418 R, Eppendorf, Hamburgo, Alemanha). O sobrenadante foi descartado. 

Em seguida, as amostras foram fixadas em solução de glutaraldeído 2,5%, 

paraformaldeído 4,0% e tampão cacodilato 0,1 mol L-1. Então, as amostras foram 

mantidas em geladeira a 4 ºC até seu processamento.  

 

4.8.2. Acompanhamento da morfologia  

 

Para observar possíveis alterações morfológicas, as células sob estresse foram 

observadas em microscópio óptico Axioplan ZEISS (Carls Zeiss, Jena, Alemanha), 

adaptado com câmera digital AxioCam MRc5 para captura de imagens, e software 

AxioVisionLE versão 4.8 (Carls Zeiss, Jena, Alemanha) para análise das imagens. No 

ensaio de CIM (Item 4.3), foi retirada uma alíquota a fresco da borda e do centro das 

colônias de cada tratamento. As células foram ressuspendidas em 10 µL de água 

destilada sobre as lâminas, que em seguida foram cobertas com lamínulas e observadas. 

No ensaio de cinética de crescimento (Item 4.4), 4 µL das amostras fixadas foram 

colocadas em lâminas, cobertas com lamínulas e observadas. Ambos os ensaios, foram 

observados no microscópio, utilizando a técnica de Contraste Diferencial Inferencial (em 
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inglês, DIC - Differential interference contrast) em um aumento de 630x (63 vezes da 

objetiva e 10 vezes da ocular). 

 

4.9 Análise Estatística 

 

Os dados obtidos neste trabalho foram analisados usando o GraphPad Prism 

software versão 6.0 para o Windows (GraphPad Software, San Diego, CA), e expressos 

como média ± desvio padrão (DP). Todas as médias foram obtidas a partir da medida 

de pelo menos três (n = 3) experimentos independentes. A média foi analisada por 

ANOVA (p ≤ 0,05) seguida pelo teste de Tukey (p ≤ 0,05) para determinar diferenças 

entre os tratamentos e o controle.  
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Efeito do estresse por Hg em colônias de Y. lipolytica UENF-F   

 

Inicialmente, foi realizado o ensaio de CIM com Y. lipolytica UENF-F, a fim de 

identificar a concentração mínima de Hg, que é capaz de impedir o crescimento visível 

da levedura sob condições definidas. Baseado nisto, foram feitas avaliações visuais do 

crescimento das colônias da cepa UENF-F em placas de Petri na presença de 30, 150, 

250, 300 e 350 μmol.L-1 de Hg Cl2. A CIM encontrada capaz de inibir o crescimento da 

levedura foi 350 µmol.L-1 de Hg Cl2 (Figura 3). Tal concentração é superior àquelas 

citadas na literatura para outras cepas da mesma espécie (Oyetibo et al., 2015, 2016a; 

Dil et al., 2017). Além disso, é superior ao previsto pela resolução CONAMA N° 357 de 

2005, cujo valor máximo permitido para Hg em água doce é 0,0002 mg L-1, equivalente 

a 60 μmol.L-1. 

 

 

Figura 3. Morfologia da colônia de Y. lipolytica UENF-F na presença de Hg. Cultivo em meio LB sólido 
controle (sem Hg) e com 30, 150, 250, 300 e 350 µmol.L-1 de HgCl2. 

 

Dil et al. (2017), utilizando outra cepa (70562) da mesma espécie de levedura, 

relataram valor de CIM igual a 147 µmol.L-1 para Hg2+. A cepa é do tipo selvagem, com 

aplicação para o desenvolvimento de diferentes produtos, processos e tecnologias. Isso 

também esclarece como um único organismo pode ser versátil em relação às suas 

habilidades metabólicas (Bankar et al, 2009). Vale destacar que o meio de cultivo 

utilizado difere do presente trabalho, o que pode influenciar as diferenças de valores 

encontradas.  

A cepa Idd1 de Y. lipolytica foi selecionada ao apresentar resistência a 32 mg.L-1 

de HgCl2, que equivale a 137,9 µmol.L-1, sob condições semelhantes de cultivo (30 °C, 

150 rpm, 48 h) (Oyetibo et al., 2015). No entanto, em trabalho posterior, Oyetibo et al. 
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(2016a) encontraram um valor de resistência menor para este metal na cepa Idd2, 117 

µmol.L-1, sob as mesmas condições, o que enfatiza as características únicas de cada 

cepa e a capacidade de UENF-F em resistir a elevadas concentrações de HgCl2 (300 

µmol.L-1).  

Já é conhecido que Y. lipolytica possui mecanismos de proteção contra a inibição 

de enzimas devido a estresses oxidativos. Bankar et al. (2009), por exemplo, descreveu 

que algumas enzimas (inulinases e alfa-manosidases) atuam na proteção da célula 

contra danos causados por espécies reativas de oxigênio geradas por íons metálicos.  

É possível que devido ao ambiente onde a cepa UENF-F foi isolada, a mesma 

disponha de mecanismos sofisticados de resposta a estresses ambientais. A Lagoa do 

Campelo tem histórico de contaminação por metais, incluindo Hg, devido ao uso de 

agrotóxicos em plantações no entorno (Guedes, 2005; Da Conceição Gomes & Suzuki, 

2014), que poderiam justificar a seleção por microrganismos resistentes ao metal 

associados a planta igualmente acumuladora de metais, como é o caso de T. 

domingensis (Subrahmanyam et al., 2017; Lominchar et al., 2019).  

Sousa (2000) encontrou Hg no sedimento da Lagoa do Campelo, cujo valor foi 

213,1 µg.kg-1, equivalente a 0.00213 mg L-1 ou 0,213 mg kg-1. A Agência Americana de 

Proteção Ambiental considera que os sedimentos não poluídos devem apresentar 

teores de Hg total inferiores a 1,00 mg kg-1 (USEPA, 2003). Já para o Ministério de Meio 

Ambiente de Ontário, no Canadá, o valor de referência é <0,3 mg kg-1, acima do qual o 

sedimento é considerado contaminado (Siqueira 2003). O Joint Group of Experts on the 

Scientific Aspects of Marine Pollution (GESAMP, 1974), cita o teor de 0,1 mg kg-1 como 

sendo o limite máximo permitido ou recomendado para Hg total em sedimentos de 

ambientes salobros e marinhos, valor semelhante ao estabelecido pela National 

Oceanic and Atmospheric Administration (0,13 mg kg-1) (NOAA, 2008). A Resolução nº 

344 do CONAMA, que estabelece as diretrizes gerais e os procedimentos mínimos para 

a avaliação do material a ser dragado em águas jurisdicionais brasileiras, delimita os 

valores orientadores de Hg em 0,17 mg kg-1 (nível 1). Dessa forma, é possível verificar 

que os teores encontrados para Hg total nos sedimentos da lagoa do Campelo estão 

abaixo dos limites de referência das duas primeiras agências para ambientes 

preservados, mas acima dos valores recomendados pelo GESAMP, CONAMA e pela 

NOAA.  

https://www.noaa.gov/
https://www.noaa.gov/
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No ensaio de CIM também foi possível observar mudanças significativas nas 

colônias. É evidente a redução dos tamanhos das colônias de acordo com o aumento 

da concentração de Hg ao comparar com a condição controle (Figura 4). Esse 

comportamento é similar ao descrito por Bankar et al. (2018), onde também foi apontado 

que cepas marinhas de Y. lipolytica (NCIM 3589 e NCIM 3590) tiveram o diâmetro de 

suas colônias diminuído à medida que a concentração de metais aumentava no meio 

de crescimento.  

 

 Figura 4. Redução no tamanho da colônia de Y. lipolytica UENF-F na presença de Hg. Médias seguidas 
pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey (P <0,05). As barras de erro são o desvio 
padrão (n=3). 

 

A partir de 150 µmol.L-1 de HgCl2 a redução no tamanho da colônia se torna mais 

evidente, como pode ser observado pela diferença significativa representada no gráfico 

(Figura 4). A colônia na concentração de 300 µmol.L-1 representa, aproximadamente, 

25% do tamanho da colônia crescida em meio sem adição de metal. Nesta última 

concentração, havia apenas uma pequena camada de células fina, medindo cerca de 

0,7 cm de diâmetro sobre o meio de cultura.  

Pode-se observar ainda que as colônias apresentaram morfologia distintas na 

presença de Hg, o que pode ser explicado como uma resposta para o estresse causado 

pela exposição ao metal. Na presença de 30 e 150 µmol.L-1 de Hg, as colônias tiveram 

uma organização muito semelhante ao controle. O aspecto é rugoso, com a formação 

de estruturas rígidas e bordas bem definidas. Enquanto nas demais concentrações, as 

colônias apresentaram um aspecto liso e sem bordas bem definidas. Uma leve 
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pigmentação também foi observada nessas colônias, com a presença de pigmentos 

mais amarelados/rosados. Assim como mudanças relacionadas à estrutura das 

colônias, a produção de pigmentos também pode estar envolvida na resposta de 

resistência do microrganismo ao estresse por metais (Ito et al., 2007). É comum que 

esses pigmentos tenham ação antioxidante, que ajuda a reduzir os danos causados pelo 

metal tóxico (Clarkson & Thompson, 2000).  

De acordo com Chang e Leu (2011), diversos tipos de modificações genéticas e 

forças seletivas estão relacionadas ao processo de adaptação a ambientes novos ou 

adversos, como a troca fenotípica (do inglês, phenotypic switching). Essa troca pode 

atribuir propriedades distintas às células e fornecer vantagens em ambientes com 

condições ambientais desfavoráveis, como o aumento da resistência a metais. Entre os 

indicadores de variação fenotípica, encontra-se a morfologia das colônias (Sousa et al., 

2013). 

Ao analisar as células da colônia por microscopia, pode-se indicar características 

específicas do desenvolvimento do microrganismo sob certas condições (Palková e 

Váchová, 2016). Dessa forma, foi realizada a MO das amostras guardadas do ensaio 

CIM com Hg, avaliando-se as regiões da borda e do centro das colônias crescidas em 

meio sem Hg e no meio com adição do metal (Figura 5). 
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Figura 5. Alterações em células da colônia de Y. lipolytica UENF-F na presença de Hg. Meio sem adição 

de metal (A, B) e com 300 µmol.L-1 de HgCl2 (C, D). Aumento de 630x. 

 

No tratamento controle, Y. lipolytica UENF-F apresentou-se na forma de levedura 

e hifa com brotamento nas bordas (Figura 5A), enquanto no centro, a forma 

predominante era leveduriforme, com células regularmente esféricas/ovóides (Figura 

5B). No tratamento com 300 µmol.L-1 de HgCl2, notou-se o mesmo comportamento nas 

bordas quando comparado com o controle, com as duas formas morfológicas em 

evidência (Figura 5C). Porém, a diferença se deu nas células retiradas do centro da 

colônia, onde hifas verdadeiras puderam ser rapidamente identificadas por 

apresentarem um comprimento bem superior (Figura 5D). Nas demais concentrações 

de Hg, as células da borda também se apresentaram tanto na forma de hifa como de 

levedura, enquanto no centro fica evidente em sua maioria as células hifais com um 

aspecto alongado (Dados não apresentados). 

Estudos com estrutura de colônias mostram que as células podem assumir 

funções distintas dentro da comunidade microbiana (Azubuike et al., 2016). 

Frequentemente, células da borda são o primeiro contato com agentes estressantes, 

enquanto o centro das colônias encontra-se mais protegido. A formação de hifas 
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verdadeiras em Y. lipolytica já foi descrita como uma resposta a estresses ambientais.  

Tais estruturas favorecem a adaptação das células de forma mais eficiente às alterações 

ambientais (Palková e Váchová, 2016). Dessa forma, podemos sugerir que o 

comportamento observado é uma resposta de resistência da levedura à alta 

concentração de Hg.  

A partir dos resultados obtidos no ensaio de CIM em meio sólido, pode-se concluir 

que Y. lipolytica UENF-F é altamente resistente a Hg quando comparada aos dados da 

literatura.  As análises de MO mostraram respostas celulares específicas ao metal tóxico 

no âmbito da estrutura da colônia. Dessa forma, UENF-F obteve valor de resistência 

superior àqueles observados em outras cepas da mesma espécie. É possível que essa 

característica esteja relacionada com o fato de ter sido isolada de T. domingensis, uma 

espécie de planta aquática resistente a metais (Dube et al., 2019).  

Devido a necessidade de se trabalhar a contaminação por Hg em ambientes 

aquáticos e ao potencial biotecnológico apresentado por Y. lipolytica UENF-F, foram 

investigadas novas condições de cultivo expondo a levedura a Hg. Então, foi realizado 

ensaio em meio líquido para avaliar se a cepa também responderia com elevada 

resistência ao metal tóxico, mantendo o comportamento observado em placas de Petri.   

 

5.2 Resistência a Hg em células de Y. lipolytica UENF-F em suspensão  

 

Compostos como HgCl2 são mais solúveis em meio aquoso (Franchi et al., 2016). 

Assim o metal tóxico está mais disponível para afetar o comportamento dos 

microrganismos, utilizando cultivo em meio líquido sob agitação constante, o que faz com 

as células geralmente permaneçam em suspensão.  

Para analisar o efeito da presença de Hg sobre o cultivo de Y. lipolytica até atingir 

a fase estacionária, a cinética de crescimento em meio LB foi feita com adição de 

crescentes concentrações de HgCl2. A escolha das concentrações utilizadas nesta etapa 

foi feita com base no ensaio anterior, adotando-se as concentrações de 30, 60, 100 e 

150 µmol.L-1 de HgCl2.  

A Figura 6 mostra o comportamento distinto dos perfis cinéticos de crescimento 

da levedura no meio suplementado com as concentrações iniciais de Hg testadas. Ao 

comparar os cultivos, pode-se inferir que o metal estimulou o crescimento de Y. lipolityca 
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UENF-F nessas concentrações menores de 30 e 60 µmol.L-1 de HgCl2, quando 

comparado com o crescimento no meio controle (sem adição de Hg).  

 

 

Figura 6. Cinética de crescimento de Y. lipolityca UENF-F com 30 (■) e 60 (■) µmol.L-1 de Hg. Cultivo 
realizado em meio LB durante 28 h, sob agitação constante dos frascos. Meio sem adição de Hg: controle 
(■). As barras representam o desvio padrão da média (n=9). 

 

No meio suplementado com 30 µmol.L-1 de HgCl2, a adição do metal não parece 

ser um desafio para a levedura. Como pode ser observado na cinética de crescimento, 

não houve fase de adaptação (fase lag) para esta concentração de Hg (Figura 6). A 

inclinação da curva mostra a velocidade de crescimento durante a fase exponencial, 

atingindo D.O. = 35 com 24 h de cultivo, e depois entrando na fase estacionária. Na 

condição com 60 µmol.L-1, a levedura apresentou uma fase de adaptação inicial, que foi 

seguida por uma fase exponencial de crescimento superior ao meio sem adição de Hg. 

Com 24 h de cultivo, obteve-se uma D.O = 32, valor consideravelmente superior ao meio 

controle (D.O = 25), no mesmo tempo de incubação. Observa-se ainda que no âmbito 

global da cinética, o padrão de crescimento dessas duas concentrações de Hg é 

semelhante, inclusive no que tange o momento de entrada na fase estacionária (Figura 

6).  

Considerando que Hg é um elemento altamente tóxico e não essencial, os 

resultados observados surpreendem em um primeiro momento. No entanto, plantas têm 

respostas semelhantes, onde o estresse em menor concentração promove o 

crescimento vegetal (Silva, 2019). Um estudo recente (Figlioli et al., 2018) mostrou que 
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plantas tratadas com Pb foram significativamente maiores do que o controle, com 

aumento de 30 % do peso fresco. Isto é explicado pois o organismo utiliza todas as suas 

estratégias para continuar crescendo, mesmo na condição de estresse, o que faz que tal 

comportamento seja notado.  

Um outro caminho é considerar que o elemento Hg poderia estar sendo usado 

como nutriente por Y. lipolytica UENF-F. Até recentemente, nenhuma função biológica 

estava associada a este metal, no entanto, em Rhodobacter capsulatus foi observado 

maiores taxas de crescimento na presença de Hg e uma fase lag diminuída em 

comparação com culturas livres de Hg, indicando a capacidade de resistir ao estresse e 

se desenvolver em ambientes contendo este contaminante (Grégoire & Poulain, 2016), 

semelhante ao presente trabalho. Os autores concluíram que o Hg pode cumprir uma 

função fisiológica nas bactérias, atuando como um sumidouro de elétrons e assim, 

favorecendo o crescimento. 

Nas concentrações de 100 e 150 µmol.L-1 de Hg (Figura 7), a levedura não 

apresentou a mesma velocidade de crescimento quando comparada aos tratamentos 

anteriores (30 e 60 µmol.L-1 de HgCl2). Nesta situação, o aumento da concentração de 

Hg gerou de fato uma condição de estresse nas células. O aumento no tempo de cultivo 

se deve à adaptação do microrganismo ao meio sob situações adversas, como é o caso 

da adição de concentrações altas de um metal altamente tóxico. As células precisam de 

mais tempo para responder ao estresse no meio e iniciar a etapa de divisão celular. 

Possivelmente, a célula está ativando seus mecanismos de detoxificação e se 

preparando para crescer nessa condição a qual ela foi imposta. 
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Figura 7. Cinética de crescimento de Y. lipolityca UENF-F com 100 (■) e 150 µmol.L-1 (■) de Hg. Cultivo 
realizado em meio LB durante 60 h, sob agitação constante dos frascos. Meio sem adição de Hg: controle 
(■). As barras de erro são o desvio padrão (n=9). 
 

 

Porém, mesmo com o aumento considerável da fase lag em ambas as 

concentrações do metal tóxico (100 e 150 µmol.L-1), foi possível observar crescimento 

expressivo. Em 100 μmol.L-1 alcançou-se uma D.O = 25,4 e para 150 μmol.L-1 a 

densidade celular expressa em D.O foi igual a 32, com 48 e 54 h de cultivo 

respectivamente.  

Oyetibo et al (2016b) observaram que, com parâmetros semelhantes de 

crescimento, duas cepas (Idd1 e Idd2) de Y. lipolytica foram capazes de crescer em 

meio de cultura suplementado com concentrações de Hg2+. As concentrações testadas 

foram: 8 μg mL−1 (69 µmol L−1), 16 μg mL−1 (139 µmol L−1) e 32 μg mL−1 (278 µmol L−1). 

Nas concentrações mais elevadas, respectivamente, cerca de 47,3 e 41% de Hg 

presentes no meio de cultura foram esgotados devido à volatilização e bioacumulação 

pela levedura. No entanto, a densidade celular dessas cepas com 40 h de cultivo 

representa aproximadamente 6% da D.O atingida por Y. lipolytica UENF-F, 

evidenciando seu potencial para se desenvolver em meio contendo Hg. 

Ao final do cultivo, quando a levedura entrou em fase estacionária de crescimento, 

foi verificada a viabilidade da célula após a exposição às concentrações de Hg. Para 

tanto, uma alçada da cultura de todos os tratamentos foi replicada em placa de Petri 

contendo meio LB sem adição de Hg. Após 48 h de incubação, pode-se observar na 
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Figura 8, que em todos os tratamentos as células da levedura permaneceram viáveis, 

mesmo na concentração mais alta de Hg (Figura 8E), corroborando que a cepa UENF-F 

é resistente mesmo as elevadas concentrações de HgCl2 avaliadas neste trabalho.  

 

 

Figura 8. Viabilidade celular de Y. lipolytica UENF-F após exposição a Hg. Ao final do cultivo com Hg, as 
células foram plaqueadas em meio LB sem adição de Hg com um período de incubação de 2 dias em 
estufa. Tratamento controle sem adição de Hg (A). B- Tratamento com 30 µmol.L-1 de HgCl2. C- Tratamento 
com 60 µmol.L-1 de HgCl2. D- Tratamento com 100 µmol.L-1 de HgCl2. E- Tratamento com 150 µmol.L-1 de 
HgCl2.   

 

5.3 Manutenção da biomassa microbiana em estresse com Hg 

No intuito mais uma vez de confirmar o crescimento da levedura na presença de 

Hg, foi analisado o peso seco da célula ao final do cultivo nos diferentes tratamentos e 

quantificada a biomassa microbiana. Os resultados obtidos anteriormente na cinética 

são (Figura 6), em geral, reforçados por esse conjunto de dados (Tabela 4).  

 Os tratamentos de 60 e 100 μmol.L-1 de Hg tiveram valores de biomassa muito 

próximos ao controle: 25,00; 23,12 e 24,53 mg mL-1, respectivamente. Já com a adição 

de 30 μmol.L-1 de HgCl2, o valor encontrado foi maior (29,54 mg mL-1). O aumento da 

concentração celular neste meio reforça a ideia de que o metal não interferiu impedindo 

o desenvolvimento das células nas condições testadas neste experimento. Na verdade, 

observou-se valores de biomassa que são expressivos, o que deve estar atrelado à 

otimização das condições do processo de fermentação. 

No caso do tratamento com 150 μmol.L-1 de Hg, observou-se uma leve redução 

da concentração celular comparado ao controle (21,57 mg mL-1). Nessa situação, é 

possível que em resposta ao estresse causado pelo metal no microrganismo, alterações 
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morfológicas e danos celulares causados pela exposição ao Hg justifiquem a diminuição 

de massa seca.  

 

     Tabela 4. Biomassa de Y. lipolytica UENF-F após cultivo com Hg. 

Concentração Celular (mg mL-1) 

Controle (sem HgCl2) 24,53  

30 µmol.L-1 de HgCl2 29,54  

60 µmol.L-1 de HgCl2 25,00  

100 µmol.L-1 de HgCl2 23,12   

150 µmol.L-1 de HgCl2 21,57  

 

Y. lipolytica é caracterizada pela mudança morfológica do estado leveduriforme 

para a formação de hifa e/ou pseudo-hifa, o que pode alterar os valores de absorbância 

que são verificados por espectrofotometria. Isso também pode influenciar a 

concentração celular final de cada amostra. Por isso, é importante utilizar outras 

análises para verificar o crescimento, como a contagem das células leveduriformes. Vale 

ainda ressaltar que nesse teste foi possível observar diferença significativa nos 

resultados considerando as concentrações de metal utilizadas, principalmente, com 30 

e 150 μmol.L-1 de HgCl2, que tiveram notório aumento e queda na produção de massa 

seca, respectivamente. 

 

5.4 Análise do consumo de glicose durante o cultivo de Y. lipolytica UENF-F 

Y. lipolytica pode utilizar eficientemente glicose e glicerol como fonte de carbono 

para fins de crescimento celular (Martínez-Avila et al., 2018). Neste sentido, foi 

verificado o consumo de glicose pela levedura sob condições de estresse com Hg 

(Figura 9). 
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Figura 9. Cinética de consumo de glicose no cultivo de Y. lipolytica UENF-F. A concentração do açúcar 
foi determinada em função do tempo no meio LB controle (■) e suplementado com 30 (■), 60 (■), 100 (■) 
e 150 (■) µmol.L-1 de HgCl2. As barras de erro correspondem ao desvio padrão (n=9). 
 

Inicialmente, 10 g/L estavam disponíveis no meio de cultura para o crescimento 

da levedura. Com 8 h de cultivo, os meios suplementados com 30 e 60 μmol.L-1 de Hg 

apresentaram comportamento semelhante ao controle. A partir deste ponto a velocidade 

de consumo foi diferente entre esses tratamentos, indicando que com 12 h a glicose no 

meio sem metal já estava acabando, enquanto com 30 μmol.L-1 ela estava acima da 

metade da concentração inicial e com 60 μmol.L-1 um pouco abaixo. Nessas condições, 

após 24 h de incubação, quando a levedura estava entrando na fase estacionária para 

esses três tratamentos, pode-se observar que o consumo da glicose foi praticamente 

total. Esse dado mostra condições de crescimento ótimas, diferente do trabalho de 

Freitas (2021), que observou o consumo de glicose muito mais lento para duas cepas 

de Y. lipolytica (CH 3/4 e W29), mesmo na ausência de agente estressante, tendo 

consumido completamente o açúcar após 168 h e 175 h de incubação, respectivamente, 

ao atingirem a fase estacionária. 

Já em 100 e 150 μmol.L-1 de HgCl2, nas primeiras 24 h de ensaio, pouco (2,5 e 1,1 

g.L-1, respectivamente) da glicose foi captada por Y. lipolytica. Esse período representa 

a longa fase de adaptação que pode ser observada na Figura 7. Considerando a 

inclinação da curva, com 100 μmol.L-1 de Hg, a velocidade de consumo de glicose é 

muito semelhante ao meio contendo 150 μmol.L-1 do metal, no entanto, em tempo mais 

curto, o que pode ser explicado pelo comportamento da cepa ao estresse causado pelo 
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aumento da concentração de Hg. À medida que o estresse aumenta, o crescimento é 

mais lento e o consumo de glicose por Y. lipolytica UENF-F também. Além disso, o 

resultado sugere que a cepa não recorre exclusivamente a esta fonte de carbono para 

suportar as condições de estresse impostas por Hg.   

Por outro lado, não há descrição na literatura da via de sinalização da glicose em 

Y. lipolytica. Segundo Timoumi et al. (2017), o nível de glicose residual no meio de 

cultura pode ter um impacto nas vias de sinalização que regulam a transição dimórfica 

em Y. lipolytica. Todavia, os mecanismos de captação, vias metabólicas e mecanismos 

reguladores permanecem pouco compreendidos nesta espécie de levedura.  

Um estudo mostrou que a transição dimórfica em C. albicans não era regulada 

apenas pelo pH e que a glicose ou seus metabólitos poderiam desempenhar um papel 

importante (Pollack & Hashimoto, 1987). O dado foi confirmado por Bruatto et al. (1993), 

mostrando que a privação de glicose levou à formação de células filamentosas em 

qualquer condição de pH (neutro ou ácido). 

Para a cepa estudada Y. lipolytica UENF-F, compreende-se que no tempo final de 

cultivo, quando a glicose já havia sido consumida, o aumento de células hifais foi 

evidente, como será visto a seguir. Este fato reforça a ideia de que talvez esse 

mecanismo de transição também seja uma forma de resistência e adaptação ao 

ambiente estressante com Hg. 

 

5.5 Alcalinização do meio por Y. lipolytiva UENF-F 

 

Para verificar se o pH do meio é afetado pela presença de Hg e durante o 

crescimento da levedura, o mesmo foi aferido no início e ao final do cultivo das células 

em suspensão. O pH representa um dos principais parâmetros que afetam a morfologia 

e o metabolismo de Y. lipolytica, mas o seu impacto direto sobre o comportamento da 

levedura ainda é uma questão complexa. Conforme descrito na literatura, o pH 

extracelular parece ser um importante fator na promoção do dimorfismo, estando 

envolvido na indução do crescimento polarizado das hifas fúngicas (Ruiz-Herrera e 

Sentandreu, 2002; Szabo e Stofaníková, 2002; Han et al., 2012).   

A Tabela 5 mostra que o pH inicial do meio extracelular com e sem Hg foi próximo 

à neutralidade (6,0) e que após horas de incubação, ao final do cultivo, torna-se 

levemente alcalino, próximo a 8,0. Dessa forma, a presença do metal tóxico no meio 
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não altera diretamente tal parâmetro, corroborando com outros trabalhos que já 

apontam a levedura Y. lipolytica como responsável por promover a mudança de pH do 

meio de cultura para alcalino. O cultivo da levedura promove naturalmente a 

alcalinização do meio extracelular pela excreção de moléculas de caráter básico, que 

devem estar relacionadas à sobrevivência deste microrganismo (Han et al., 2012). É 

descrito para as leveduras dimórficas C. albicans e Y. lipolytica, que o pH ácido promove 

o crescimento da forma leveduriforme, enquanto o pH neutro-alcalino induz a 

filamentação (Ruiz-Herrera & Sentandreu, 2002; Odds, 1998). 

 

Tabela 5. Determinação de pH do cultivo de Y. lipolytica UENF-F com Hg. O parâmetro foi 
avaliado no início do cultivo (Ti) e ao final da fermentação (Tf).   

 

A maioria dos estudos mostra que a forma filamentosa da levedura é favorecida 

em pH alcalino, indicando o papel relevante que essa condição tem na mudança 

morfogenética da célula. Segundo Shu et al. (2021), quando cultivada em meio de 

glicerol, a cepa selvagem PO1a cresceu na forma de levedura oval em pH ácido (pH 3,0 

a pH 6,0), mas as células tornaram-se marcadamente alongadas em pH neutro (pH 7,0) 

e formaram filamentos longos em pH alcalino (pH 7,5). De fato, uma via dependente de 

pH já foi identificada em S. cerevisiae e C. albicans. A via da proteína Rim 101 é ativada 

em condições alcalinas e leva ao desenvolvimento de formas filamentosas (Li e Mitchell, 

1997; Davis et al., 2000). Entretanto, os mecanismos moleculares envolvidos nesta 

transição ainda necessitam ser mais estudados em Y. lipolytica. 

O Hg é dessorvido em valores de pH mais altos, enquanto em pH baixo é 

adsorvido (Yin et al., 1996). O efeito do pH na captação de Hg2+ por bactérias aquáticas 

foi estudado por Kelly et al. (2003). Neste trabalho, os autores descobriram que 

mudanças no pH aumentavam a absorção de Hg2+. Sob exposição com outros metais, 

também há evidências de que Y. lipolytica apresenta características semelhantes. De 

acordo com Lobão (2007), quando colônias de Y. lipolytica JM-12 foram crescidas na 

presença de 1,0 mM de AlK(SO4)2, houve uma maior acidificação do meio mediada por 

Tratamento pH (Ti) pH (Tf) 

Controle (sem metal) 6,0 a 7,9 a 

30 µmol.L-1 de HgCl2 6,5 be 8,2 a 

60 µmol.L-1 de HgCl2 6,3 cd 8,2 a 

100 µmol.L-1 de HgCl2 6,3 cd 8,0 a 

150 µmol.L-1 de HgCl2 6,4 be 8,0 a 
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células de Y. lipolytica, tornando o pH quase alcalino. Todavia, o mecanismo regulador 

que governa o comportamento de fungos em pH alcalino ainda não é bem compreendido, 

exceto na levedura C. albicans. Em outros fungos dimórficos, é preciso intensificar os 

estudos para elucidar a influência do pH como sinalizador na forma e na taxa de 

crescimento celular.  

 

5.6 Transição dimórfica em Y. lipolytica UENF-F na presença de Hg 

 

Vários fatores externos à célula parecem ser importantes na promoção do seu 

comportamento dimórfico. Na Figura 10 é possível visualizar a mudança na morfologia 

apresentada por Y. lipolytica UENF-F, com 18 h de incubação, em diferentes 

tratamentos. Segundo O'shea e Walsh (2000), o dimorfismo é um fenômeno complexo 

e importante para a sobrevivência da levedura sob diferentes condições ambientais 

adversas, principalmente as que causam algum tipo de estresse aos microrganismos.  

 

 

Figura 10. Transição dimórfica em Y. lipolytica UENF-F. A- levedura. B- pseudo-hifa. C- hifa. Aumento de 
630X. 
 

De acordo com Lobão (2007), Y. lipolytica pode apresentar-se sob as formas de 

leveduras esféricas (Figura 10A); pseudo-hifas (Figura 10B), em que as células são 

alongadas e apresentam constrições visíveis; ou hifas (Figura 10C), quando as células 

formam filamentos lineares e sem a presença de contrições visíveis. Em Y. lipolytica 583 

(IMUFRJ 50682), o fator que exerce maior influência para a formação de hifas é a 

agitação sob baixa tensão de O2 (Amaral, 2003). Em condições de operação com 

agitação elevada, a concentração de O2 dissolvido sobe e as células voltam ao formato 

leveduriforme, considerando que Y. lipolytica é um microrganismo estritamente aeróbio 

e a que a baixa tensão de O2 pode ser uma condição de estresse.  
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Outro mecanismo envolvido na regulação do dimorfismo é a limitação de 

nitrogênio, que parece ser um dos sinais mais importantes envolvidos no processo. Em 

S. cerevisiae a formação de pseudo-hifas foi identificada como uma resposta à limitação 

deste macronutriente (Gimeno et al., 1992). Em contraste, Szabo (2002) estudou o 

dimorfismo de Y. lipolytica CBS599 e relatou que a formação de hifas foi inibida pela 

limitação de nitrogênio, enquanto que a fonte de carbono, aparentemente não foi 

importante para a formação de filamentos. O autor também indicou que o processo de 

conversão de energia e o metabolismo de carbono podem estar envolvidos na formação 

desses filamentos, assim como o pH do meio.  

Portanto, para investigar o comportamento da levedura UENF-F sob estresse 

causado por Hg, foram realizadas análises da morfologia celular no tempo final de cada 

tratamento, através de amostras do meio de cultivo observadas por MO (Figura 11). 
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Figura 11. Alterações celulares em Y. lipolytica UENF-F na presença de Hg. Tratamentos: controle sem 
Hg (A), com 30 (B), 60 (C), 100 (D) e 150 (E) µmol.L-1 de HgCl2. Imagens representativas do tempo final 
de cultivo de cada tratamento. Células crescidas por 28 h (A, B e C) e 60 h (D e E) em meio líquido LB a 

30º C e 160 rpm de agitação orbital. Aumento de 630X. 

 

Guevara-Olvera et al. (1993) mostraram que a modificação da fonte de carbono 

pode induzir o dimorfismo em Y. lipolytica CX 39-74A. Cultivos em glicose forneceram 

células leveduriformes, enquanto cultivos utilizando 0,5% de N-acetilglicosamina como 
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fonte de carbono forneceram 55% de hifas após 12 h. Além disso, os seus dados 

sugerem que submeter a levedura a um choque térmico em água destilada antes do 

cultivo com Nacetilglicosamina causa um efeito sinérgico para o crescimento micelial, 

com a formação de até 90% de hifas. 

 Sob exposição ao Hg, a cepa UENF-F demonstrou formação de hifas em todas 

as concentrações do metal testadas, indicando que assim como os demais mecanismos 

descritos na literatura, o desenvolvimento em meio contaminado com Hg pode resultar 

na alteração morfológica. Com 30 (Figura 11B) e 60 µmol.L-1 de HgCl2 (Figura 11C) foi 

possível observar hifas e pseudo-hifas, mas em quantidade reduzida comparada às 

demais concentrações. Com relação às células ovóides, na menor concentração de Hg 

foi onde observou-se um aumento mais evidente, enquanto que com 60 µmol.L-1 foi 

similar ao controle (Figuras 11A e C). 

 Em meio suplementado com 100 µmol.L-1 de HgCl2 (Figura 11D) é evidente o 

aumento do número de hifas verdadeiras. Outro detalhe importante é que, 

aparentemente, as células leveduriformes se apresentam mais unidas, juntas. Talvez 

isso possa ser justificado por algum mecanismo da parede celular que faça com que 

elas se dividam, mas não se separem, ficando próximas com aparência de grumo. Essa 

hipótese será estudada com mais atenção em trabalhos futuros. Com 150 µmol.L-1 de 

Hg (Figura 11E), foi observado um comportamento semelhante, porém com uma 

quantidade de célula ainda maior, com relação ao tratamento contendo 30 µmol.L-1 de 

Hg (Figura 12). 
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Figura 12. Contagem de células leveduriformes de Y. lipolytica UENF-F na presença de Hg. As barras de 
erro correspondem ao desvio padrão (n=3). Médias seguidas por letras diferentes indicam diferenças 
significativas entre os tratamentos de acordo com o teste de Tukey (p<0,05).  

 
De acordo com O’shea & Walsh (2000), o uso da análise de imagens para 

quantificar as formas morfológicas de organismos resulta em dados consistentes, 

reprodutíveis e livres da variabilidade do observador. Logo, podemos inferir por essa 

análise que houve diferenças significativas entre a quantidade de células em cada 

tratamento apresentado.  

Como é mostrado na Figura 12, a concentração de 30 µmol.L-1 de HgCl2 foi a que 

gerou o maior número de células ao final do processo fermentativo, aproximadamente 

600 células para o volume analisado (400 µL). Este resultado corrobora com a cinética 

de crescimento apresentada anteriormente (Figuras 6 e 7). O número células 

ovóides/esféricas em meio controle (sem adição de Hg) foi menor que todos os 

tratamentos contendo HgCl2. Portanto, além de resistir ao estresse causado pelo metal, 

Y. lipolytica UENF-F mostrou que é capaz de crescer e multiplicar sua biomassa em 

meio contendo Hg. 
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6. CONCLUSÃO 

 

Y. lipolytica UENF-F mostrou que é resistente a elevadas concentrações de HgCl2. 

Os resultados obtidos revelam que a levedura possui uma resistência a Hg superior ao 

que é reportado na literatura para outras cepas da mesma espécie. Inclusive, foram 

observadas mudanças morfológicas na colônia que caracterizam um processo de 

adaptação do microrganismo para resistir ao estresse causado pela exposição ao metal.  

Nas cinéticas de crescimento, mesmo em concentrações de metal muito acima do 

que é permitido no ambiente pela legislação, a cepa conseguiu contornar o estresse e 

apresentar concentrações celulares muito expressivas. A análise das imagens de MO 

realizadas a partir de amostras do ensaio de cinética confirmam a capacidade de 

alteração morfológica da célula em resposta a exposição ao HgCl2, característica comum 

em organismos dimórficos.  

Considerando que altas concentrações de Hg não impediram o cultivo da cepa, 

mantendo-se o consumo de glicose do meio, observou-se maior quantidade de células 

leveduriformes nestes tratamentos quando comparados ao controle. Sendo assim, 

conclui-se que a levedura Y. lipolytica UENF-F pode ser utilizada como modelo de estudo 

de resistência a Hg e para diversas aplicações biotecnológicas em processos de 

biorremediação de ambientes aquáticos contaminados.  

Dessa forma, visando assegurar a disponibilidade e gestão sustentável da água, 

proposta pela Agenda 2030, são necessários maiores estudos para investigar os efeitos 

provocados pelo metal na célula e na atividade metabólica, assim como o uso deste 

microrganismo em processos de grande escala.  
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8. APÊNDICE 

 
A - Dados brutos do ensaio de Cinética de Crescimento com Hg  
 
A seguir são apresentados os valores de D.O utilizados para a produção da curva 

de crescimento de Y. lipolytica UENF-F (triplicata de frascos de três ensaios 
independentes). A média (n=9) foi utilizada para chegar ao resultado final apresentado 
nas Figuras 6 e 7. 
 

    CONTROLE       
Tempo (h) Rep1  Rep2 Rep3 Rep4 Rep5 Rep6 Rep7 Rep8 Rep9 Média 

0 0,9 0,9 0,9 0,9 0,9 1,1,0  0,8 0,8 0,8 0,9 

6 3,6 4,6 4,4 3,0 4,2 4,2  4,1 3,0 4,4 3,9 

12 14,8 14,3 15,8 16,3 14,0 14,2  11,9 11,9 12,0 13,9 

18 21,1 20,1 20,2 20,0 19,3 19,5  19,2 20,2 20,2 19,9 

24 24,4 24,4 23,6 20,8 21,1 22,4  23,7 22,6 22,8 22,7 

28 20,8 20,8 21,0 21,3 22,0 21,3  20,2 20,9 19,1 20,9 

 

    30 μmol.L-1       
Tempo (h) Rep1  Rep2 Rep3 Rep4 Rep5 Rep6 Rep7 Rep8 Rep9 Média 

0 0,83 0,84 0,85 0,9 0,9 0,9  0,8 0,8 0,8 0,8 

6 6,04 5,58 5,72 6,7 7,0 7,1  7,8 7,4 7,5 6,7 

12 18,8 19,2 19,1 20,1 19,0 19,4  24,0 23,8 24,2 20,8 

18 35,7 36,1 37,5 37,4 38,2 36,5  37,5 36,8 38,1 37,1 

24 33,2 32,9 34,5 33,8 34,8 32,8  37,2 38,9 36,2 34,9 

28 29,1 29,8 30,9 31,6 32,9 30,2  31,9 33,7 32,8 31,4 

 

    60 μmol.L-1       
Tempo (h) Rep1  Rep2 Rep3 Rep4 Rep5 Rep6 Rep7 Rep8 Rep9 Média 

0 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8  0,8 0,8 0,7 0,8 

6 3,3 3,9 3,4 3,1 2,0 2,10  2,6 3,0 2,8 2,9 

12 6,5 6,2 6,9 4,6 4,8 5,3  6,4 6,5 5,5 5,8 

18 22,8 20,1 21,7 21,2 21,5 22,0  19,3 20,5 19,9 21,0 

24 32,6 31,4 33,9 37,3 36,5 37,1  35,7 36,1 36,2 35,2 

28 27,8 25,9 27,5 28,3 29,0 28,4  31,3 30,5 31,1 28,9 

 

    100 μmol.L-1       
Tempo (h) Rep1  Rep2 Rep3 Rep4 Rep5 Rep6 Rep7 Rep8 Rep9 Média 

0 0,8 0,9 0,89 0,8 0,9 0,8  0,8 0,8 0,9 0,8 

6 1,3 1,4 1,3 1,3 1,2 1,3  0,6 0,7 1,2 1,1 

12 1,5 1,2 0,6 1,6 1,6 2,6  0,9 1,5 1,1 1,4 

18 2,0 1,3 2,3 2,7 1,4 3,0  1,6 2,3 3,1 2,2 

24 4,1 5,0 3,5 3,5 2,3 1,9  1,9 2,7 2,6 3,1 

28 6,1 4,6 5,1 2,9 3,2 1,6  3,1 3,2 3,6 3,7 

30 7,1 7,2 6,0 5,4 6,4 6,1  3,9 5,3 4,1 5,7 

36 9,1 11,0 10,6 8,9 9,2 8,0  6,5 7,7 8,1 8,8 

42 23,3 21,1 22,5 23,0 23,9 24,6  21,6 21,1 19,9 22,3 

48 24,6 24,8 25,7 28,7 25,3 24,9  23,1 22,2 26,9 25,1 

54 26,0 25,3 24,3 23,5 21,2 23,4  23,6 23,0 22,3 23,6 

60 21,4 22,0 19,7 16,4 18,8 19,0  18,6 18,0 17,5 19,0 
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    150 μmol.L-1       

Tempo (h) Rep1  Rep2 Rep3 Rep4 Rep5 Rep6 Rep7 Rep8 Rep9 Média 

0 09 0,9 0,9 0,7 0,7 0,7  0,8 0,8 0,9 0,8 

6 0,9 0,7 1,3 0,8 0,7 0,5  0,8 0,9 0,8 0,8 

12 1,7 1,8 1,6 1,9 4,3 2,0  1,2 1,4 1,0 1,9 

18 2,0 2,4 2,1 1,2 1,4 1,6  1,2 2,2 1,6 1,7 

24 3,7 3,4 3,1 1,5 1,7 1,9  1,7 2,1 1,8 2,3 

28 16,9 16,4 17,1 3,1 2,0 2,1  2,6 3,0 2,8 2,9 

30 4,9 4,5 4,4 3,7 3,1 3,0  3,4 3,0 2,8 3,6 

36 5,1 5,0 5,8 4,9 4,6 3,9  5,2 4,1 4,0 4,7 

42 5,3 6,4 6,9 9,3 7,8 7,7  7,7 8,0 8,5 7,5 

48 15,1 15,0 14,6 15,6 14,9 15,8  15,9 15,5 15,1 15,3 

54 33,5 32,2 33,1 33,2 32,3 32,4  32,3 31,5 32,3 32,5 

60 29,8 30,5 30,3 24,5 30,3 30,1  27,5 28,4 29,4 28,9 

 
B - Dados brutos do ensaio de Concentração Celular 
 

Controle 
Sem célula Com célula Peso (g) Total (g) 

44,3770 45,1792 0,8022 
2,208 45,8790 46,4649 0,5859 

44,4953 45,3152 0,8199 

  
30 μmol.L-1 

Sem célula Com célula Peso (g) Total (g) 

44,3771 45,2612 0,8842 
2,6594 40,3229 41,1617 0,8388 

41,1742 42,1106 0,9364 

  
60 μmol.L-1 

Sem célula Com célula Peso (g) Total (g) 

45,8790 46,6544 0,7754 
2,2587 38,1856 39,0239 0,8383 

42,7831 43,4281 0,645 

  
100 μmol.L-1 

Sem célula Com célula Peso (g) Total (g) 

44,6237 45,2496 0,6259 
2,0806 44,9240 45,7032 0,7792 

41,3742 42,0497 0,6755 

  
150 μmol.L-1 

Sem célula Com célula Peso (g) Total (g) 

40,3266 41,0154 0,6888 
1,9418 44,9273 45,4812 0,5539 

44,4994 45,1985 0,6991 
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C - Dados brutos do ensaio de pH 
 
  

Controle 
Tempo Rep1 Rep2 Rep3 Rep4 Rep5 Rep6 Média 

  Ti 6  6 6 6,2 6,2 6,1 6,0 

   Tf 7,7 7,9 8,1 8,3 8,2 8,2 7,9 

 
30 μmol.L-1 

Tempo Rep1 Rep2 Rep3 Rep4 Rep5 Rep6 Média 

  Ti 6,6  6,5 6,5 6,3 6,4 6,4 6,5 

   Tf 8,3    8 8,1 8,3 8,2 8,2 8,2 

 
60 μmol.L-1 

Tempo Rep1 Rep2 Rep3 Rep4 Rep5 Rep6 Média 

  Ti 6,4  6,2 6,2 6,3 6,2 6,2 6,3 

   Tf 8,2  8,4 8,2 8,3 8,3 8,3 8,2 

 
100 μmol.L-1 

Tempo Rep1 Rep2 Rep3 Rep4 Rep5 Rep6 Média 

  Ti 6,2  6,4 6,4 6,1 6,2 6,2 6,3 

   Tf 7,9 7,9 8,1 7,6 8,1 8,1 8,0 

 
150 μmol.L-1 

Tempo Rep1 Rep2 Rep3 Rep4 Rep5 Rep6 Média 

  Ti 6,5  6,5 6,3 6,4 6,4 6,2 6,3 

   Tf 8 8,1 8,1 8,4 8,1 8 8 

 


