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PRECONCENTRATION OF CADMIUM WITH Saccharomyces cerevisiae AND DETERMINATION IN RIVER WATER USING
INDUCTIVELY COUPLED PLASMA OPTICAL EMISSION SPECTROMETRY. A preconcentration method based on the use of
Saccharomyces cerevisiae as sorbent material is proposed for the determination of Cd(II) in river water. The solid phase extraction
was performed in batch mode and the determination of the analyte in the solid phase was easily carried out by introducing a slurry of
the yeast (0.0625 g / 2.5 mL) directly into the ICP OES. A limit of detection of 0.11 μg L-1 and a sample throughput in the range of 4 -
54 sample h-1 were obtained. Determinations of cadmium in a certified sample and in real river water samples were in excellent
agreement with the expected values.
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INTRODUÇÃO

O Cd é um metal extremamente tóxico, apresentando riscos à saú-
de quando consumido em concentrações superiores a 5 μg L-1 e visto
como um dos principais poluentes para o mundo1. O metal pode conta-
minar sistemas aquáticos através da erosão do solo, de descargas na
atmosfera devidas a operações industriais, vazamentos de aterros, pelo
uso de lodos de esgoto e fertilizantes na agricultura. Também, podem
ocorrer contaminações através de lançamento de efluentes industriais.
Como conseqüência da contaminação dos rios, os solos próximos po-
dem ser atingidos pelo Cd através de irrigação para propósitos agríco-
las, lançamentos de sedimentos dragados ou inundações1.

Os níveis de Cd para água doce, de chuva e de superfícies em
áreas urbanas e industriais variam de 10 a 4000 μg L-1, dependendo
da região e de como o Cd é determinado (dissolvido ou total). Em
águas superficiais ou subterrâneas não contaminadas1, usualmen-
te, encontra-se em concentração menor que 1 μg L-1.

Geralmente, a determinação de Cd em águas de superfícies ou
subterrâneas não contaminadas requer a inclusão de uma etapa de
pré-concentração do analito na análise, ainda que estejam disponí-
veis técnicas sensíveis, como a espectrometria de emissão óptica com
plasma indutivamente acoplado (ICP OES), espectrometria de absor-
ção atômica com chama (FAAS) e com forno de grafite (GFAAS).

Métodos de pré-concentração baseados na extração em fase só-
lida são considerados uma opção atrativa, em parte, por minimizarem
a exposição a solventes, permitirem fatores de enriquecimento efe-
tivos e robustez satisfatória para análise de vários tipos de amos-
tras. Para determinação de Cd, são encontrados na literatura méto-
dos baseados na retenção de Cd(II) em sorventes inorgânicos2, resi-
nas adsortivas3,4, quelantes5-9 e catiônicas10. Uma outra abordagem
proposta é fundamentada na retenção do complexo CdCl

4
2- em resi-

na aniônica, após reação do metal com cloreto11. Em uma revisão

relativamente recente, Camel12 discute extensivamente as princi-
pais variantes do processo de extração em fase sólida, assim como
algumas vantagens e limitações dos materiais sorventes utilizados
para determinação de Cd.

Também foram propostos como sorventes para separação e pré-
concentração de Cd alguns materiais alternativos, dentre os quais po-
dem-se incluir, substâncias húmicas13 e microrganismos, como
algas14-16, bactérias17,18 e fungos19-21. Nestes trabalhos, as extrações fo-
ram conduzidas em batelada ou usando colunas contendo os substratos
biológicos imobilizados. Por ex., o microrganismo Saccharomyces
cerevisiae imobilizado em sepiolita e CPG (“Controlled Pore Glass”)
foi utilizado, respectivamente, por Bag et al.20 e Maquieira et al.21 para
determinação de Cd em amostras de águas e digeridos de esgoto do-
méstico usando FAAS. O método proposto por Maquieira et al.21 foi
caracterizado por um limite de detecção (LD) de 0,2 μg L-1 (2σ) e uma
freqüência analítica de 24 amostras h-1, enquanto Bag et al.20 relata-
ram um LD de 44 μg L-1 (3σ) e um tempo de 60 min para conduzir o
processo de separação (incluindo as etapas de condicionamento da
coluna, introdução da amostra e eluição).

Dentre os principais requerimentos práticos exigidos para um
sorvente sólido12, pode-se considerar que a Saccharomyces cerevisiae
é um material barato, acessível, apresenta alta capacidade de
sorção20,21 e sorção quantitativa e rápida20,21. Também, em compara-
ção a outros substratos biológicos, apresenta outras vantagens, como
ser facilmente obtida na forma desidratada em grandes quantidades
e não ser um microrganismo patogênico.

Uma outra característica interessante decorrente do uso de substratos
biológicos como materiais sorventes em extrações em batelada é a pos-
sibilidade da determinação do analito em uma suspensão da fase sóli-
da, pois, deste modo, eliminam-se as etapas de condicionamento do
material e de eluição do analito, simplificando e agilizando o processo
de separação. Esta abordagem foi utilizada com sucesso para determi-
nação de As por geração de hidretos22, Ni, Co e Cu por GFAAS23,24,
porém, até o momento, não foi relatada para determinação de Cd por
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ICP OES. Por outro lado, há uma certa relutância em utilizar substratos
biológicos como material sorvente em química analítica, possivelmen-
te, decorrente do fato de que microrganismos de diferentes linhagens
podem ter comportamentos diferentes, dificultando assim especificar
ou caracterizar o material utilizado no método analítico.

Neste trabalho avaliou-se o emprego de Saccharomyces
cerevisiae de diversas procedências como material sorvente para
pré-concentração de Cd. Um método, baseado na extração em fase
sólida utilizando este material é proposto para determinação de Cd
em águas fluviais. Na abordagem proposta a extração é realizada
em batelada e a fase sólida contendo o analito, depois de separada,
é re-suspendida e nebulizada diretamente para o ICP OES.

PARTE EXPERIMENTAL

Equipamentos e acessórios

Foi utilizado um espectrômetro de emissão óptica seqüencial
com plasma indutivamente acoplado marca GBC, modelo integra
XL (Melbourne, Austrália) equipado com câmara de nebulização
do tipo ciclônica (Glass Expansion, Melbourne, Austrália) e
nebulizador V-Groove (Glass Expansion). Todas as determinações
foram realizadas utilizando as seguintes condições de operação:
potência incidente de 1200 W; vazão do gás plasma, auxiliar e
nebulização de 10, 0,5 e 0,6 L min-1, respectivamente; linha de
emissão e altura de observação de 228,802 nm e 10 mm, respecti-
vamente; vazão de introdução da amostra de 2,8 mL min-1.

Outros equipamentos utilizados foram um bloco digestor marca
Tecnal modelo Te 40/25 (Piracicaba, São Paulo, Brasil) uma incu-
badora com agitação orbital marca Marconi modelo MA 420
(Piracicaba, São Paulo, Brasil) e uma centrífuga marca Jouan mo-
delo B4i (St. Herblain, França).

Reagentes e soluções

Foram utilizadas leveduras desidratadas de três procedências dis-
tintas: uma obtida de uma usina sucro-alcooleira (linhagem ATCC-
FL97G3); duas obtidas no comércio local e destinadas à fabricação
de pães (Comercial 1 e Comercial 2); uma destinada a uso laboratorial
produzida pela Aldrich Chemical Company (Milwaukee, EUA).

O ácido nítrico utilizado foi grau p.a. (Merck, Darmstadt) e
todas as soluções foram preparadas usando água purificada a uma
resistividade de 18 MΩ cm (Milli-Q, Millipore, Bedford, EUA).

Foram utilizadas soluções padrão de 0 - 1000 μg L-1 de Cd(II)
preparadas a partir de diluições sucessivas de uma solução estoque
1000 mg L-1 (High-Purity Standards, Charleston, EUA).

Soluções de Fe(III), Cu(II), Zn(II), Ca(II), Mg(II), K(I) e Na(I),
utilizadas no teste de interferências, foram preparadas a partir de
FeCl

3
.6H

2
O (Synth, São Paulo, Brasil), CuSO

4 
(Mallinckrodt, EUA),

ZnSO
4 
(Merck), CaCO

3
(Merck), MgCl

2
.6H

2
O (Merck), KCl (Synth)

e NaCl (Synth), respectivamente.

Procedimentos de extração em fase sólida e pré-concentração

O procedimento geral da extração em fase sólida constituiu em
se adicionar uma alíquota (10 – 40 mL) da solução em teste em um
tubo de centrífuga (15 – 50 mL) contendo uma quantidade esta-
belecida do substrato (Saccharomyces cerevisiae), incubar a mis-
tura e, posteriormente, separar as fases sólida e líquida por centri-
fugação durante 5 min a 4200 rpm. Em todos os experimentos o
pH das soluções foi ajustado em 7,0 ± 0,1, usando uma solução de
NaOH 0,1 mol L-1. Foi realizada uma homogeneização prévia da
solução em teste com a levedura antes da etapa de incubação, agi-

tando os tubos manualmente durante 30 s.
Nos testes preliminares, visando avaliar as leveduras de diferen-

tes procedências, a determinação de Cd na fase sólida foi realizada
após a decomposição ácida do material, segundo procedimento des-
crito a seguir. Nos experimentos, tendo como principal objetivo a
pré-concentração do analito, a fase sólida foi retomada com 2,5 mL
de HNO

3
 2% (v/v) e a suspensão nebulizada diretamente para o ICP.

Procedimento de decomposição da fase sólida (levedura)

Depois da etapa de extração, a biomassa foi pré-digerida adici-
onando-se 5 mL de HNO

3
 concentrado aos frascos e mantendo-os

em temperatura ambiente durante 24 h. Posteriormente, as mistu-
ras foram quantitativamente transferidas para tubos de digestão e
aquecidas a 100 oC por 30 min e, em seguida, a 150 oC por 3 h. O
resíduo foi avolumado com água a um volume final de 40 mL.

Preparo das amostras de águas fluviais

Foram analisadas cinco amostras de águas de rios, sendo uma cer-
tificada pelo “National Institute of Standard and Technology” (NIST –
“Standard Reference Material” 1640). Depois de coletadas, as amos-
tras foram filtradas em membrana de microfibra de vidro (1,2 μm).

O preparo das amostras de água consistiu no ajuste do pH entre
6,5 a 7,5. Logo depois, foram tomadas três alíquotas de 40 mL para
os frascos de centrífuga contendo 0,0625 g de biomassa e realizada
a extração do analito.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Procedência do substrato

Inicialmente, foram realizados experimentos visando avaliar
possíveis alterações na retenção de Cd(II) decorrentes da variabili-
dade de linhagens da Saccharomyces cerevisiae. Deste modo, rea-
lizaram-se extrações usando 0,500 g das diferentes leveduras e
alíquotas de 40 mL de uma solução padrão de Cd(II) 200 μg L-1.
Depois de agitadas manualmente, as suspensões foram incubadas
em um banho de água a 25 oC durante 60 min.

Para as quatro leveduras avaliadas, foram obtidas retenções de
Cd(II) (média ± limite de confiança, nível de 95%, N = 3) de 81 ± 9,
84 ± 2, 86 ± 15, 88 ± 4%, mostrando que não houve diferença
significativa na retenção do analito por leveduras de procedências
distintas. Também, não se verificou contaminação de Cd em ne-
nhuma das leveduras avaliadas, apesar de quantidades considerá-
veis de Cu e Zn serem encontradas nas provas em branco dos qua-
tro substratos (Figura 1). Os experimentos subseqüentes foram re-
alizados utilizando a levedura adquirida da Aldrich.

Figura 1. Concentração de Cd, Cr, Cu e Zn encontradas na prova em branco

da fase sólida (Saccharomyces cerevisiae de diversas procedências). Os valores
atribuídos ao Cd e Cr referem-se aos limites de detecção (L. D.)
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Determinação de Cd na fase sólida através da nebulização
direta da suspensão de levedura

Visando eliminar a etapa de eluição (ou digestão) do processo de
extração, avaliou-se a possibilidade de determinar o analito na fase
sólida, nebulizando suspensões da levedura diretamente para o ICP.
Para isto, realizaram-se testes de recuperação adicionando o analito
em suspensões contendo quantidades crescentes da levedura.

As recuperações de Cd em suspensões de 0,250, 0,625, 1,25,
2,50 e 6,25% (g por 100 mL de HNO

3
 2%, v/v), quantificadas usan-

do soluções padrão em HNO
3
 2% (v/v), foram 87 ± 9, 90 ± 13, 87 ±

3, 86 ± 1 e 84 ± 5%, respectivamente. Estes resultados mostram
que o efeito causado pela matriz foi caracterizado por uma pequena
supressão do sinal do analito (entre 10 a 16%), evidenciando a via-
bilidade de descartar a etapa de eluição do processo de extração.

Pré-concentração

Visando otimizar a pré-concentração de Cd(II) foram testados
procedimentos de incubação com e sem agitação.

O procedimento sem agitação consistiu em incubar a mistura
em um banho de água a 25 oC por 10 min enquanto que, no procedi-
mento com agitação, os tubos contendo a mistura foram colocados
em uma incubadora orbital com controle de temperatura e agitados
durante 10 min a 25 oC. Os dois procedimentos de incubação foram
avaliados usando 0,0625 g de levedura e alíquotas de 10, 25 e 40
mL de uma solução padrão 10 μg L-1 de Cd(II). Depois de separada,
a fase sólida foi retomada com 2,5 mL de HNO

3
 2% (v/v) e a sus-

pensão nebulizada diretamente para o ICP.
Na Tabela 1 são apresentados os fatores de pré-concentração ob-

tidos com e sem agitação. Estes foram calculados dividindo-se a
sensibilidade obtida com a nebulização da suspensão da fase sólida
(após a etapa de extração) pela sensibilidade obtida com a nebulização
de soluções padrão de Cd em HNO

3
 2% (v/v). Os valores apresenta-

dos na Tabela 1 mostram que o procedimento de pré-concentração
utilizado permitiu um aumento de sensibilidade de até 14 vezes,
quando comparado com o procedimento de análise convencional.

Quando um volume de 10 mL foi utilizado, o emprego da agi-
tação no processo de extração pouco afetou o fator de pré-concen-
tração. Por outro lado, a inclusão de agitação no processo de extra-
ção resultou em aumentos significativos dos fatores de pré-con-
centração para volumes superiores a 10 mL. Na Figura 2 observa-
se claramente que a agitação resulta em um aumento na taxa de
retenção do Cd(II) em extrações utilizando volumes maiores que
10 mL e que, em todos os casos, o íon foi removido quantitativa-
mente da fase líquida. Também, as repetibilidades das extrações
foram melhores quando a agitação foi incluída no processo.

Um teste adicional mostrou que 0,0625 g do substrato foi sufi-
ciente para reter 10 μg de Cd(II). Isto representa uma capacidade de
retenção de Cd(II) pela levedura de, pelo menos, 1,42 μmol
Cd(II)/g de substrato.

Baseando-se nestes resultados, os testes subseqüentes foram
realizados utilizando 0,0625 g de levedura e agitação no processo
de extração.

Interferências

O teste de interferência foi conduzido usando alíquotas de 40
mL de soluções contendo 10 μg L-1 de Cd(II) e o potencial interfe-
rente. Foram avaliadas possíveis interferências decorrentes da pre-
sença de Fe(III), Cu(II), Zn(II), Ca(II), Mg(II), K(I) ou Na(I) em
razões de concentrações potencial interferente:analito de 100, 100,
100, 400, 400, 800 e 800, respectivamente.

As recuperações de Cd(II) (média ± sd, N = 3) na fase sólida
para soluções contendo o analito e Fe(III), Cu(II), Zn(II), Ca(II),
Mg(II), K(I) ou Na(I) foram 97 ± 2, 100 ± 5, 98 ± 1, 97 ± 1, 101 ± 1,
96 ± 1, 98 ± 1%, respectivamente. Nenhum dos íons afetou signifi-
cativamente a retenção de Cd(II), de acordo com o teste t (N = 3,
nível de confiança de 99%), indicando que o procedimento desen-
volvido é suficientemente robusto para análise de amostras reais.

Determinação de Cd(II) em amostras de águas fluviais

Para determinação de Cd(II) nas amostras de águas fluviais, além
das amostras, um conjunto de soluções padrão (entre 0,0 - 10,0 μg L-1)
em pH = 7,0 ± 0,1 também foi submetido ao procedimento de extra-
ção. Uma curva de calibração construída com os sinais provenientes
da nebulização da suspensão do respectivo conjunto foi utilizada para
determinação de Cd(II) nas amostras. Ressalta-se que esta estratégia
de quantificação do Cd na fase sólida não requer o emprego de técni-
cas de padronização para compensar os efeitos interferentes decorren-
tes da nebulização da suspensão, pois amostras e padrões apresentam
a mesma quantidade de substrato.

Foi obtida uma curva de calibração linear (y = 1310x + 326)
caracterizada por um R2 de 0,999, sendo “y” a intensidade do sinal
e “x” a concentração em μg L-1. O limite de detecção do Cd, consi-
derando um critério 3σ, foi 0,1 μg L-1. O desvio padrão relativo das
medidas dos sinais (N = 12) obtido para uma solução contendo 10
μg L-1 de Cd(II) foi 1,7%.

Considerando um limite mínimo de 1 e um máximo de 16 (limi-
tação imposta pelo rotor da centrífuga) para o número de amostras
que podem ser processadas simultaneamente e, também, incluindo
um tempo de leitura no ICP OES de 10 s (para cada amostra), pode-
se estimar uma freqüência analítica (considerando apenas o tempo de
instrumentação) para o método proposto entre 4 a 54 amostras h-1.

Na Tabela 2 são apresentados os resultados das análises das
amostras de águas fluviais. Mesmo para amostras contendo concen-
trações de Cd inferiores a 1 μg L-1 foi possível a determinação do
analito, mostrando a aplicabilidade do método para análise de águas
fluviais não contaminadas. Para todas as amostras não certificadas
foram obtidas recuperações quantitativas de Cd(II) (entre 94 e
105%) e a concentração de Cd obtida para o material de referência

Tabela 1. Fatores de pré-concentração para Cd(II), média ± sd,
obtidos usando diferentes volumes de solução padrão. N = 3

Volume, mL Com agitação Sem agitação

10 3,4 ± 0,1 3,3 ± 0,2
25 8,9 ± 0,2 7,3 ± 0,2
40 14 ± 1 10 ± 1

Figura 2. Retenção de Cd(II) pela levedura (Aldrich) usando extrações em
fase sólida em batelada com e sem agitação. Temperatura = 25 °C; biomassa

= 0,0625 g; tempo de incubação = 10 min
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(NIST – SRM 1640) foi concordante com o valor certificado, de-
monstrando que a exatidão do método desenvolvido foi satisfatória.

CONCLUSÕES

Os estudos realizados mostraram a viabilidade de se usar a
Saccharomyces cerevisiae como material sorvente para pré-concen-
trar Cd, através de extrações em fase sólida em batelada. Esta pro-
priedade, combinada com a possibilidade de nebulizar diretamente
a suspensão do material sorvente para o ICP, foi utilizada com su-
cesso para desenvolver um método sensível e robusto para determi-
nação de Cd.

O procedimento de extração adotado é simples, barato e rápido,
principalmente considerando-se a parte instrumental do processo,
em parte, porque a nebulização direta da suspensão da fase sólida
dispensou as etapas de condicionamento do material sorvente e a
eluição do analito. O consumo da levedura não representa um pro-
blema porque o material pode ser obtido em grandes quantidades e
a preços módicos.

Não são esperados erros decorrentes de variabilidade de linha-
gens da Saccharomyces cerevisiae e, mesmo que ocorram, podem
ser minimizados com a estratégia de quantificação utilizada.

O método proposto foi efetivo para determinação de Cd em

Tabela 2. Determinação de Cd (média ± sd) em amostras de águas
fluviais. N = 3

Amostra Encontrado, μg L-1 Recuperação

1 R1 0,30 ± 0,05 95 ± 1a

2 R2 0,18 ± 0,05 99 ± 2a

3 R3 0,16 ± 0,02 94 ± 5a

1 FHD 2,0 ± 0,1 105 ± 2a

NIST – SRM 1640 21,0 ± 1,5 92 ± 7b

areferente a adições de 100 ng de Cd(II); breferente ao valor
certificado (22,79 ± 0,96 μg L-1).

amostras de águas fluviais, apresentando características analíticas
(limite de detecção e freqüência analítica) comparáveis ou superi-
ores a métodos baseados em extrações com colunas usando o mi-
crorganismo imobilizado.
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