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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 pg L' and a sample throughput in the range of 4 -
54 sample h' 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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INTRODUCAO

O Cd € um metal extremamente t6xico, apresentando riscos a sau-
de quando consumido em concentragdes superiores a 5 g L' e visto
como um dos principais poluentes para o mundo'. O metal pode conta-
minar sistemas aqudticos através da erosdo do solo, de descargas na
atmosfera devidas a operagdes industriais, vazamentos de aterros, pelo
uso de lodos de esgoto e fertilizantes na agricultura. Também, podem
ocorrer contaminagdes através de lancamento de efluentes industriais.
Como conseqiiéncia da contaminagdo dos rios, os solos préximos po-
dem ser atingidos pelo Cd através de irrigagdo para propdsitos agrico-
las, lancamentos de sedimentos dragados ou inundagdes'.

Os niveis de Cd para dgua doce, de chuva e de superficies em
dreas urbanas e industriais variam de 10 a 4000 pg L', dependendo
da regido e de como o Cd € determinado (dissolvido ou total). Em
dguas superficiais ou subterrdneas ndo contaminadas', usualmen-
te, encontra-se em concentragdao menor que 1 pg L.

Geralmente, a determinacdo de Cd em dguas de superficies ou
subterraneas nao contaminadas requer a inclusdo de uma etapa de
pré-concentra¢do do analito na andlise, ainda que estejam disponi-
veis técnicas sensiveis, como a espectrometria de emissao Gptica com
plasma indutivamente acoplado (ICP OES), espectrometria de absor-
¢do atdmica com chama (FAAS) e com forno de grafite (GFAAS).

Meétodos de pré-concentrac@o baseados na extraciio em fase s6-
lida s@o considerados uma opgao atrativa, em parte, por minimizarem
a exposicao a solventes, permitirem fatores de enriquecimento efe-
tivos e robustez satisfatéria para andlise de varios tipos de amos-
tras. Para determinagdo de Cd, sdo encontrados na literatura méto-
dos baseados na retengdo de Cd(II) em sorventes inorgénicos?, resi-
nas adsortivas™, quelantes™ e catidnicas'®. Uma outra abordagem
proposta € fundamentada na retengdo do complexo CdCl,* em resi-
na anidnica, ap6s reacdo do metal com cloreto!'’. Em uma revisdo
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relativamente recente, Camel'? discute extensivamente as princi-
pais variantes do processo de extracdo em fase sélida, assim como
algumas vantagens e limitagdes dos materiais sorventes utilizados
para determinacdo de Cd.

Também foram propostos como sorventes para separacdo e pré-
concentragdo de Cd alguns materiais alternativos, dentre os quais po-
dem-se incluir, substincias hdmicas'® e microrganismos, como
algas'*'®, bactérias''® e fungos'*?!. Nestes trabalhos, as extragoes fo-
ram conduzidas em batelada ou usando colunas contendo os substratos
biolégicos imobilizados. Por ex., o microrganismo Saccharomyces
cerevisiae imobilizado em sepiolita e CPG (“Controlled Pore Glass™)
foi utilizado, respectivamente, por Bag e al.*® e Maquieira et al.*' para
determinac@o de Cd em amostras de dguas e digeridos de esgoto do-
méstico usando FAAS. O método proposto por Maquieira et al.?' foi
caracterizado por um limite de detecgdo (LD) de 0,2 ug L' (26) e uma
freqiiéncia analitica de 24 amostras h”', enquanto Bag et al.” relata-
ram um LD de 44 pug L' (30) e um tempo de 60 min para conduzir o
processo de separagdo (incluindo as etapas de condicionamento da
coluna, introduc@o da amostra e elui¢do).

Dentre os principais requerimentos priticos exigidos para um
sorvente s6lido'?, pode-se considerar que a Saccharomyces cerevisiae
¢ um material barato, acessivel, apresenta alta capacidade de
sor¢do®?! e sorgdo quantitativa e rapida®®?'. Também, em compara-
¢do a outros substratos bioldgicos, apresenta outras vantagens, como
ser facilmente obtida na forma desidratada em grandes quantidades
e ndo ser um microrganismo patogénico.

Uma outra caracteristica interessante decorrente do uso de substratos
bioldgicos como materiais sorventes em extragdes em batelada € a pos-
sibilidade da determinagdo do analito em uma suspensdo da fase soli-
da, pois, deste modo, eliminam-se as etapas de condicionamento do
material e de elui¢do do analito, simplificando e agilizando o processo
de separacdo. Esta abordagem foi utilizada com sucesso para determi-
nagdo de As por geragdo de hidretos™, Ni, Co e Cu por GFAAS®*,
porém, até o momento, ndo foi relatada para determinagdo de Cd por
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ICP OES. Por outro lado, hd uma certa relutincia em utilizar substratos
bioldgicos como material sorvente em quimica analitica, 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 analitico.

Neste trabalho avaliou-se o emprego de Saccharomyces
cerevisiae de diversas procedéncias como material sorvente para
pré-concentra¢do de Cd. Um método, baseado na extragdo em fase
solida utilizando este material € proposto para determinagdo de Cd
em 4guas fluviais. Na abordagem proposta a extracdo € realizada
em batelada e a fase sélida contendo o analito, depois de separada,
¢ re-suspendida e nebulizada diretamente para o ICP OES.

PARTE EXPERIMENTAL
Equipamentos e acessorios

Foi utilizado um espectrdmetro de emissdo Optica seqiiencial
com plasma indutivamente acoplado marca GBC, modelo integra
XL (Melbourne, Austrdlia) equipado com camara de nebulizagio
do tipo ciclonica (Glass Expansion, Melbourne, Austrdlia) e
nebulizador V-Groove (Glass Expansion). Todas as determinagdes
foram realizadas utilizando as seguintes condi¢des de operagdo:
poténcia incidente de 1200 W; vazdo do gas plasma, auxiliar e
nebulizac¢do de 10, 0,5 e 0,6 L min', respectivamente; linha de
emissdo e altura de observacgdo de 228,802 nm e 10 mm, respecti-
vamente; vazio de introdugdo da amostra de 2,8 mL min™.

Outros equipamentos utilizados foram um bloco digestor marca
Tecnal modelo Te 40/25 (Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil) uma incu-
badora com agitac@o orbital marca Marconi modelo MA 420
(Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil) e uma centrifuga marca Jouan mo-
delo B4i (St. Herblain, Franga).

Reagentes e solucoes

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

O 4cido nitrico utilizado foi grau p.a. (Merck, Darmstadt) e
todas as solugdes foram preparadas usando dgua purificada a uma
resistividade de 18 MQ cm (Milli-Q, Millipore, Bedford, EUA).

Foram utilizadas solugdes padrao de 0 - 1000 ug L' de Cd(II)
preparadas a partir de dilui¢des sucessivas de uma soluc@o estoque
1000 mg L' (High-Purity Standards, Charleston, EUA).

Solugdes de Fe(IlI), Cu(Il), Zn(II), Ca(II), Mg(I), K(I) e Na(l),
utilizadas no teste de interferéncias, foram preparadas a partir de
FeCl3.6HZO (Synth, Sao Paulo, Brasil), CuSO, (Mallinckrodt, EUA),
ZnS0O, (Merck), CaCO,(Merck), MgCl,.6H,0 (Merck), KCI (Synth)
e NaCl (Synth), respectivamente.

Procedimentos de extracio em fase solida e pré-concentracio

O procedimento geral da extragio em fase sdlida constituiu em
se adicionar uma aliquota (10 — 40 mL) da solucdo em teste em um
tubo de centrifuga (15 — 50 mL) contendo uma quantidade esta-
belecida do substrato (Saccharomyces cerevisiae), incubar a mis-
tura e, posteriormente, separar as fases sélida e liquida por centri-
fugacdo durante 5 min a 4200 rpm. Em todos os experimentos o
pH das solucdes foi ajustado em 7,0 + 0,1, usando uma solucédo de
NaOH 0,1 mol L. Foi realizada uma homogeneizacao prévia da
solu¢@o em teste com a levedura antes da etapa de incubacdo, agi-
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tando os tubos manualmente durante 30 s.

Nos testes preliminares, visando avaliar as leveduras de diferen-
tes procedéncias, a determinacdo de Cd na fase sélida foi realizada
apés a decomposicao 4cida do material, segundo procedimento des-
crito a seguir. Nos experimentos, tendo como principal objetivo a
pré-concentracio do analito, a fase sélida foi retomada com 2,5 mL
de HNO, 2% (v/v) € a suspenso nebulizada diretamente para o ICP.

Procedimento de decomposicio da fase sélida (levedura)

Depois da etapa de extracdo, a biomassa foi pré-digerida adici-
onando-se 5 mL. de HNO, concentrado aos frascos e mantendo-os
em temperatura ambiente durante 24 h. Posteriormente, as mistu-
ras foram quantitativamente transferidas para tubos de digestdo e
aquecidas a 100 °C por 30 min e, em seguida, a 150 °C por 3 h. O
residuo foi avolumado com dgua a um volume final de 40 mL.

Preparo das amostras de aguas fluviais

Foram analisadas cinco amostras de dguas 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 pm).

O preparo das amostras de dgua consistiu no ajuste do pH entre
6,5 a7,5. Logo depois, foram tomadas trés aliquotas de 40 mL para
os frascos de centrifuga contendo 0,0625 g de biomassa e realizada
a extracdo do analito.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Procedéncia do substrato

Inicialmente, foram realizados experimentos visando avaliar
possiveis alteracdes na retencdo de Cd(II) decorrentes da variabili-
dade de linhagens da Saccharomyces cerevisiae. Deste modo, rea-
lizaram-se extracdes usando 0,500 g das diferentes leveduras e
aliquotas de 40 mL de uma solucdo padrdo de Cd(II) 200 ug L.
Depois de agitadas manualmente, as suspensdes foram incubadas
em um banho de dgua a 25 °C durante 60 min.

Para as quatro leveduras avaliadas, foram obtidas retengdes de
Cd(IT) (média + limite de confianga, nivel de 95%, N = 3) de 81 + 9,
84 + 2, 86 £ 15, 88 + 4%, mostrando que ndo houve diferenca
significativa na retencdo do analito por leveduras de procedéncias
distintas. Também, ndo se verificou contaminacido de Cd em ne-
nhuma das leveduras avaliadas, apesar de quantidades considera-
veis de Cu e Zn serem encontradas nas provas em branco dos qua-
tro substratos (Figura 1). Os experimentos subseqiientes foram re-
alizados utilizando a levedura adquirida da Aldrich.
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Figura 1. Concentragdo de Cd, Cr, Cu e Zn encontradas na prova em branco
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da fase solida (Saccharomyces cerevisiae de diversas procedéncias). Os valores
atribuidos ao Cd e Cr referem-se aos limites de detec¢do (L. D.)
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Determinacio de Cd na fase solida através da nebulizacao
direta da suspensio de levedura

Visando eliminar a etapa de elui¢do (ou digestdo) do processo de
extracdo, avaliou-se a possibilidade de determinar o analito na fase
solida, nebulizando suspensdes da levedura diretamente para o ICP.
Para isto, realizaram-se testes de recuperacdo adicionando o analito
em suspensdes contendo quantidades crescentes da levedura.

As recuperacdes de Cd em suspensdes de 0,250, 0,625, 1,25,
2,50 € 6,25% (g por 100 mL de HNO, 2%, v/v), quantificadas usan-
do solugdes padriao em HNO, 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
supressdo do sinal do analito (entre 10 a 16%), evidenciando a via-
bilidade de descartar a etapa de eluicdo do processo de extracdo.

Pré-concentracao

Visando otimizar a pré-concentragdo de Cd(II) foram testados
procedimentos de incubac¢@o com e sem agitacdo.

O procedimento sem agitacdo consistiu em incubar a mistura
em um banho de dgua a 25 °C por 10 min enquanto que, no procedi-
mento com agitagdo, os tubos contendo a mistura foram colocados
em uma incubadora orbital com controle de temperatura e agitados
durante 10 min a 25 °C. Os dois procedimentos de incubagio foram
avaliados usando 0,0625 g de levedura e aliquotas de 10, 25 e 40
mL de uma solugdo padrdo 10 pug L' de Cd(II). Depois de separada,
a fase solida foi retomada com 2,5 mL de HNO, 2% (v/v) € a sus-
pensdo nebulizada diretamente para o ICP.

Na Tabela 1 s@o apresentados os fatores de pré-concentragdo ob-
tidos com e sem agitacdo. Estes foram calculados dividindo-se a
sensibilidade obtida com a nebulizagido da suspensdo da fase sélida
(ap6s a etapa de extragdo) pela sensibilidade obtida com a nebulizacio
de solugdes padrdo de Cd em HNO, 2% (v/v). Os valores apresenta-
dos na Tabela 1 mostram que o procedimento de pré-concentragdo
utilizado permitiu um aumento de sensibilidade de até 14 vezes,
quando comparado com o procedimento de andlise convencional.

Tabela 1. Fatores de pré-concentracio para Cd(II), média + sd,
obtidos usando diferentes volumes de solugdo padrdo. N = 3

Volume, mL Com agitacdo Sem agitagdo
10 34+£0,1 33+0,2
25 8,9 +0,2 73 £0,2
40 14+1 101

Quando um volume de 10 mL foi utilizado, o emprego da agi-
tacdo no processo de extragdo pouco afetou o fator de pré-concen-
tragdo. Por outro lado, a inclusdo de agitagdo no processo de extra-
¢do resultou em aumentos significativos dos fatores de pré-con-
centragdo para volumes superiores a 10 mL. Na Figura 2 observa-
se claramente que a agitacdo resulta em um aumento na taxa de
retengdo do Cd(II) em extracdes utilizando volumes maiores que
10 mL e que, em todos os casos, o fon foi removido quantitativa-
mente da fase liquida. Também, as repetibilidades das extrag¢oes
foram melhores quando a agitag¢@o foi incluida no processo.

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

Baseando-se nestes resultados, os testes subseqiientes foram
realizados utilizando 0,0625 g de levedura e agitacdo no processo
de extracdo.
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Figura 2. Retengdo de Cd(Il) pela levedura (Aldrich) usando extracoes em
fase solida em batelada com e sem agitagdo. Temperatura = 25 °C; biomassa
= 0,0625 g; tempo de incubagdo = 10 min

Interferéncias

O teste de interferéncia foi conduzido usando aliquotas de 40
mL de solucdes contendo 10 pg L' de Cd(II) e o potencial interfe-
rente. Foram avaliadas possiveis interferéncias decorrentes da pre-
senca de Fe(Ill), Cu(Il), Zn(1I), Ca(Il), Mg(Il), K(I) ou Na(I) em
razdes de concentragdes potencial interferente:analito de 100, 100,
100, 400, 400, 800 e 800, respectivamente.

As recuperagdes de Cd(II) (média + sd, N = 3) na fase sdlida
para solucdes contendo o analito e Fe(IIl), Cu(Il), Zn(II), Ca(Il),
MgI), K(I) ou Na(I) foram 97 £2, 100 +5,98 + 1,97 = 1, 101 = 1,
96 + 1, 98 + 1%, respectivamente. Nenhum dos fons afetou signifi-
cativamente a retengdo de Cd(II), de acordo com o teste r (N = 3,
nivel de confianga de 99%), indicando que o procedimento desen-
volvido € suficientemente robusto para andlise de amostras reais.

Determinacio de Cd(II) em amostras de aguas fluviais

Para determinac@o de Cd(Il) nas amostras de dguas fluviais, além
das amostras, um conjunto de solugdes padréo (entre 0,0 - 10,0 ug L)
em pH = 7,0 + 0,1 também foi submetido ao procedimento de extra-
¢do. Uma curva de calibrac@o construida com os sinais provenientes
da nebulizagiio da suspensdo do respectivo conjunto foi utilizada para
determinacgiio de Cd(II) nas amostras. Ressalta-se que esta estratégia
de quantificacdo do Cd na fase sélida ndo requer o emprego de técni-
cas de padronizacdo para compensar os efeitos interferentes decorren-
tes da nebulizacdo da suspensdo, pois amostras e padrdes apresentam
a mesma quantidade de substrato.

Foi obtida uma curva de calibracdo linear (y = 1310x + 326)
caracterizada por um R? de 0,999, sendo “y” a intensidade do sinal
e “x” a concentragdo em pg L', O limite de detec¢do do Cd, consi-
derando um critério 30, foi 0,1 ug L. O desvio padréo relativo das
medidas dos sinais (N = 12) obtido para uma soluc@o contendo 10
ug L' de Cd(I) foi 1,7%.

Considerando um limite minimo de 1 ¢ um maximo de 16 (limi-
tacdo imposta pelo rotor da centrifuga) para o nimero 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 freqiiéncia analitica (considerando apenas o tempo de
instrumentacfo) para o método proposto entre 4 a 54 amostras h™'.

Na Tabela 2 sdo apresentados os resultados das andlises das
amostras de dguas fluviais. Mesmo para amostras contendo concen-
tracoes de Cd inferiores a 1 pug L' foi possivel a determinacdo do
analito, mostrando a aplicabilidade do método para andlise de dguas
fluviais ndo contaminadas. Para todas as amostras nao certificadas
foram obtidas recuperacdes quantitativas de Cd(II) (entre 94 e
105%) e a concentra¢do de Cd obtida para o material de referéncia
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(NIST — SRM 1640) foi concordante com o valor certificado, de-
monstrando que a exatiddo do método desenvolvido foi satisfatdria.

Tabela 2. Determinagdo de Cd (média + sd) em amostras de dguas
fluviais. N = 3

Amostra Encontrado, pg L Recuperacio
1 R1 0,30 = 0,05 95+ 1*
2R2 0,18 = 0,05 99 +2¢
3R3 0,16 = 0,02 94 + 5
1 FHD 2,0=x0,1 105 = 2°
NIST — SRM 1640 21,0+ 1,5 92 +7°

sreferente a adi¢des de 100 ng de Cd(II); ‘referente ao valor
certificado (22,79 + 0,96 ug L™).

CONCLUSOES

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

O procedimento de extracdo adotado € simples, barato e rdpido,
principalmente considerando-se a parte instrumental do processo,
em parte, porque a nebulizaciio direta da suspensdo da fase sdlida
dispensou as etapas de condicionamento do material sorvente e a
eluicio do analito. O consumo da levedura nio representa um pro-
blema porque o material pode ser obtido em grandes quantidades e
a pregos modicos.

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

O método proposto foi efetivo para determinagdo de Cd em
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amostras de dguas fluviais, apresentando caracteristicas analiticas
(limite de detec¢do e freqiiéncia analitica) compardveis ou superi-
ores a métodos baseados em extracdes com colunas usando o mi-
crorganismo imobilizado.
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