Determinacao de isotermas de adsorcao de Saccharomyces cerevisiae

empregando acetato e sulfato de cadmio
Cadmium adsorption isotherms by Saccharomyces cerevisiae using cadmiun acetate and sulphate
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Resumo

Para determinar as isotermas de adsorcao de cadmio por Saccharomyces cerevisiae, foram utilizados os sais acetato e sulfato de cadmio, nas
concentragoes de 5; 10; 20; 40; 60; 80 e 100 mg.L!. A biomassa foi produzida a partir de uma cultura “starter” de Saccharomyces cerevisiae
IZ 1904. Ap6s o contato de 16 horas entre o microrganismo em estudo e as solucoes teste, a biomassa foi separada por centrifugacao e o
teor de cadmio residual foi determinado por espectrofotometria de absorcao atomica diretamente no sobrenadante. Os dois sais testados
demonstraram actmulo crescente do metal nas concentragoes de 5; 10; 20 e 40 mg,L'!. Porém, nas concentracoes de 60; 80 e 100 mg.L"!, foi
observado um acumulo decrescente do metal, mostrando assim danos da parede celular, nem sempre evidenciados em nivel de membrana
citoplasmatica, visualizados por microscopia eletronica de varredura.
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Abstract

To determine the isotherms of the adsorption of cadmium for Saccharomyces cerevisiae, acetate and sulphate salts were used at the
concentrations of 5, 10, 20, 40, 60, 80, and 100 mg.L. The biomass was produced from a starter culture of Saccharomyces cerevisiae 1Z
1904. After the contact of 16 hours among the microrganism study and the solution-test, the biomass was separated by a centrifugation and
the cadmium residue content was determined directly in the supernatant by atomic absorption spectrophotometry. For the two salts which
were used, a growing accumulation of cadmium was observed at concentrations of 5, 10, 20, and 40 mg L. In the concentrations of 60; 80
and 100 mg.L* a decrease in the accumulation of the metal was observed, showing damage to the cellular wall, not always observed at the

membrane citoplasmatic’s level, visualized by a scanning electron microscopy.

keywords: yeast; cadmium; heavy metal; adsorption; isotherm.

1 Introducao

O desenvolvimento tecnoldgico referente ao uso de metais
foi de grande importancia no contexto socioeconémico da
humanidade. Por outro lado, contribuiu decisivamente para
a poluicao ambiental, afetando todas as formas de vida, pois
eles sao integrantes do meio ambiente e dos seres vivos?'. En-
quanto alguns dos metais sao considerados benéficos, outros
sao danosos aos sistemas biolégicos, dependendo da dose e
da forma quimica.

Com excecao dos casos de exposicao a altos niveis de
poluicao pelos efluentes ou emissoes industriais ricas em me-
tais pesados, o alimento e a agua sao as principais fontes de
chumbo, cadmio e mercurio. A proporc¢ao destes metais que
alcancam o homem através dos alimentos e da agua potavel
é de 80% para o cadmio, 40% para o chumbo e 98% para o
mercuario?.

O homem, estando no apice da cadeia alimentar, consome
alimentos provenientes do meio ambiente, e a presenca de
metais muitas vezes esta associada a localizagao geografica ou
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diretamente aos niveis de metais existentes na agua e no solo.
A presenca destes metais pode ser controlada pela limitacao
do uso de: produtos agricolas que contenham metais, 4guas e
solos contaminados destinados a producao de alimentos?°-2,

Métodos alternativos de remocao e/ou recuperacao de
metais estao sendo empregados com base nas propriedades
seqilestrantes de materiais naturais de origem biolégica®. A
utilizacao de biomassa microbiana residual, produzida indus-
trialmente, pode ser uma via econémica de material adsorvente
de metal. Como produto residual de fermentacdes industriais,
Saccharomyces cerevisiae poderia ser obtida em grandes
quantidades e a baixo custo, suprindo uma fonte viavel para
aplicacao em larga escala nos processos de remediagao®®4.,

O cadmio € freqlientemente encontrado associado ao zinco.
Assim, muitos compostos de zinco comercialmente disponiveis
podem conter cadmio em baixos niveis's.

A concentracgao de cadmio encontrada na maioria dos ali-
mentos'” ¢ inferior a 0,15 mg.kg!, com excecao dos mariscos,
cuja concentracio de cadmio é da ordem de 1 a2 mg.kg', e dos
rins, que apresentam uma concentracao de cadmio em torno
de 0,5 mg.kg'. O contetido de cadmio presente nas plantacoes
de vegetais e cereais depende exclusivamente do tipo de solo
utilizado, ou seja, se poluido por residuos industriais ou ur-
banos ricos em cadmio ou se derivado de material geol6gico
que contenha o minério de zinco ao qual o cadmio se encontra
associado, a esfarelita®.

O cadmio € um elemento altamente téxico e vem sendo
descrito como um dos elementos trago mais perigosos de
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todos os metais contaminantes presentes nos alimentos € no
ambiente do homem, nao apenas pela sua toxicidade, mas
também pela larga distribuicdo e aplicacoes industriais?. O
cadmio e outros compostos tém sido amplamente empregados
na industria com concomitante polui¢ao ambiental. A emissao
deste elemento ao ar se d4 pelas minas, fundicées do metal e
industrias usando compostos de cddmio para fabricagdo de
ligas, baterias, pigmentos e plasticos'.

A ingestao maxima semanal toleravel de cadmio recomen-
dada ¢ de 7 ug.kg' de peso corpéreo.23

Fredrich Stromeyer, em 1817, fez a identificacido do ele-
mento quimico cddmio como sendo uma impureza presente
no carbonato de zinco*. Os efeitos toxicos produzidos pelo
metal no organismo humano foram descritos primeiramente
por Sovet em 18582, e a sintomatologia, por Marmé em 1867.
Apesar disso, sais de cadmio foram usados como antihelminti-
cos, antissépticos, acaricidas e nematicidas, tendo sido citados
em varias farmacopéias do inicio do século 20%.

Até 1950, existiam poucas informacoes sobre o aspecto
toxicoldgico do cadmio, apesar de sua crescente utilizagao a
partir da primeira guerra mundial. Somente nas ultimas dé-
cadas, houve um aumento significativo no nimero de estudos
cientificos sobre este metal. Este aumento de informacoes
cientificas ocorreu nao apenas pela necessidade de se avaliarem
os agentes quimicos contaminantes do ambiente, mas também
pelos avancos tecnoldgicos que colocaram a disposicao dos
pesquisadores equipamentos que permitiram avaliacoes mais
precisas e exatas. O cddmio tornou-se um dos metais mais
pesquisados, nao sé pelo fato de ser um elemento de excrecao
lenta, mas por apresentar uma meia-vida biol6gica longa em
todo o organismo humano?®.

A biosorcao é uma nova tecnologia para a remocao € re-
cuperacao de metais pesados de efluentes industriais. E um
processo no qual se utilizam sélidos de origem vegetal ou mi-
crorganismos na reten¢ao, remocao ou recuperac¢ao de metais
pesados de um ambiente liquido®.

A levedura Saccharomyces cerevisiae tem a capacidade
de retirar metais pesados da agua, podendo ser usada como
bioacumulador destes metais, sendo uma 6tima alternativa
para a descontaminacao ambiental®.

O estudo das interacoes entre os microrganismos e os me-
tais pesados tem um alto interesse cientifico. Dentre os fungos,
as leveduras sdo as mais exploradas cientificamente devido ao
fato de serem organismos eucariotos, de facil manipulacao,
sendo consideradas um excelente modelo para o estudo de
muitos problemas de considerada importancia dentro da bio-
logia dos eucariotos”8.

O cadmio pode interagir com as leveduras de forma ativa
e/ou passivamente'® e, ainda que em baixas concentragoes, pre-
judica o crescimento das leveduras em decorréncia da formacao
de complexos que modificam a atividade biolégica de compo-
nentes celulares como acidos nucléicos, enzimas ou aminoaci-
dos?!, bem como danos em nivel da parede celular'32%. Estudos
recentes!! demonstraram que a presenca de cadmio reduziu o
crescimento de Saccharomyces cerevisiae em 88,6%.

O Conselho Nacional do Meio Ambiente - CONAMA (Reso-
lugao n° 20, 1986) — estabelece uma classificacao para aguas,
de acordo com a sua utilizacao®: abastecimento doméstico;
irrigacao de hortalicas, de pastagens e aqiiicultura, em que os
niveis de cadmio, se encontram entre 0,001 e 0,01 mg.L". Os
efluentes de industrias, como o de galvanoplastia entre outras
atividades, somente poderao ser lancados em corpos de 4gua
desde que obedecam ao valor maximo de 0,2 mg Cd.L"*

2 Material e métodos

2.1 Material

Todos os utensilios utilizados nos experimentos foram
previamente lavados e secos, em seguida, descontaminados
com solugao de HNO,, HCl e H,0 - na propor¢ao 1 : 2 : 9 por
um periodo de 4 horas - e, finalmente, enxaguados com agua
deionizada'.

Levedura

A levedura testada foi Saccharomyces cerevisiae 1Z 1904
da colecao de culturas do Departamento de Agroindustria,
Alimentos e Nutricao - ESALQ/USP

Meio de cultura
O meio de cultura utilizado para producio de biomassa foi
caldo GLT (glucose - extrato de levedura - triptona)®.

Sais de cadmio

Foram utilizados acetato e sulfato de cAdmio, ambos com
pureza superior a 99%.

2.2 Métodos

Delineamento estatistico

O experimento foi realizado segundo o delineamento esta-
tistico casualizado com 2 sais, 7 concentracoes e 3 repeticoes’®.
Os resultados foram analisados pelo programa SANEST?!.

Producao de biomassa

A partir de uma cultura estoque de Saccharomyces cere-
visiae, foi preparada uma cultura “starter” em tubos de ensaio
contendo aproximadamente 10 mL de caldo de cultura GLT,
mantidos a uma temperatura de 21 °C em estufa por 24 horas.
A cultura “starter” foi transferida dos tubos de ensaio para
erlenmeyers de 500 mL contendo 200 mL de caldo de cultura
GLT, mantidos sob agitacao numa faixa de temperatura de 26
a 28 °C, por 48 horas em agitador orbital'®.

Separacdo da biomassa

A biomassa produzida foi separada por centrifugacao a
1500 gravidades por 15 minutos.

Determinacao da matéria seca

A matéria seca foi determinada por processo indireto?®.
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Contato biomassa-solugdo de cadmio

Foram preparadas solucgoes de acetato e sulfato de cadmio
nas concentracées de 5; 10; 20; 40; 60; 80 e 100 mg,L*. Cinqiien-
ta mililitros de cada solucao foram transferidos, em triplicata,
para erlenmeyers de 125 mL. A cada amostra foi adicionado o
peso exato de 1,0 g de levedura imida. O contato entre a bio-
massa e a solucido em estudo foi sob agitacao por um periodo
de 16 horas, numa faixa de temperatura de 26 a 28 °C%.

Determinacdo dos pontos da isoterma de adsorcdo

Ap6s o contato de 16 horas, o conjunto biomassa-solucao
foi centrifugado a 1500 gravidades por 15 minutos, separando-
se o sobrenadante, no qual foi determinado o teor de cAdmio
residual por espectrofotometria de absorcao atéomica. O cad-
mio absorvido pela levedura foi quantificado e os resultados
expressos em mg Cd.g! de matéria seca.

Exame da integridade da parede celular

Amostras de massas celulares obtidas por centrifugacao
foram preparadas e examinadas por microscopia eletrénica
de varredura.’®.

3 Resultados e discussao

Os perfis das isotermas de adsorcao de Saccharomyces
cerevisiae utilizando-se acetato e sulfato de cadmio como sais
contaminantes sao mostrados na Figura 1.
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Figura 1. Isotermas de adsorcao de sais de cadmio por Saccharomyces
cerevisiae em solucao de contato apés 16 horas.

A Tabela 1 mostra as diferencas estatisticas, em nivel
de 1%, dos teores de cadmio acumulados pela levedura nas
diversas concentragoes para os dois sais em estudo. As dife-
rencas estatisticas demonstram que o sal portador do metal
tem influéncia no actimulo deste pela levedura.

Nas concentracoes de 40 e 60 mg L' na solucao teste, o
teor de cadmio acumulado pelos dois sais foi 0 mesmo. Porém

nas concentracoes de 80 e 100 mg.L!, o cadmio do sulfato foi
acumulado com uma eficiéncia superior ao do cadmio do ace-
tato. Os danos causados as leveduras pela adsor¢ao/absorcao
do cadmio, para os dois sais em estudo, podem ser observa-
dos através das microfotografias feitas nas células apos cada
experimento (Figuras 2 a 8).

As microfotografias mostram danos nas paredes celulares,
nem sempre observados em nivel de membranas citoplasma-
ticas. Nas concentragoes superiores a 40 mg.L!, as células se
apresentam danificadas e acumulando menos cadmio. Ainda
que acima da concentracio de 40 mg.L' as células danificadas
- Figuras 2 a 8 - ndo estejam vivas e funcionais, suas paredes
continuam presentes na solugao teste. Assim, se as paredes ce-
lulares fossem as tunicas responsaveis pelo acimulo de cAdmio
por adsorcéo, a concentracao do metal, na solucao teste, deveria
variar pouco. Portanto, fica evidente que, até a dose de 40 mg.L*
na solucao teste, ocorreu acimulo do metal pela levedura tanto
por adsorcao as paredes celulares como por absorcao ativa com
gasto de energia pelas células®. Porém, a contribuicao quantita-
tiva de cada um dos fené6menos, nas condicoes experimentais,
nao pode ser determinada com exatidao.

Alevedura Saccharomyces cerevisiae se mostrou capaz de
reter o metal presente nas solucdes, tendo potencial para ser
utilizada na descontaminacao de efluentes com concentragoes
de cadmio de até 40 mg.L!, reduzindo a quantidade deste metal
em condic¢oes laboratoriais.

Tabela 1. Concentracoes de cadmio adsorvido por S. cerevisiae em
contato com solugoes com diferentes concentracoes deste elemento,
durante 16 horas a temperatura média de 26 a 28 °C.

Sais CdC,H,0, 3CdsoO,
2H,0 8H,0

Concentracoes mg Cd.g* mg Cd.g*

(mg.L) biomassa seca biomassa seca

5 0,75 0,75°
10 1,50° 1,50°
20 3,00¢ 3,25
40 6,00° 5,75
60 3,25 3,23°
80 2,52P 3,00*
100 2,50° 3,252

As médias seguidas de uma mesma letra, em uma mesma linha, nao diferem entre si segundo
Tukey a 1% de significancia.

4 Conclusoes

Saccharomyces cerevisiae acumulou cadmio em quanti-
dades crescentes até a concentracao de 40 mg.L"' na solucao
teste.

Os dois sais de cadmio empregados mostraram-se alta-
mente prejudiciais a integridade das células de levedura, em
concentracgoes de 60; 80 e 100 mg.L'.

Os sais empregados como fontes de cadmio - acetato e
sulfato - tém influéncia nos niveis de acimulo do metal pelas
células de levedura.

Até a concentragao de 40 mg.L"! o acimulo do metal pela
levedura ocorreu das duas formas, ou seja, por adsorcao as
paredes celulares e por absorcao, com gasto de energia.
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Figura 2. Agua deionizada x 3.000 - Células de S. cerevisiae ap6s con-
tato com agua deionizada por 16 horas a 26-28 °C. Agua deionizada x
seguido do niimero = aumento empregado na microscopia eletronica
por varredura.

Figura 4. Ac 80 x 10.000 - Células de S. cerevisiae apds contato
com solucoes a 80 mg. L' de acetato de cadmio (Ac) por 16 horas a
26-28 °C. Ac seguido de nimero = concentra¢ao do metal na solugao
x seguido de nimero = aumento empregado na microscopia eletrénica
por varredura.

Figura 3. Ac 60 x 20.000 - Células de S. cerevisiae apés contato
com solucoes a 60 mg.L* de acetato de cadmio (Ac) por 16 horas a
26-28 °C. Ac seguido de nimero = concentracao do metal na solucao x
seguido de nimero = aumento empregado na microscopia eletronica
por varredura.

Figura 5. Ac 100 x 5.000 - Células de S. cerevisiae ap6s contato
com solucdes a 100 mg.L* de acetato de cadmio (Ac) por 16 horas a
26-28 °C. Ac seguido de ntimero = concentracao do metal na solucao x
seguido de niimero = aumento empregado na microscopia eletronica
por varredura em 12 jan. 2004.
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Figura 6. S 60 x 10.000 - Células de S. cerevisiae apds contato com
solucoes a 60 mg.L* de sulfato de cadmio (S) por 16 horas a 26-28 °C.
S seguido de nimero = concentracao do metal na solugao x seguido
de nimero = aumento empregado na microscopia eletrénica por
varredura.

Figura 7. S 80 x 15.000 - C¢élulas de S. cerevisiae apds contato com
solucoes a 80 mg.L* de sulfato de cadmio (S) por 16 horas a 26-28 °C.
S seguido de niimero = concentracdo do metal na solugao x seguido
de nimero = aumento empregado na microscopia eletrénica por
varredura.

Figura 8. S 100 x 5.000 Células de S. cerevisiae apés contato com
solugoes a 100 mg.L* de sulfato de cAdmio (S) por 16 horas a 26-28 °C.
S seguido de niimero = concentracao do metal na solucao x seguido
de nimero = aumento empregado na microscopia eletroénica por
varredura.
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