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Especiacao de Cadmio (Cd) em citosol utilizando Saccharomyces
cerevisiae e espectrometria de massas com plasma acoplado
indutivamente (ICP-MS)

Resumo

O cadmio (Cd) € um metal toxico considerado ndo essencial nos organismos. As
principais vias de exposicdo e contaminagdo pelo metal vem de atividades
antropicas. Ha evidéncias suficientes de que o Cd e seus compostos sao
carcinogénicos, tendo como principais 6rgaos afetados: rins, ossos, pulmdes e
prostata. No citosol o Cd pode estar na forma “livre” (genericamente, como
complexos inorganicos labeis) ou ligado com metalotioneinas (genericamente, ligado
a proteinas). A relagao do Cd (“livre” ou labil) com patogenicidades faz com que
seja de grande importancia a elaboracdo de métodos para especiacdo do metal.
Este projeto teve como objetivo propor um método para determinagao seletiva do Cd
labil em baixas concentragbes (ug L") utilizando um substrato bioldgico como
material sorvente (S. cerevisiae). A utilizagdo da S. cerevisiae tem sido
recomendada para pré-concentragao e especiagcao de metais em agua e materiais
biolégicos. No entanto, estes métodos nao proporcionam limites de deteccdo (LD)
suficientes para determinagdo seletiva de Cd labil em algumas situagdes,
particularmente quando se procura estabelecer uma relagao desta fracdo do metal
com algumas patogenicidades. O método desenvolvido consiste, basicamente, em
amostrar o Cd labil no citosol pela levedura. Depois de digestdo acida em sistema
pressurizado (micro-ondas) e/ou da eluicdo, a espécie retida pela levedura foi
determinada por ICP-MS. O uso da ICP-MS permitiu atingir LD suficientes para
deteccado de Cd, sendo para retengdo 0,004 ug L' e para a eluigdo 0,003 pg L.

Palavras-chave: Especiacado de cadmio, Saccharomyces cerevisiae, ICP-MS.
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1 INTRODUGAO

O cadmio (Cd) € um elemento quimico de numero atbmico 48 e massa
atbmica equivalente a 112,4u que foi descoberto em 1817 por Friedrich Strohmeyer.
Trata-se de um metal de transicdo branco azulado de toxicidade semelhante a do
mercurio cujo uso principal se da na fabricagdo de baterias de niquel-cadmio. O Cd
pode ser encontrado naturalmente como sulfeto de Cd (mineral denominado
Greenockite), em associagdo com o zinco, em baixas concentragdes em aguas de
lengdis freaticos e aguas superficiais ndo contaminadas (concentragdo menor que 1
hug L") e em alguns alimentos (CHASIN; CARDOSO, 2003; REEVES; CHANEY,
2008).

As principais vias de exposi¢gdo e contaminagdo por Cd vem de atividades
antropicas como extragdo de minérios, industrias siderurgicas, utilizacdo de
fertilizantes fosfatados e lodo de esgoto na agricultura, vazamentos de aterros
sanitarios, uso de baterias niquel-cadmio, pigmentos (como por exemplo o sulfeto de
cadmio, utilizado para fabricagdo de pigmentagcdo amarela), plasticos e processos de
galvanizagdo. O Cd também esta presente na fumacga de cigarro, sendo esta uma
fonte significativa de exposicdo ao metal e tornando seu estudo particularmente
importante para a area da saude publica (SALDIVAR et al.,, 1991; STACEY;
KLAASSEN, 1997; AGENCY FOR TOXIC SUBSTANCES AND DISEASE
REGISTRY, 1998; CHASIN; CARDOSO, 2003).

1.1 Toxicidade do Cd

O Cadmio (Cd) é um metal toxico considerado nao essencial, ndo exercendo
uma funcéao biolégica no organismo. Dessa forma sua atividade no organismo pode
causar reagbes adversas, agravadas pela sua caracteristica organocumulativa
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1992; REEVES; CHANEY, 2008). Alguns
metais tdéxicos, denominados antimetabdlitos, apresentam caracteristicas quimicas
(eletronegatividade, configuragao eletrénica) semelhantes aos metais essenciais e

interagem com o organismo inibindo as fung¢des das células, incluindo a divisdo



celular (BRZOSKA; MONIUSZKO-JAKONIUK, 2001). Estudos apresentam um
importante alvo de agédo Cd. Os ions de Cd?* apresentam toxicidade, interferindo na
captacdo dos metais essenciais, como Zinco, Calcio, Ferro (ROMERO-ISART;
VASAK, 2002; REEVES; CHANEY, 2008).

Os principais 6rgaos afetados pelo Cd sao rins, ossos e pulmdes, sendo os
principais meios de exposicdo via oral (por ingestdo de agua e alimentos
contaminados) e por inalagao, particularmente no caso de fumantes expostos a
fumaca do cigarro. Existem evidéncias suficientes de que o Cd e seus compostos
sdo carcinogénicos; o aumento nas taxas de canceres de testiculo, préstata e
pulmdo em animais relacionadas com a exposicdo ao Cd tem sido descrito na
literatura (AGENCY FOR TOXIC SUBSTANCES AND DISEASE REGISTRY, 2008).
Ratos, quando expostos a alta dose de Cd, apresentaram hemorragia testicular,
necrose, perda da produgao de testosterona e hiperplasia e neoplasia das células
intersticiais do testiculo. (GOYER; LIU; WAALKES, 2004).

CONAMA. Resolugéo 357 (Conselho Nacional do Meio Ambiente), que dispde
sobre a classificacéo de corpos de 4gua — Aguas classe 1: padrdes para corpos de
agua onde haja pesca ou cultivo de organismos para fins de consumo intensivo, a
concentracdo de Cd aceitavel é de 0,001 mg/L. Aguas classe 3: 4guas que podem
ser destinadas ao abastecimento para consumo humano, apds tratamento
convencional ou avangado; a irrigagdo de -culturas arbdreas, cerealiferas e
forrageiras; a pesca amadora; a recreagao de contato secundario; a dessedentacao
de animais, estipula que a concentracdo de Cd aceitavel é de 0,01 mg/L (CONAMA,
2005).

Niveis significativamente maiores de cancer de préstata, em homens, foram
encontrados em locais contaminados por Cd (0,2 a 0.7 mg L") em relagédo aqueles
considerados nao contaminados (0,02 a 0.1 mg L") no Jap&o. Tal como a incidéncia
de hiperplasia de prostata (SHIGEMATSU et al., 1982).

Estudos sobre a relacédo entre a taxa de cancer de prostata, no homem, e a
ocorréncia de Cd no ambiente (amostra de agua doce, aguas residuais, solo, trigo e
cevada) no Canada mostraram que a cidade com maior incidéncia de cancer de
prostata tinha as maiores concentragdes de Cd nas amostras ambientais, enquanto

que a cidade com menor incidéncia apresentou menores concentragdes de Cd nas



amostras (BAKO et al., 1982).

Alguns trabalhos relacionaram a exposi¢cao ocupacional ao Cd e a incidéncia
do cancer de préstata em locais de trabalho vinculados a industria de mineragao, de

papel e madeira, medicina e ciéncia (ELGHANY et al., 1990).

O Cd (“livre” ou labil) € um elemento tdéxico de lenta excregcéo pelo organismo
humano, até mesmo em baixas concentragbes (MENA et al. 1996), e em alguns
organismos pode ser acumulado, interagindo efetivamente com a proteina
metalotioneina (MT) (FRIBERG et al. 1979).

As proteinas metalotioneinas (MTs) sdo proteinas monoméricas compostas
de dois dominios globulares com alto conteudo de cistinas em sua estrutura,
permitindo a formacdo de clusters tiol-metal capazes de se ligarem a metais
divalentes (ROMERO-ISART; VASAK, 2002). O estresse oxidativo pode ser a causa
da ocorrencia de Cd (“livre” ou labil) nas células, que ocorre por substituicdo de
metais de ligacdo pela saturacéo de sites de metalotioneinas ou liberagdo do ion
acumulado em Cd-MT (BISCARO, MENEGARIO, 2007; MENEGARIO et al., 2007).

1.2 Retencao do Cd

Sao encontrados na literatura alguns métodos baseados na retencao do metal
Cd (“livre” ou labil) em sorventes inorganicos (VASSILEVA; PROINOVA;
HADJIIVANOV, 1996), resinas absortivas (ABOLLINO et al., 1990; SARACOGLU;
ELCI, 2002), quelantes (SAXENA; SINGH; SAMBI, 1994; TEWARI; SINGH, 1994;
SAXENA; SINGH, 1997; PAI; WHUNG; LAI, 2002) e catiénicas (MENEGARIO;
GINE, 2000). Sd0 encontrados também métodos alternativos para pré-concentragéo
e retencdo do metal utilizando substratos biolégicos como microrganismos, dentre
eles algumas algas (MAJIDI; HOLCOMBE, 1988; MAJIDI; HOLCOMBE, 1989;
MAHAN; MAJIDI; HOLCOMBE, 1992), bactérias (BAG; TURKER; LALE, 2000) e
fungos (ELMAHADI; PUCHADES, 1994; BAG; TURKER; LALE, 1999; MAQUIEIRA;
BISCARO; MENEGARIO, 2007; MENEGARIO et al., 2007).

Este trabalho por sua vez realiza a retengao do Cd utilizando a S. cerevisiae,

que apresenta vantagem que serao discutidas a seguir.



1.3 Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae, levedura. Classificagao:

¢ Reino: Fungi

e Filo: Ascomycota

e Classe: Saccharomycetes

e Ordem: Saccharomycetales

e Familia: Saccharomycetaceae
e Género: Saccharomyces

e Espécie: Saccharomyces cerevisiae

Organismo eucarionte unicelular. A levedura comumente utilizada na

producao de paes e bebidas fermentadas.

A utilizacdo da Saccharomyces cerevisiae se justifica pela sua capacidade de
retirar metais “pesados” (metais ndo essenciais) da agua, podendo ser usada como
bioacumulador desses metais (BISCARO; MENEGARIO, 2007). Além disso,
apresenta sensibilidade a outros metais “pesados”, alta capacidade de sorcao e
rapida sor¢cdo quantitativa (MAQUIEIRA; ELMAHADI; PUCHADES, 1994; BAG,;
TURKER; LALE, 1999), e € um sorvente solido (CAMEL, 2003). Uma outra
caracteristica interessante que recorre a partir do uso de um substrato bioldgico
como material sorvente em extragcdes em batelada € uma possivel determinagao do
analito em uma suspensao em fase sélida, podendo-se eliminar as etapas de eluigcao
do analito e condicionamento do material, agilizando e simplificando o processo de
separagao (SMICHOWSKI et al.,, 2000; BISCARO; MENEGARIO, 2007). Outro
aspecto € que a levedura pode ser adquirida desidratada e em grande quantidade,
sendo um material barato, além de ndo apresentar patogenicidade (BISCARO;
MENEGARIO, 2007).

A relagao do Cd (“livre” ou labil) com patogenicidades como canceres faz com
que seja de grande importancia a elaboragdo de métodos que permitam a sua
quantificagdo em baixas concentragdes (ng L') e especiagdo do elemento (“livre”
e/ou labil ou na forma organica, ligado). Isto requer procedimento de pré-

concentracdo e/ou separagao dos analitos da amostra antes da determinacao, até



mesmo quando sao utilizadas técnicas analiticas sensiveis como espectrometria de
massas com plasma acoplado indutivamente (ICP-MS). O desenvolvimento de
ferramentas analiticas e analises de especiacdao de metais envolve a busca por
protocolos simples, de baixo custo, robustos e que possibilitem a compreensao da

dindmica das espécies metalicas (estabilidade, mobilidade e labilidade).

2 OBJETIVO

O presente estudo teve como objetivo propor um método para a determinagao
e especiagdo de Cd (“livre” ou labil) em baixas concentragbes (niveis de ug L)
utilizando substrato biolégico - a levedura (Saccharomyces cerevisiae) - e

espectrometria de massas com plasma acoplado indutivamente (ICP-MS).

3 METODOLOGIA

3.1 Equipamentos e acessorios

1. Espectrdbmetro de massa com plasma acoplado indutivamente (ICP-
MS) (Thermo XSERIES 2, Germany).

Agitador (Labnet — Orbit 300).

Centrifuga (tubos 15ml).

Centrifuga (tubos 50ml).

Micro-ondas em sistema pressurizado (Berghof speedwave, Germany).

2L

Estufa de Secagem e Esterilizagdo (Mod. 320 — SE Circulagao
Mecanica FANEM — Sao Paulo - Brasil).

7. Vidrarias e frascos comumente utilizados em laboratérios de quimica.



3.2 Reagentes e Solugoes

Leveduras (Saccharomyces cerevisiae) comércio local (“Fermix”).
Acido nitrico 60% (m/m) (Merck, Darmstadt, Germany).

Acido cloridrico 1 molar (Merck, Darmstadt, Germany).

Solugao “Tris” [tris(hydroxymethyl) aminomethane] (Sigma-Aldrich).
Agua purificada, resistividade 18 MQ (Milli-Q, Millipore, Bedford, EUA).
Solugbdes padrao Cd (High-Purity Standards, Charleston, USA).

Tecido animal, figado de boi (CRM — Agro. Embrapa - Pecuaria
Sudeste).

N o Ok N =

3.3 Procedimento de tratamento da levedura

Consiste em adicionar uma quantidade estabelecida do substrato biolégico,
Saccharomyces cerevisiae (0,400g), em um tubo de centrifuga (15mL), completar o
volume para 10ml, acidificar com acido cloridrico um molar (HCI 1M). Os tubos foram
colocados em um agitador por 40 minutos a 60 rpm. As fases solidas e liquidas
foram separadas através da centrifuga (4200rpm por 10 min.). Apds a separagao
foram efetuadas mais 4 vezes o procedimento com agua Mili-Q com o intuito de
retirar todo o acido. Para a comparagao foram adicionados tubos com a mesma
quantidade estabelecida do substrato e o mesmo volume, completados com agua
Mili-Q (18Q). A fase solida foi secada na estufa antes da utilizacéo e posteriormente
digerida em sistema acido pressurizado e analisado no ICP-MS para a validagédo do

procedimento.

3.4 Procedimento de digestao acida em sistema pressurizado do

material biolégico (Saccharomyces cerevisiae) da fase sélida

Foi adicionado 4 ml de &acido nitrico concentrado (HNOs) a biomassa,
mantendo em temperatura ambiente durante 20min em tubos de digestdo em micro-

ondas.



10

Tabela 01. Programa estipulado para a digestao acida em sistema
pressurizado das amostras de levedura (0,4000g £ 0,03009)

RAMPA PRESSAO TEMPO Magnetron
STEP Temp. °C
(min) (bar) (min) %
STEP 1 170,0 10 35,0 10 80,0
STEP 2 200,0 1 35,0 5 80,0
STEP 3 50,0 2 35,0 1 0,0

Fonte: Elaborada pelo autor.

O residuo foi completado com agua Mili-Q (18MQ) a um volume final de 40ml

e analisado no ICP-MS.

3.5 Procedimentos de extracao em fase sélida

Método baseado no procedimento de BISCARO; MENEGARIO, 2007.
Adaptado o necessario para conseguir atingir os limites de detecgcdo em baixas

concentracoes.

Consiste em adicionar uma aliquota (10mL) em um tubo de centrifuga (15mL)
contendo uma quantidade estabelecida do substrato, Saccharomyces cerevisiae, foi
utilizado uma solugao “TRIS” com pH 7 e a mistura foi agitada (60 rpm, 40 min). As

fases liquidas e solidas foram separadas por centrifugacéo (4200 rpm, 10 min).

A fase solida passou por um processo de eluicdo. A fase liquida foi analisada
diretamente no ICP-MS.
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3.6 Procedimento de eluicao da levedura

A fase sdlida passou por um procedimento de eluicdo com acido nitrico dois
molar (HNOs 2M), volume de 2ml, colocado no agitador por 2 horas a 60 rpm. As
fases liquidas e solidas foram separadas por centrifugacdo e posteriormente a fase

liquida foi analisada no ICP-MS.

3.7 Procedimento de extracao do citosol de figado de boi
(material certificado) / Determinacao e especiacao de Cd

(“livre” ou Labil) utilizando substrato biolégico, levedura

O material certificado foi colocado em uma solugéo “TRIS” (pH 7) numa razao
de 1g por 50 ml (tubos falcon 50 ml) e agitado por 2 horas para a hidratagao e
posteriormente a fase liquida foi separada por centrifugacéo (15000g, 30 min a 4°C)
colocados em tubos de 15ml num volume final 10ml (solucédo “TRIS” pH 7) e
analisada no ICP-MS.

Para a determinacdo do Cd (“livre” ou labil), foi introduzido na solugdo o
micro-organismo S. cerevisiae (levedura) com o intuito de reter o metal. Foi utilizado
uma aliquota de 10 ml em tubos de centrifuga de15 ml contendo 0,0650g da
levedura. Os tubos foram agitados manualmente por 30s. Em seguida, as fases
soélidas e liquidas foram separadas por centrifugacao (4200rpm durante 7 min). A
fase liquida foi transferida para outro tubo de 15 ml e analisado no ICP-MS e a fase
solida passou pelo processo de eluicdo descrita anteriormente e analisado em ICP-
MS.

Testes de recuperacao foram feitos para a validagao do procedimento.

O Centro de Estudos Ambientais / UNESP (CEA/UNESP) dispde de todos os

equipamentos e assessorios necessarios para realizagao do Projeto.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados serao apresentados e discutidos nas figuras 1, 2 e 3.

4.1 Tratamento da levedura (“lavagem” acida)

Figura 01. Concentragdes de Cd apresentada pela levedura com o tratamento e

sem o tratamento. Concentragdes ug L.

Tratamento da levedura

0,02
2 1
—
o 0 [
© -0,01 sem tratamento com tratamento
O
[} -0,02
©
2 -0,03
O
g -0,04
5 -0,05
(&)
s -0,06
&)

Fonte: Elaborada pelo autor.

O tratamento apresentou-se efetivo. O limite de detecg¢ao (LD) foi de 0,004 ug
L', demonstrando uma menor concentragdo de Cd na levedura que passou pelo
tratamento. A concentragdo da levedura sem o tratamento foi de 0,01 ug L', desvio

padrao de 0,08 e com o tratamento foi de 0,005 ug L', desvio padréo de 0,068.
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4.2 Analise da fase liquida / Retencao de cadmio na levedura

Figura 02. Concentragbes de Cd retidas pela levedura (0,2500g+0,02009).
Concentragoes testadas (5 ug L*,10 ug L1, 20 ug L).

Retencao Cd

25
20 19,53028
20
!
(@]
=
5 15
O
3
o 10 9,831885
1o 10
On
o
c
] 5  4,91423
c 5
o
o
0 I I0,08577 0,168115 0,46972
0 B

-0,05026

m Solugdo Cd = Retido na Levedura Fase liquida

Fonte: Elaborada pelo autor.

A levedura apresentou um alto grau de retengdo do metal Cd. O LD da

analise da fase liquida foi de 0,004 pg L.

Quando exposta a concentragdo de 5 ug L™ a fase liquida referente analisada
apresentou uma concentragdo de 0,085 pg L' com desvio padriao de 0,038,
demostrando que a levedura reteve 98,28% do metal. Na concentragao de 10 ug L1
a fase liquida referente apresentou uma concentragdo de 0,16 ug L', com desvio
padrédo de 0,008, demostrando que 98,31% do metal foi retido na levedura. Na
concentragao de 20 ug L1 a fase liquida apresentou 0,46 pg L1 com desvio padréao

de 0,072 mostrando que 97,65% do metal ficou retido na levedura.
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4.3 Analise da eluicao da levedura

Figura 03. Concentragdes de Cd eluido da levedura (0,2500g+0,0200g).

Eluicédo do Cd
25
20 19,53028
15 14,05
9,831885

A recuperacgao do Cd a partir da eluicdo da levedura de concentracao 4,91 ug

10

Concentragdo de Cd (ng L")

6,92
4,91423
5 I 3,55
0 N
-0,062673333
-5
Branco u Retido na levedura  ® Eluigdo da levedura

Fonte: Elaborada pelo autor.

L' foi de 72,23% com desvio padrdo de 0,037, na levedura de concentragdo 9,83 ug
L-" foi de 70,38% com desvio padrao de 0,081 e na levedura de concentracdo 19,53

ug L foi de 71,93% com desvio padrao de 0,19.

4.4 Analise da concentracao de Cd do citosol de figado de boi
(material certificado) / Determinacao e especiacao de Cd

(“livre” ou labil) no citosol utilizando a levedura

Os resultados das analises ainda estdo sendo investigados.
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5 CONCLUSAO

Podemos concluir que a levedura empregada demonstrou-se um otimo
bioacululador e um 6timo instrumento de especiacdo do metal Cd, apresentando

mais de 97% de retengéo até mesmo em baixas concentragdes (ug L).

O método de eluicdo demonstrou-se efetivo, com 2 horas de agitacdo em

acido HNOs 2M mais de 70% do metal foi recuperado.

O uso da ICP-MS permitiu atingir o LD de 0,003 ug L' para a eluigdo da
levedura e LD de 0,004 ug L' para a retengéo, suficientes para detecgido de Cd
(“livre” ou labil) em algumas situagdes, quando se procurou estabelecer uma relagao

desta fragdo do metal em baixas concentragdes (ug L) em material bioldgico.

Os sucessos dos resultados obtidos fornecem uma base para futuros estudos
de retengao e especiagcao de Cd e outras possibilidades a serem investigados (por
exemplo com a utilizacdo de outros metais) e também para a utilizagdo desta
metodologia em situacdes reais de analises de materiais bioldgicos e até mesmo em

situacdes de remediacdo de ambientes contaminados.
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