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RESUMO
A interacdo entre selénio (Se) e mercurio (Hg) é complexa e pode estar relacionada aos
efeitos subjacentes da espécie, concentracdo e a ordem de administracdo desses
elementos. O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos interativos entre Se e Hg no
desenvolvimento e na bioacumulagdo de Se por Escherichia coli, bactéria capaz de
reduzir e acumular Se. Os experimentos com E. coli ATCC 11775 foram realizados pela
exposicdo ao Se(lV) ou Se(VI) em baixas concentracbes, 0,3; 3,0 e 30 uM
individualmente ou em coexposicdo com 15 uM de Hg(ll), em pré-tratamento e pds-
tratamento. A resisténcia de E. coli ao Hg também foi avaliada. A avaliacdo do
desenvolvimento celular foi realizada pelo método de contagem de unidades formadoras
de coldnias (CFU) e a quantificacdo de Se foi realizada por GF AAS. A influéncia do Hg
e das espécies e concentracBes de Se foi determinada por ANOVA. Os resultados
evidenciaram que o Se ndo tem efeito sobre o desenvolvimento celular, mas sobre o
contetdo total de Se bioacumulado. Em 30 uM de Se, as diferencas entre as espécies de
Se emergem com a formacéo de Se(0) no ensaio com Se(1V), resultando em um maior
acumulo de Se(1V) (41,1%) em comparagdo com Se(VI) (15,8%). Embora a percentagem
média de Se bioacumulado ndo tenha variado entre as concentracfes de Se(VI), uma
diferenca significativa ocorreu entre concentracdes de Se(lV) (variando de 6,1% a
41,1%). A bacteéria tolerou a presenca de até 20 uM de Hg, mas com efeito sobre a
viabilidade celular. Na coexposicdo com Se e Hg, o Se ndo causou efeito protetivo a
toxicidade do Hg e um efeito toxico aditivo foi observado na concentra¢do de 30 uM de
Se. Em comparacdo a exposicdo individual ao Se, o Hg mostrou um efeito dose-
dependente significativo na bioacumulacdo de Se por E. coli. Em geral, enquanto na
coexposi¢do com 3,0 uM de Se houve 0 aumento da bioacumulcdo de Se, com 30 uM de
Se a diminuicdo da bioacumulacdo de Se e a supressdo da formacdo de Se(0)
corroboraram o efeito toxico desta combinacéo. A ordem de coexposicdo de Se e Hg ndo
causou efeito sobre 0 acumulo de Se. O método otimizado para quantificacdo de Se por
GF AAS mostrou-se sensivel e com elevada exatidao para esta analise quando comparada
a técnica de ICP-MS. Estes resultados revelam a influéncia das espécies e concentracdes

de Se nos efeitos interativos entre Se e Hg e na bioacumulacgéo de Se por E. coli.

Palavras-chave: selénio; mercurio; Escherichia coli; bioacumulacdo; GF AAS.



ABSTRACT
The interaction between selenium (Se) and mercury (Hg) is complex and may be related
to the underlying effects of species, concentration, and order of administration. The aim
of this study was to assess the interactive effects between Se and Hg on cell growth and
Se bioaccumulation in Escherichia coli (E. coli), capable of reducing and accumulating
Se. Experiments with E. coli ATCC 11775 were conducted through exposure to Se(1V)
or Se(VI) at low concentration levels, 0.3, 3.0, and 30 uM individually or in co-exposure
with 15 uM of Hg(II), in pre-treatment and post-treatment. E. coli resistance to Hg was
also evaluated. Cell growth assessment was performed using the colony-forming unit
(CFU) counting method, and Se quantification was carried out using GF AAS. The
influence of Hg and Se species and concentrations was determined by analysis of variance
(ANOVA). Results showed that Se had no effect on cell growth but on the total Se
bioaccumulated content. At 30 uM, differences between Se species emerge with the
formation of Se(0) in the Se(IV) assay, leading to higher Se(IV) accumulation (41.1%)
compared to Se(V1) (15.8%). Although the average percentage of Se bioaccumulated did
not vary between Se(VI) concentrations, there was a significant difference between
Se(1V) concentrations (ranging from 6.1% to 41.1%). Hg was well tolerated by E. coli up
to 20 uM, despite decreasing cell viability. In co-exposure, Se showed no protective effect
against Hg toxicity; in fact, an additive toxic effect was observed at the 30 uM
concentration. Compared to individual Se exposure, Hg exhibited a significant dose-
dependent effect on Se bioaccumulation by E. coli. While in co-exposure with 3.0 uM,
there was an increase in Se bioaccumulation, with 30 uM, there was a decrease in Se
bioaccumulation and suppression of Se(0) formation corroborating the toxic effect of this
combination. The order of Se and Hg co-exposure had no effect on Se accumulation. The
method for Se quantification by GF AAS proved to be sensitive and highly accurate for
this analysis compared to ICP-MS technique. These results reveal the influence of Se
species and concentration on the interactive effects between Se and Hg and Se

bioaccumulation in E. coli.

Keywords: selenium; mercury; Escherichia coli; bioaccumulation; GF AA.
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1. Introducéo

O selénio (Se) € um micronutriente essencial para muitos organismos Vivos,
incluindo os humanos. O Se desempenha um papel crucial nas selenoproteinas, que sao
vitais para varios processos bioldgicos nos organismos, atuando nos sistemas de defesa
antioxidante, contribuindo para a mitigacdo do estresse oxidativo. Contudo, tanto a
deficiéncia quanto o excesso nutricional deste elemento podem causar complicacfes a
satde dos individuos.

No ambiente, por fonte antropogénica ou natural, 0 Se ocorre em quatro estados
de oxidacdo comuns: seleneto [Se(-I1)], selénio elementar [Se(0)], selenito [Se(IV)] e
selenato [Se(V1)]. As espécies de Se com estados de oxidacdo mais elevados (VI ou 1V)
apresentam maior mobilidade em ecossistemas aquaticos e sdo mais toxicas do que o Se
elementar, uma forma insolavel.

As caracteristicas do Se, como mobilidade, biodisponibilidade e toxicidade, séo
reguladas por transformacdes redox. Em sistemas naturais, essas transformacgdes podem
ocorrer por processos abioticos, mas sdo majoritariamente resultado de processos
bidticos, que envolvem microrganismos. As bactérias, microrganismos amplamente
distribuidos no ambiente, desempenham um papel significativo nessas transformacoes e,
consequentemente, no ciclo biogeoquimico do Se.

Diversas bactérias, incluindo Escherichia coli, metabolizam Se. E. coli € um
exemplo bem estudado de bactéria Se-redutora, capaz de reduzir tanto Se(lV) quanto
Se(VI) por via assimilatoria, para incorporar o Se as selenoproteinas. No entanto, essa via
metabdlica também revela os efeitos toxicos do Se em E. coli, onde as formas toxicas
Se(VI) e Se(1V) sdo reduzidas a Se(0), insoltuvel, em um mecanismo de desintoxicacéo.
Além de reduzir a toxicidade e a carga ambiental dos compostos de Se presentes nos
ecossistemas, esse mecanismo mostra-se essencial para a saude dos ecossistemas.

A capacidade bacteriana de desintoxicacdo de Se tem sido investigada em estudos
de bioacumulacéo desse elemento, visando avaliar a capacidade das bactérias de produzir
e acumular Se na forma de Se(0). Esse mecanismo tem sido explorado no campo
emergente das aplicacBes biotecnoldgicas, representando uma estratégia promissora para
a producdo sustentavel de nanoparticulas de Se e para a biorremediacdo de areas

contaminadas.



Outro aspecto importante a considerar em relacdo ao Se é sua capacidade de
atenuar os efeitos adversos da toxicidade do mercdrio (Hg) em organismos. Essa interacéo
tem sido objeto de estudo ha mais de cinco décadas, desde a pesquisa pioneira de Pafizek
e Ost'adalova (1967), que demonstrou a eficacia do Se na protecao contra a toxicidade do
Hg em ratos. O Hg, um poluente ambiental globalmente reconhecido, existe nas formas
organica e inorganica e € incapaz de desempenhar qualquer funcdo bioldgica benéfica,
sendo considerado exclusivamente toxico tanto para a salde humana quanto para 0s
ecossistemas.

No ambiente, as bactérias desempenham um papel crucial no ciclo do Hg,
intermediando a transformacéo de compostos de Hg por meio de reagcfes de oxidacao,
reducdo, metilacdo e desmetilacdo, o que influencia significativamente a especiacdo e
distribuicdo do Hg em sistemas naturais.

A exposicdo ao Hg apresenta riscos significativos a saude, especialmente por meio
do consumo de peixes contaminados, onde o Hg tende a se acumular. Entretanto, estudos
revelaram que o Se se acumulava junto ao Hg em certas espécies de peixes e que as
correlacbes entre as suas concentracbes eram negativas, indicando que o Se
potencialmente atua como um antagonista natural contra a toxicidade do Hg.

Existe uma vasta literatura que destaca as interacbes entre Se e Hg, e o
antagonismo tornou-se um dos exemplos mais proeminentes desta interacdo. Ao estudar
0 antagonismo, os esforcos tém sido voltados a avaliagdo dos efeitos protetores do Se
contra a toxicidade do Hg investigando a influéncia de diferentes espécies e
concentracdes de Se sobre o acumulo de Hg. Contudo, devido a diversidade de modelos
em estudo, animais, plantas e microrganismos, e a variedade de combinacdes de espécies
e concentracdes de Se e Hg, a coexposicdo pode levar a redugdo, aumento ou nao ter
efeito sobre a toxicidade, indicando que os mecanismos de interagdo variam com as
condicdes experimentais, mostrando a complexidade desta interacéo.

Neste contexto, este trabalho apresenta um estudo sistematico para avaliar, além
da capacidade de E. coli ATCC 11775 de acumular Se, o potencial efeito que diferentes
espécies e concentracdes de Se exercem no crescimento celular e na bioacumulacéo de
Se por E. coli. Além disso, a resisténcia bacteriana ao Hg e os efeitos interativos entre Se
e Hg em culturas de E. coli também foram avaliados. E. coli € uma escolha apropriada
para este estudo por ser uma bactéria Se-redutora e, especialmente pela linhagem ATCC
11775 selecionada ser deficiente em genes que metabolizam Hg, permitindo uma anélise

especifica da metabolizacdo do Se. Para a realizagcdo deste estudo, um protocolo
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experimental para a exposicdo de células foi desenvolvido e um método analitico usando
a técnica de Espectrometria de absor¢do atbmica com forno de grafite (GF AAS) para
determinar Se em biomassa bacteriana e em sobrenadante de meio de cultivo foi

otimizado.



2. Revisao bibliografica

Esta revisdo incia abordando aspectos relacionados & importancia do selénio (Se),
tanto para a saide humana quanto relativos ao ambiente. Em seguida, uma revisdo sobre
as bactérias Se-redutoras e o metabolismo de Se em E. coli fundamentara a discussao
sobre a bioacumulacdo de Se por bactérias. Além disso, no topico sobre a interacao entre
Se e Hg, serdo abordados os aspectos relativos a toxicidade do Hg, resisténcia bacteriana
ao Hg, antagonismo do Se e os efeitos interativos entre Se e Hg em bactérias. Por fim,
serdo apresentados aspectos praticos referentes as metodologias analiticas ja descritas
para a determinacdo de Se em células bacterianas e meios de cultivo.

2.1.Selénio

O elemento selénio (Se), um ndo metal (metaloide), foi descoberto pelo quimico
sueco JOns Jacob Berzelius em 1817 e foi incorporado a tabela periodica junto com
oxigénio, enxofre, teldrio e polénio, membros do grupo 16. Embora o enxofre e 0 selénio
compartilnem algumas propriedades fisicas e quimicas semelhantes!, em sistemas
biologicos a quimica redox do Se permite que este elemento desempenhe um papel critico
que o enxofre ndo consegue realizar>®, sendo o0 Se o Unico elemento especificado no
codigo genético®.

O Se, 30° metaloide de ocorréncia natural mais abundante na crosta terrestre,
existe nos estados de oxidagdo —II, 0, IV e VI, nas formas inorgéanica e organica, e em 6
isGtopos estaveis: Se’, Se’®, Se”’, Se’®, Se®? e Se¥2. As espécies mais oxidadas, selenato
[Se(V1)] e selenito [Se(IV)] séo sollveis, moveis, biodisponiveis e bioacumulaveis, mas
potencialmente toxicas aos sistemas bioldgicos em relativamente baixas concentragdes®.
O Se(VI) é a forma predominante em sistemas aquaticos, enquanto o Se(lV) é a forma
mais comum em aguas residuais. Em contraste, o Se elementar [Se(0)], € insoluvel em
agua, considerado ndo toxico e pode existir em 11 formas alotrépicas diferentes, a
exemplo da forma amorfa de cor vermelha®. A espécie mais reduzida seleneto [Se(-11)],
estd presente em compostos organicos como a selenocisteina (SeCys), compostos
metilados volateis como o seleneto de dimetila (DMSe) e em compostos inorganicos,

como o seleneto de hidrogénio (H2Se), altamente toxico e reativo’®,



A extracdo de Se da natureza ndo é uma atividade economicamente viavel, sendo
sua maior parte obtida como subproduto do processo de refinamento eletrolitico do
cobre®, o que contrasta com sua grande importancia comercial.

O Se e seus compostos séo altamente atrativos para diversos segmentos industriais
devido as suas propriedades, incluindo aquelas fotoelétricas e semicondutoras. O
elemento faz parte de dispositivos fotograficos, retificadores de corrente, fotocélulas e
fotocopiadoras. Além disso, o Se é utilizado na composi¢do de tintas, vidros, ceramicas,
pigmentos, borrachas vulcanizadas e ligas de alta resisténcia, entre outros®.

De acordo com a Selenium-Tellurium Development Association (STDA), 10% da
demanda total de Se esté relacionada a sua essencialidade para a vida. O Se é usado na
nutricdo animal, em preparagdes veterinarias para prevenir e tratar doencas, e em
fertilizantes quimicos para corrigir deficiéncias do solo. Na medicina, compostos de Se
estdo presentes em medicamentos de uso topico e como suplementos dietéticos para o
controle de certas doencas®.

Avancos recentes indicam que o Se tem potencial para melhorar a vida humana
de diversas maneiras, incluindo seu uso em células solares mais eficientes®, em
revestimentos de nanoclusters em aplicacGes ortopédicas'! e como “detector de Se

amorfo” em instrumentos mamograficos??.

2.1.1A importancia do Se para a saude

A necessidade de Se para a vida e o seu papel benéfico para a saide humana séo
conhecidos ha varias décadas. Contudo, entre a descoberta do Se (em 1817) e seu
reconhecimento como micronutriente essencial se passaram cento e quarenta anos. Foi
em 1954 que Pinsent®® relatou que o Se era essencial para a expressdo de uma atividade
enzimatica especifica em E. coli. Logo apds, em 1957, Schwarz e Foltz'* forneceram a
primeira evidéncia experimental de que o Se era essencial para a satde de animais.

Estudos detalhados sobre os papéis bioquimicos especificos do Se explicaram que
sua essencialidade se deve a presenca na glutationa peroxidase (GPx), uma selenoproteina
com funcdo antioxidante’®'®. Atualmente, foram identificadas 25 selenoproteinas
elaboradas pelo organismo humano, todas contendo Se na forma do aminoacido
selenocisteina (SeCys), 0 21° aminoacido*!’. Muitas dessas proteinas desempenham
funcbes antioxidante ou sdo componentes essenciais de diversas vias metabolicas,
incluindo o transporte de Se (selenoproteina P), manutencdo do status redox intracelular

(tioredoxina redutases) e a producdo de hormonios tireoidianos (iodotironina
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desiodinases)!®1°. Assim, o papel do Se como micronutriente essencial é mediado
basicamente por sua incorporacdo em selenoproteinas e, em doses adequadas, contribui
para 0 bom funcionamento da salde, trazendo beneficios importantes como a prevencao
de certos tipos de céncer e protecdo contra doencas cardiovasculares, autoimunes,
neurodegenerativas, diabetes tipo 2, infertilidade e viroses, incluindo o HIV#-2,

A essencialidade do Se para a manutencdo da vida também foi evidenciada pela
alta incidéncia de doengas como a cardiomiopatia de Keshan e a osteoartropatia de
Kashin-Beck, as quais foram correlacionadas a areas com deficiéncia endémica de Se.
Isso revela a ligacdo critica entre a deficiéncia do elemento e a manifestacdo das
doencas?!.

No entanto, a histéria do Se na biologia foi inicialmente marcada por sua
toxicidade, o que gerou uma discussdo por um contraste entre seus efeitos benéficos e
toxicos ao longo do Gltimo século. Em 1934, a primeira demonstragdo experimental da
toxicidade do Se foi realizada por Franke, que correlacionou a ocorréncia de um disturbio
fatal em rebanhos ovinos e bovinos como os altos niveis de Se nas culturas forrageiras
em regides dos Estados Unidos?2.

Embora a intoxicacdo por Se, ou selenose, seja rara em humanos, casos bem
documentados de selenose crénica endémica na China, causada pela ingestdo de
alimentos com alta concentracdo de Se, descreveram uma condigdo caracterizada por
efeitos nocivos, incluindo deformidades nas unhas, lesdes na pele, e danos permanentes
ao sistema nervoso®. A exposicdo por inalagdo a compostos de Se, como o altamente
toxico seleneto de hidrogénio (H2Se), resulta principalmente em efeitos respiratorios, tais
como espasmos brénquicos e pneumonia quimica e, possivelmente, efeitos
cardiovasculares,

O mecanismo da toxicidade do Se pode estar associado a geracdo de espécies de
radicais livres que induzem danos ao DNA e a sua reatividade com tidis que afeta a
integridade de proteinas de reparo do DNA?*%, Este efeitos estdo relacionados ao
aumento do risco de alguns tipos de cancer?, diabetes tipo 112’ e esclerose lateral
amiotrofica®®,

A exposicdo nutricional é a via dominante de absorcdo de Se pelos seres humanos.
A ocorréncia de Se em qualquer fonte alimentar € consequéncia de sua concentragdo no
solo, a qual varia significativamente em nivel global®?°. Por conta disto, a quantidade de
Se ingerida varia em todo o mundo, de 7,0 até 4.990 ug de Se por dia. Consequentemente,

as recomendaces de ingestdo diaria de Se variam de acordo com a localizagdo geografica
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e 0s habitos alimentares da populagdo®®3!. Nos Estados Unidos, por exemplo, o FDA
recomenda a ingestdo diaria de 55 ug de Se para individuos adultos®?, enquanto a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)*® brasileira propde a ingestdo diaria de 37
ug desse micronutriente. Entretanto, ponderando o risco-beneficio do Se a satde, a World
Health Organization (WHO)3* estabeleceu limite de ingestdo maximo toleravel de 400
ug de Se por dia para individuos adultos, para garantir uma faixa segura de ingestao diaria
de Se. Contudo, h& evidéncias recentes de que a administracdo a longo prazo de apenas
200 pg de Se por dia esta associada ao aumento da incidéncia de diabetes tipo 1177,

Embora a &4gua potavel ndo seja considerada uma fonte nutricional de Se, as
diretrizes para a qualidade da agua potavel estabelecida pela WHO recomendam a
concentracdo de 40 ug L™ de Se como limite maximo permitido®, enquanto o limite de
10 ug L foi estabelecido em paises, incluindo Brasil, Canada, Australia, Japdo e EUA®®.
Contudo, resultados de estudos recentes sobre a toxicidade de baixos niveis de Se(VI),
demonstraram que o0 Se, mesmo abaixo dos limites atuais, pode oferecer riscos para a
salde e, por isso, a questdo da toxicidade do Se tem atraido o debate para a reducgéo do
limite seguro em agua potavel para 1,0 pg L™ de Se®.

Portanto, o estreito intervalo entre a dose diaria recomendada e o limite maximo
toleravel evidencia a dualidade do Se entre sua essencialidade e toxicidade e a
importancia de estabelecer niveis seguros de exposicdo as diferentes espécies deste

elemento e suas interagdes.

2.1.2 A relacédo do Se com o0 meio ambiente

O Se é liberado no meio ambiente por fontes naturais e antropogénicas. Na crosta
terrestre, 0 Se estd presente em concentracdes que variam entre 0,05 a 0,5 mg kg™ *’.
Estima-se que 40% do contetido total de Se da crosta terrestre é proveniente das rochas®®.
Além de naturalmente presente, diversas atividades antropogénicas, incluindo a agricola,
industrial e mineracdo, representam cerca de 40% das emissdes totais de Se para 0s
ambientes atmosférico e aquatico®*L.

Processos biogeoquimicos, incluindo intemperismo de rochas, interacdes rocha-
agua, atividade wvulcanica e a atividade bioldgica, somados as fontes de emissbes
antropogeénicas, controlam as transformacdes dos compostos de Se, a transferéncia do Se
entre as matrizes ambientais (onde ¢é assimilado por plantas, animais e humanos através

da cadeia alimentar) e governam a distribuicio desigual do Se no mundo?®42,



Na atmosfera, 0 Se esta presente em baixas concentracdes, variando entre 1,0 a
10,0 ng m3 na forma de compostos organicos volateis (DMSe, DMDSe e
metanoselenol), compostos inorgénicos volateis (seleneto de hidrogénio e dioxido de
selénio) e Se elementar associado a cinzas ou particulas®®. Cerca de 50-65% das
emissdes de Se para a atmosfera sdo provenientes de processos naturais®*2,

Na maioria dos solos, o contetido médio de Se varia de 0,01 a 2,0 mg kg™, sendo
a média mundial de 0,4 mg kg, podendo atingir concentracdes tao altas quanto 1.200 mg
kg em diversas partes do mundo*:. A depender da concentracio, os solos podem ser
considerados seleniferos, em concentracdes superiores a 0,5 mg kg* de Se, ou deficientes,
em concentracBes inferiores a 0,1 mg kg™ de Se*.

O teor de Se no solo juntamente com as caracteristicas fisico-quimicas do solo
(estado redox e pH) e a atividade microbiolégica influenciam a assimilacdo deste
micronutriente pelas plantas*®. Consequentemente, o teor de Se pode variar, entre 10 pg
kgt a 6,0 mg kg?, em fontes alimentares de origem vegetal, incluindo gréos, cereais,
legumes e castanhas®. O Se(VI) é a forma de Se mais facilmente absorvida pelas plantas,
cerca de dez vezes mais do que o Se(1V), porém a principal forma de Se obtida de vegetais
é a selenometionina®, em contraste, Se(I1V) e Se(V1) sdo as formas usuais em suplementos
alimentares®.

Em sistemas aquaticos o Se é encontrado em concentragdes que variam de pg L
amg L™, predominantemente na forma de Se(V1)>*. A concentragdo média mundial de
Se em aguas superficiais é de 0,02 pg L e inferior a 0,08 ug Lt em dgua do mar*3. Em
aguas subterraneas os niveis podem variar de 0,1 a 6.000 pug L de Se, mas raramente
atingem ou excedem 1,0 pg L™ de Se*, enquanto aguas contaminadas podem atingir
niveis tdo altos quanto 33 mg L™ de Se?®®.

O estado de oxidacdo do Se € o principal determinante das caracteristicas dos seus
compostos inorganicos no meio ambiente. Toxicidade, atividade bioldgica, mobilidade,
biodisponibilidade e bioacumulacdo aumentam na sequéncia: Se(0) < Se(VI) < Se(IV) <
Se(11-)>*3. O Se organico dissolvido, na forma de aminoacidos e proteinas, também pode
ser bioacumulado e toxico para os peixes e outros animais*’.

Embora o Se possa causar toxicidade aguda em altas concentracdes, o efeito mais
deletério sobre os organismos aquaticos é devido as suas propriedades bioacumulativas.
Os organismos em ambientes aquaticos expostos ao Se acumulam-no principalmente

através da dieta e ndo diretamente através da agua“®.



No ambiente aquatico, uma concentragio de 5,0 ug L de Se é capaz de causar
efeitos deletérios em peixes do topo da cadeia alimentar devido ao fator de bioacumulagdo
em tecidos que pode ser de até 2.000 vezes a concentracdo de Se na agua®’. Investigacdes
sobre as causas da morte de peixes concluiram que o Se expressa a sua toxicidade em
animais principalmente através da cadeia alimentar®’4°,

Baseado em estudos sobre os efeitos deletérios do Se sobre os organismos
aquaticos, a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (U.S.EPA), criou um
critério de medida de risco ecotoxicolégico do Se para a protecdo da vida aquética, o qual
prevé um limite de concentragdo de Se total em tecido de peixe entre 8,5 a 11,3 mg kg*
de peso seco e de 1,5 a 3,1 ug L na coluna de agua™.

Somados, os efeitos das fontes de emissfes difusas, a estreita margem de
seguranca entre essencialidade e toxicidade e propensdo para biomagnificagédo, o Se tem
sido cada vez mais reconhecido como um contaminante global com potencial risco

ecoldgico e humano, perdendo apenas para 0 merctrio®:.

2.2.Bacteérias Se-redutoras

O Se é um micronutriente essencial do qual os seus compostos sdo prontamente
metabolizados pelos organismos dos trés dominios da vida®2. Consequentemente, o
metabolismo do Se é ambientalmente onipresente, expandindo a diversidade metabdlica
dos sistemas bioldgicos, o que contribui significativamente para as suas
biotransformag@es no ciclo biogeoquimico global*?°,

Nestes ciclos, o0 Se circula ativamente entre ambientes Oxicos e andxicos e 0S
microrganismos amplamente distribuidos no dominio Bacteria®*°®°" sdo os agentes
responsaveis por transformar os compostos de Se através de uma série de reacdes
metabolicas, que incluem reacdes de reducdo, oxidacdo, metilacdo e desmetilacdo que,
por sua vez, envolvem conversdes entre espécies Se(VI1), Se(1V), Se(0) e Se(l1-)%3°557%8,
Assim, a especiacdo de Se nos sistemas naturais é fortemente dependente da atividade
microbiana®®.

Embora seja possivel uma bactéria metabolizar Se realizando todos os tipos de
reacdes, normalmente a maioria das bactérias realiza um ou dois destes processos.
Enguanto as reacBes de oxidacdo e desmetilacdo sdo frequentemente desconsideradas
devido as baixas taxas em que ocorrem®’, as reaces de reducéo sdo altamente ativas e

predominantes entre muitos isolados bacterianos®3:°6:57:6061



As bactérias que reduzem Se, bactérias Se-redutoras, sdo filogeneticamente
diversas e metabolicamente versateis. Os mecanismos de redugdo séo distintos entre
bactérias filogeneticamente diferentes. As reacfes metabolicas de reducdo de Se
mediadas por bactérias Se-redutoras podem ocorrer sob condicdes aerdbicas e
anaerdbicas e por via dissimilatdria ou assimilatdrias®®.

A reducdo dissimilatéria é mediada por bactérias Se-redutoras que sdo
respiradoras de Se (Se-respiring bacteria)®?%4°680  Estas bactérias, amplamente
distribuidas na natureza, utilizam o Se como um receptor terminal de elétrons na
respiracdo anaerdbia, reduzindo-o a Se elementar, Se(0). H& bactérias que utilizam
Se(VI), selenato-respiradoras, e as que utilizam Se(IV), selenito-respiradoras. A redugéo
dissimilatéria do Se(V1) é generalizada em ambientes naturais, onde as bactérias selenato-
respiradoras s3o onipresentes e de natureza metabolicamente ativa®2°*>*, Qualquer uma
entre as enzimas capazes de catalisar a reducdo de Se(V1) a Se(0), nitrato redutase ligada
a membrana, nitrato redutase periplasmatica e selenato redutase respiratéria, pode estar
envolvida na respiracdo do Se(VI), sendo a selenato redutase a enzima especifica para
esta reducéo®®.

Embora a reducdo do Se(IV) para Se(0) também ocorra na natureza, até o
momento, o numero de bactérias selenito-respiradoras identificadas € muito reduzido e
0s mecanismos de reducdo dissimilatéria do Se(IV) sdo pouco conhecidos®. Além disso,
nenhuma enzima selenito redutase respiratoria foi relatada®®.

Portanto, a reducdo dissimilatoria de Se(VI) para Se elementar, representa a
transformacéo de uma espécie de Se movel e toxica em uma espécie insolivel e menos
toxica e, consequentemente, exerce um processo ambiental significativamente positivo
na imobilizacdo de Se no ambiente®>°7:60,

A reducdo assimilatoria de Se, como Se(IV) e Se(VI), esta diretamente
relacionada a sua atividade bioquimica como um micronutriente essencial, visto que a
reducdo do Se resulta na sua incorporacio em selenoproteinas®®%2-%4, Entretanto, o Se
pode ser toxico para as células, mesmo em concentracdes relativamente baixas, e uma via
adicional de reducdo, paralela a via de assimilacdo em selenoproteinas, resulta em um
processo de desintoxicacdo de Se, mediante a reducdo de Se toxico para Se elementar,
menos toxico®.

Além de Se elementar, algumas bactérias como E. coli sdo capazes de transformar
Se em compostos metilados volateis de Se, como DMSe e DMDSe, através da reducédo

assimilatdria de Se®>%®. Apesar das limitacGes e das baixas taxas de conversdo, a remogao
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de Se na forma de espécies metiladas volateis representa um processo importante de
desintoxicacgéo de Se, visto que as formas DMSe e DMDSe sdo de 500 a 700 vezes menos
toxicas que as formas oxidadas®’. Contudo, a metilagdo bacteriana de Se com significativa
transferéncia de Se de ambientes aquéaticos e terrestres para a atmosfera € realizada,
principalmente, por bactérias sulfato-redutoras®.

Na reducdo assimilatoria, mediante o processo de desintoxicacdo de Se, as
bactérias Se-redutoras conseguem tolerar niveis toxicos de Se®. E. coli, por exemplo, é
capaz de crescer na presenca de 40 mM (3,2 g L) de Se(VI) e 20 mM (1,6 g L?) de
Se(IV)%. Além disso, estes dados ajudam a demonstrar a diferenca de toxicidade entre
estas espécies de Se, visto que 0 Se(lV) é 2 vezes menos tolerado, e portanto mais toxico,
do que o Se(VI), o que também é corroborado pelas observacdes de que no ambiente
Se(IV) induz o processo de desintoxicacdo mais ativamente do que o Se(V1)®.

Em sintese, as bactérias Se-redutoras responsaveis pela reducdo de Se(VI) e
Se(1V) a Se elementar no ambiente, devido aos diferentes processos metabdlicos, podem
ser divididas basicamente entre aquelas que respiram Se(V1) e aquelas que desintoxicam
Se(1V). Os processos metabdlicos envolvidos na reducdo assimilatoria de Se serdo melhor

abordados no topico seguinte, com énfase no metabolismo de Se em E. coli.

2.3. Metabolismo de Se em E. coli

E. coli € um exemplo bem estudado de bactéria Se-redutora capaz de reduzir
ambas as formas oxidadas de Se, Se(1V) e Se(V1)®%-2 Em E. coli, a reducgio
assimilatéria do Se esta diretamente relacionada a sua atividade bioquimica como um
micronutriente essencial, no entanto, também revela a toxicidade deste elemento®,
Assim, fundamentalmente, o destino metabdlico do Se em E. coli segue a via de reducéo
assimilatéria, através de potenciais processos metabdlicos, tanto essenciais quanto
toxicos, para ser incorporado em selenoproteinas e acumulado como Se elementar.

Muitos dos processos metabolicos envolvidos no metabolismo de Se foram
investigados em células de E. coli. Turner et al.%® compilaram muitas destas contribuices
para descrever e tracar um mecanismo global com as potenciais reacdes envolvidas no
metabolismo de Se em E. coli, desde a entrada do Se nas células até sua assimilacdo em
selenoproteinas e formacdo de Se elementar, bem como os mecanismos envolvidos na
toxicidade do Se(IV). A Figura 1 ilustra o metabolismo de Se em E. coli segundo o

trabalho de Turner e colaboradores (1998).
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Figura 1. Metabolismo de Se em E. coli. Retirado de: Turner, R. J.; Weiner, J. H.; e
Taylor, D. E. BioMetals, (11), 1998, pg. 22453,

A assimilacdo de Se inicia pelo transporte de Se(IV) e/ou Se(VI) para dentro das
células por diferentes permeases. Acredita-se que o Se(VI) entre na célula através do
sistema sulfato permease (cysA, cysU, cysW)®2. Além disso, a captacdo de Se(VI) em E.
coli também requer a proteina de transporte YbaT e uma porina funcional da membrana
externa’?. Por outro lado, foi demonstrado que o transporte de Se(1V) pode ocorrer através
de transportadores de sulfato quando em altas concentracdes, porém com afinidade 50
vezes menor da permease de sulfato pelo Se(1V) em comparacdo ao sulfato. No entanto,
é provavel que exista um transportador de Se(lV) alternativo, visto que a repressdo da
expressdo da permease de sulfato ndo inibe completamente a absorgéo de Se(1V)™.

Uma vez dentro da célula, o Se(VI) é reduzido a Se(IV) por acdo da enzima
selenato redutase, um processo essencial para a incorporagéo do Se na forma de Se(V1)"2.
A selenato redutase de E. coli K-12 é uma molibdoenzima com subunidades YgfK, YgfM
e YgfN, localizadas no citoplasma’. No entanto, outro estudo sugeriu que esta redugdo
também pode ser catalisada pelas enzimas nitrato redutase A e nitrato redutase Z°2.

A partir desse ponto, o Se(1V), inicia uma série de reac6es de reducdo que devem

ocorrer para ser incorporado em selenoproteinas. O Se(IV) reage com tidis (RSH)
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seguindo a reagdo de Painter’* A glutationa (GSH)®>"™7® a tioredoxina redutase
(TRX)""""° s&o os compostos tiol envolvidos nesta reacdo, sendo a glutationa considerada
como o principal componente do metabolismo de Se’®. Assim, o resultado da reagdo de
reducdo do Se(IV) com a glutationa é a selenodiglutationa (GS-Se-SG)%8L,
Posteriormente, a selenodiglutationa é reduzida a glutatioselenol (GS-SeH). A reducgéo
adicional deste composto resulta em seleneto de hidrogénio (H2Se), o qual fornece o
intermediario reativo (HSe") necessario para a incorporagdo do Se em selenocisteina®. O
seleneto pode ser incorporado ao aminoacido selenocisteina através de uma via
especifical’282 A via especifica ¢ governada por genes sel, que codificam a
selenofosfato sintetase, selD, e a selenocisteina sintetase, selA. A selenofosfato sintetase
(selD) é a enzima responsavel por gerar a forma ativa de Se, o selenofosfato, a partir do
seleneto. O selenofosfato é entdo usado para carregar a serina-tRNASec com Se através
da selenocisteina sintetase (selA), gerando selenocisteil-tRNASec’*#4#, Assim, a sintese
de selenocisteina e sua incorporacédo dirigida pelo cédon UGA desempenham um papel
crucial em proteinas redox especificas em E. coli, como a formato desidrogenase’®% e
hidrogenase NiFSe®®.

Em uma via alternativa a via especifica (a dos genes sel), o Se, como selenol (HSe
), é diretamente incorporado a serina atraves do gene cysK (O-acetilserina(tiol)-liase) para
sintetizar selenocisteina livre®”. A partir dai decorrem dois destinos para o Se como
selenocisteina livre. O Se pode ocasionalmente ser carregado especificamente em
tRNACYys pela cisteinil-tRNA sintetase (CysT) para ser incorporado a proteinas®®. O Se
pode ainda ser incorporado de forma ndo especifica a selenometionina®®° (SeMet, o 22°
aminodacido), através da via de sintese da metionina. A selenometionina pode ser
assimilada indiscriminadamente em proteinas substituindo a metionina através da
misacilacdo do tRNAMet®192,

Em sintese, a via especifica (genes sel) é a principal via para a sintese de
selenocisteina em E. coli e garante a incorporacao precisa e controlada da selenocisteina
nas selenoproteinas, enquanto a outra via (gene cysK) serve como alternativa sob certas
condicdes, especialmente quando ha disponibilidade ilimitada (elevadas concentracdes)
de Se no ambiente®:8°,

Por outo lado, foi descrito que, mesmo em concentragdes baixas (1,25 puM) de
Se(1V), a assimilacdo de Se torna-se toxica para as células devido a presenca de tidis no

meio de crescimento. Isso induz uma via adicional de reducdo de Se, que ocorre em
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paralelo a via de assimilacdo de Se em selenoproteinas, permitindo a desintoxicacdo de
Se na forma de Se elementar®®%,

Tuner e colaboradores®® descreveram que a série de reagGes envolvidas na via de
desintoxicacdo de Se em células de E. coli inicia com o Se(lV) reagindo espontaneamente
com a glutationa (GSH) e gerando o primeiro produto, a selenodiglutationa (GS-Se-SG),
da mesma forma como na via assimilatéria. Porém, € a partir deste ponto que, em
condi¢des toxicas, a via de desintoxicacdo de Se é induzida. Isso porque a estabilidade da
selenodiglutationa é influenciada pela raz&o molar entre glutationa reduzida e o Se(IV).
Quando a concentragdo de glutationa (GSH) é baixa, o peroxido de hidrogénio (H20-)
pode ser produzido. Nos casos em que a glutationa (GSH) esta presente em excesso molar
pode ocorrer uma reducdo adicional da selenodiglutationa para formar glutatioselenol
(GS-SeH), um composto a partir do qual inicia uma série de reacfes. O glutatioselenol
pode: (i) reagir com NADPH-glutationa redutase e produzir HoSe volatil; (ii) produzir
compostos metilados volateis de Se (DMSe e DMDSe)®; (iii) se decompor
espontaneamente em glutatiolselenolato (GS-Se’), um intermediario instavel. O
glutatiolselenolato por sua vez, pode: (a) sofrer hidrélise para formar Se elementar e
glutationa e (b) reagir com glutationa reduzida e produzir selenol (HSe’). Uma vez
formado, o selenol pode: (1) ser facilmente oxidado a Se elementar pelo oxigénio, gerando
radicais superoxido (O2") e (I1) reagir com um excesso de glutationa e formar seleneto de
hidrogénio (H2Se) volatil.

Além da toxicidade do Se(IV) na reacdo com a glutationa reduzida, ainda pode
ocorrer a toxicidade induzida pela producéao da selenocisteina livre. Dada a toxicidade da
L-cisteina para a maioria das bactérias entéricas, € provavel que a selenocisteina livre
também seja altamente toxica. Para evitar a toxicidade da selenocisteina, a atividade
enzimatica da selenocisteina liase facilita a degradacdo da selenocisteina livre e
proporciona uma terceira via para a producéo de Se elementar®.

Portanto, na série de reacdes entre o0 Se(IV) e a glutationa, a toxicidade deve ser
associada aos produtos transitorios da via de reducéo, incluindo as espécies reativas de
oxigénio®®, H,0, e 02", e seleneto de hidrogénio, H2Se®. Dessa forma, a formagao de Se
elementar provavelmente protege as células, por extinguir o acimulo de H.Se, espécies
de Se altamente tdxica e reativa. Além disso, em resposta ao estresse oxidativo causado
pelos radicais superoxido (O2"), acontece a inducdo da expressdo de enzimas com
propriedades antioxidantes, como a catalase e as superéxido dismutases SodA e SodB,

essenciais para a defesa de células de E. coli contra o Se(1V)®°. Contudo, quando a
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capacidade antioxidante da célula se esgota, os efeitos prejudiciais das espécies reativas
02" resultam em ultima instancia em morte celular®.

O metabolismo de Se em células de E. coli descreve os processos metabdlicos das
duas faces do Se, essencial e toxica, e o destino do Se em selenoproteinas e depositado

como Se elementar.

2.4.Bioacumulacgdo de Se por bactérias

Em E. coli o destino metab6lico do Se, como Se(1V) e Se(VI), segue a via de
reducdo assimilatéria e através de potenciais processos metabdlicos, tanto essenciais
quanto téxicos, resulta na incorporacdo em selenoproteinas e, em certas condigdes, na
acumulacdo como Se elementar. Portanto, 0 metabolismo de Se em células de E. coli
demonstra as vias pelas quais esta bactéria é capaz de bioacumular Se.

Ao revisar a literatura, foram encontrados muitos estudos dedicados a investigar
o0 metabolismo de Se em bacterias buscando elucidar os processos metabdlicos da
assimilacio de Se em selenoproteinas’®®%¢ efou os processos envolvidos na
desintoxicagdo de Se®%71.729%103 A majoria dessas investigacdes concentrou-se
principalmente no estudo da metabolizacdo de Se na forma de Se(IV), enquanto uma
pequena parcela dedicou-se a comparar a metabolizagdo das espécies Se(IV) e Se(V1)%-
729598103 E jmportante mencionar que os estudos de metabolizacdo de Se em E. coli
realizados exclusivamente com a espécie Se(VI) sdo escassos!®*1% apesar de esta
bactéria ser uma das poucas capazes de reduzir Se(V1) de forma assimilatoria.

Com base nesses estudos anteriores, a resposta das céelulas de E. coli ao Se pode
ser especulada conforme a espécies e o nivel de concentracédo de Se ao qual sdo expostas.
Em concentracdes que variam de 0,1 a 10 uM, espera-se que 0 Se seja prontamente
incorporado a SeCys para a sintese de selenoproteinas’®%%%% e em concentragGes
superiores a 50 UM, espera-se que o Se(1V) possa manifestar sua toxicidade através do
mecanismo de estresse oxidativo, em condicdes aerdbias, e produzir Se elementar®®1,

Entre os estudos que analisaram o contetdo de Se bioacumulado na biomassa
bacteriana, destacam-se aqueles que avaliaram a assimilacdo de Se em selenoproteinas e
realizaram a analise de especiacdo de Se, permitindo a identificacdo das diferentes formas
quimicas de Se presentes nas células bacterianas’®90959%98.1% por outro lado, alguns

estudos se dedicaram a quantificar o Se total metabolizado, revelando variagGes
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significativas na capacidade de bioacumulagéo entre diferentes cepas bacterianas e nas
condi¢ces ambientais a que foram submetidag®101:103.107-111

Nos estudos de assimilacdo de Se em selenoproteinas a avaliagdo da incorporagdo
é feita no extrato proteico da biomassa de células apds o crescimento em meio de cultura
contendo Se. Neste contexto, os estudos de Lacourciere®, com culturas de E. coli
MC4100 suplementadas com 0,1 uM de Se(1V), e de Tuve®, com culturas de E. coli
“strain B” suplementadas com 2 mg L™ (25 uM) de Se(IV), relataram que 90% e 100%
do Se acumulado foi encontrado incorporado a selenoproteinas, respectivamente. Além
disso, ambos estudos excluiram a possibilidade de formacdo de Se elementar nestas
condicoes.

Poucos estudos avaliaram a assimilacdo de Se para ambas as espécies Se(1V) e
Se(VI) em células de E. coli. Wittwer’® (1983) descobriu que Se(lV) e Se(VI)
apresentaram niveis comparaveis de incorporacdo de Se em selenoproteinas em culturas
de E. coli K12 suplementadas com baixas concentracdes de Se, de 0,1 a 10 uM. Além
disso, 0 autor destacou que ndo houve a formacéo de Se(0). Spallholz et al.®® (1976)
determinou que >96% do Se encontrado junto as células de E. coli foi incorporado em
selenoproteinas apds a exposicdo a ~40 uM de Se(IV) ou Se(V1). No entanto, a formacéo
de Se(0) foi observada pela reducéo do Se(IV), mas ndo do Se(VI), contribuindo para que
a quantidade total de Se(1V) assimilada fosse de trés a quatro vezes maior do que a do
Se(VI). Os autores atribuiram a auséncia de Se elementar na exposicao ao Se(VI) a uma
possivel limitacdo na taxa de reducao Se(VI) em Se(1V).

Esses estudos demonstraram, portanto, que ndo havia diferencas entre as espécies
Se(1V) e Se(VI) em baixas concentracdes no que diz respeito a incorporacdo de Se em
selenoproteinas. Além disso, eles mostraram que a reducdo a Se elementar ocorre em
concentracdes superiores a 10 uM e, ainda, que esta reducdo ocorre para Se(IV) e nédo
para Se(VI).

Resultados semelhantes a estes obtidos com E. coli foram encontrados para a
cianobactéria Synechocystis sp. PCC 6803, no estudo de Gouget et al.''?, A andlise de
especiacdo de Se na biomassa de células, apds 24 h de exposicdo a 40 uM de Se(IV) ou
Se(VI), revelou gue o Se foi incorporado as células na forma de Se(IV) e de compostos
organicos, em indices de 20% e 80% para Se(IV) e de 10% e 90% para Se(VI),
respectivamente.

Recentemente, Moreno et al.%, relataram que E. coli ATCC 25922 (além de S.

aureus) apresentou alta capacidade de bioacumular Se. A analise da biomassa de células,
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apds o crescimento bacteriano na presenca de Se(1V) nas concentracdes 1,0 e 2,0 mg L
(equivalentes a 12,5 e 25 pM, respectivamente), relevou que 35 + 5% e 58,3 * 0,8%,
respectivamente, do Se adicionado a cultura foi bioacumulado. Além disso, este foi o
primeiro estudo a demonstrar que E. coli é capaz de biotransformar Se(IVV) em DMSe e
DMDSe. No estudo sequencial a este, 0s mesmos autores revelaram que a selenocisteina
(SeCys) é a forma de Se responsavel por 80% do total de Se acumulado, além da formagéo
de SeNPs biogénicas®®.

Por outro lado, deve ser esperado que diferentes cepas de E. coli em diferentes
concentragdes de Se possam levar a resultados distintos. Wang'®! e colaboradores
encontraram, em estudos com a cepa de E. coli K12 cultivada em uma concentracdo de
Se(IV) tdo elevada quanto 1 mM, um nivel de acumulacdo de Se de 9,0% daquele
adicionado, com remocdo de Se do meio de cultivo apds 10 h de exposicdo, 0 que
representa um resultado menos expressivo do que o encontrado no estudo de Moreno e.
al.®,

Ha poucos estudos publicados sobre a bioacumulagéo de Se por E. coli exposta a
altas concentracoes de Se(VI). Um estudo recente avaliou a taxa de reducdo de 100 mg
L? (equivalente a 1,25 mM) de Se(V1) a Se(0) usando E. coli EWB32213, e foi observado
que a taxa da primeira reducdo, de Se(VI) para Se(IV), foi mais rapida (completada em
1,5 dias) do que a taxa da segunda reducéo, de Se(IV) para Se(0) (parcialmente reduzida
para Se(0) apds 10 dias)'%. Este estudo, além de esclarecer sobre a cinética da reducéo,
conseguiu demonstrar que a reducéo do Se(V1) a Se(0) ocorre em concentracfes tao altas
quanto 100 mg L.

A metabolizacdo do Se(IV) e Se(VI) em altas concentracdes foi avaliada em
bactérias. Sarret®® monitorou o acimulo de Se em Ralstonia metallidurans CH3,
constatando que a exposi¢cdo a 2 mM de Se(1V) induziu a um aumento na duracéo da fase
lag (indicacdo de toxicidade). Inicialmente, em 48 h, o Se foi acumulado como Se(0) e
seleneto de alquila (provavelmente selenocisteina) em proporcdes equivalentes, e no final
de 96 h, Se(0) foi a forma de Se predominante. Por sua vez, a exposicdo a 2 mM Se(VI)
ndo proporcionou aumento na fase lag e, ao final de 72 h, o seleneto de alquila foi a
principal forma de Se acumulada, havendo um acimulo de Se aproximadamente 10 vezes
menor na exposicdo ao Se(VI) do que com Se(lV). Estes resultados demonstram a
diferenca de toxicidade das espécies de Se, sendo o Se(1V) mais toxico por ter aumentado

a duracéo da fase lag (adaptacéo) e produzido Se(0) (desintoxicacao).
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O destino de Se(1V) e Se(VI) metabolizados por Rhodobacter sphaeroides foi
estudado por Van Fleet-Stalder'®®, Embora as células das culturas suplementadas com 1,0
ou 100 ppm de Se(1V) (equivalentes a 12,5 e 1.250 pM, respectivamente) apresentassem
quantidades muito maiores de Se total acumulado (63% e 94%, respectivamente) do que
experimentos analogos com Se(VI) (11% e 9,6%, respectivamente), as formas quimicas
de Se encontradas nas células ndo eram muito diferentes entre Se(I1V) [36% de Se(0) e
60% de seleneto de alquila] e Se(VI) [13% de Se(0) e 84% de seleneto de alquila] em
baixa concentragdo, mas mudava significativamente em alta concentragdo para Se(IV)
[97% de Se(0)], mas ndo para Se(VI) [15% de Se(0) e 81% de seleneto de alquila].
Portanto, em altas concentracdes, 0 metabolismo de Se(1V) é diferente do Se(V1).

A capacidade de cepas de E. coli em reduzir Se(IV) a Se(0) tem sido avaliada para
uso em aplicagdes biotecnoldgicas, como a producdo biogénica de nanoparticulas de Se
(SeNPs) funcionais?” 113114 ¢ em processos de biorremediacdo da poluigio causada por
Sel92115 As SeNPs biosintetizadas pela cepa de E. coli ATCC 35218, em meio contendo
1 mM de Se(lV), além de promover a remogdo de 89% do Se adicionado em 72h de
exposicdo, apresentaram caracteristicas com potencial uso como suplemento nutricional
de Se'®. A cepa de E. coli GIM1.223 cultivada com 250 uM de Se(1V) foi capaz de
produzir pontos quanticos de CdSe (seleneto de cadmio) com propriedades para ser
empregado como biomarcador de importancia na area médica'!*. SeNPs biogénicas
sintetizadas, pela cepa E. coli K12 cultivada em meio suplementado com 2 mM de Se(1V),
apresentaram atividade antimicrobiana e podem representar uma abordagem viavel para
reduzir o crescimento de bactérias sem antibioticos, alem de superar as desvantagens dos
métodos sintéticos de producio de SeNPs que empregam produtos quimicos toxicos!2,

Por outro lado, a modificacdo genética tem sido usada para produzir ou aumentar
a expressdo de determinadas caracteristicas especifica de cepas bacterianas visando
contribui para o desenvolvimento de novos processos de biorremediacdo de ambientes
contaminados com Se. Uma modificacdo feita para super expressar a enzima selenito
redutase CsrF em E. coli aumentou a capacidade de biossintese de SeNPs, as quais foram
utilizadas para a remoc&o de multiplos corantes por adsorcéo!®. A cepa de E. coli IM109
também teve a sua capacidade de producdo de SeNPs aumentanda quando cultivada em
meio deficiente em fosfatol%2,

Portanto, estudos de bioacumulacdo de Se por células bacterianas podem ajudar

na compreensdo do metabolismo de Se e destacam a importancia de considerar o efeito
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de diferentes espécies e concentracfes de Se. Além disso, eles revelam o uso promissor

da bactéria E. coli em aplicacBes biotecnoldgicas sustentaveis.

2.5. Interacéo entre Se e Hg

O mercurio (Hg) é um metal pesado classificado como o 62 mais toxico entre 6
milhdes de compostos. Esse elemento presente em pequenas quantidades no meio
ambiente, sendo 0 16° mais raro da Terra''®, em trés formas quimicas, mercdrio elementar
ou metalico Hg(0), mercurio inorganico, como os ions mercuroso Hg(l) e mercuirico
Hg(l1), e mercdrio organico, como o metilmercirio, MeHg!'’. Os compostos organicos
de mercurio, particularmente o MeHg, afetam predominantemente o sistema nervoso
central**811°,

O mercurio pode ser liberado no ambiente por fontes naturais e antropogénicas. O
Hg e seus compostos passam por uma série de transformacdes, mediadas por fatores
bidticos e abioticos, em ciclos complexos entre a atmosfera e 0s ecossistemas aquaticos
e terrestres, governando sua distribuicdo e destino em nivel global*?°23, A influéncia
desses fatores na ciclagem do Hg esté relacionada as interconversdes entre suas formas,
que ocorrem através de reacOes de oxidacdo de Hg(0), reducdo de Hg(Il), metilacdo de
Hg(ll) e desmetilacio de MeHg, influenciando sua biodisponibilidade para os
organismos*?4,

Entre os fatores bioticos, se encontram as bactérias Hg-resistentes e as sulfato-
redutoras. Algumas bactérias desenvolveram um sistema de resisténcia baseado em genes
mer agrupados em um operon (operon mer), que permite superar a toxicidade dos
compostos de Hg no ambiente atraves da desintoxicacdo. Dois tipos principais de
sistemas operon mer foram descritos: os determinantes de espectro estreito, que conferem
resisténcia apenas ao Hg inorganico, e os determinantes de amplo espectro, que conferem
resisténcia a compostos organicos e inorganicos de Hg!16:12512,

Em sistemas de espectro estreito, a redutase mercurica, codificada pelo gene
merA, media metabolicamente a reducdo de Hg(ll) a Hg(0) volatil'?’. Essa enzima foi
caracterizada em cepas de Pseudomonas, E. coli e Staphylococcus aureus portadoras de
plasmideos?312°,

Em sistemas de amplo espectro, além do gene merA, a liase organomercurial,
codificada pelo gene merB, media a desmetilacdo de MeHg produzindo Hg(ll) e, entéo,

a redutase mercurica reduz Hg(I1) a Hg(0) volatil**°.
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Genes determinantes de resisténcia ao Hg foram encontrados em bactérias gram-
negativas e gram-positivas isoladas de diferentes ambientes. Elas variam em nimero e
identidade de genes envolvidos, podendo ser codificados por operon mer localizado em
plasmideos'?8, cromossomos® e componentes de transposons®=°.

Se por um lado as bactérias Hg-resistentes desintoxicam Hg, por outro as bactérias
sulfato-redutoras sdo as principais responsaveis pelo processo de metilacdo de Hg(ll),
formando espécies de Hg mais toxicas, principalmente o metilmercirio (MeHg)*32133,

O Hg é um conhecido poluente global, com niveis elevados detectados em varias
partes do mundo, que afeta a satide dos seres humanos e dos ecossistemas'?%134 1% Em
sistemas aquéticos contaminados, especialmente por MeHg, o Hg é transferido para os
organismos e pode se bioacumular nos tecidos contaminando a biota e levando ao
fenémeno de biomagnificacdo de Hg através da cadeia alimentar aquatica, representando
um problema critico tanto do ponto de vista ecolégico quanto de satde publica, visto que
0 consumo de peixes contaminados com Hg sdo a fonte predominante de exposicdo
humana a este metal pesado®®":%,

Historicamente e de forma controversa, o0 mercurio desempenhou algum papel
benéfico a saude, como no tratamento da sifilis e infeccGes de pele. Atualmente, ainda
persistem o uso de Hg em amalgamas dentérias e como conservante em vacinas'®. No
entanto, tem sido demonstrado que a toxicidade do Hg causa efeitos deletérios a saude
dos individuos expostos, com efeitos toxicos dependentes de muitos fatores, incluindo a
forma quimica e dosagem de Hg**®. Entre os efeitos adversos causados pela exposicao ao
Hg estdo alteragdes no sistema cardiovascular, reprodutivo, renal, imune!3413% g,
sobretudo desordens neuroldgicas, como deméncia, Alzheimer e Parkinson!811°,

O mercurio tem um alto potencial indutor de estresse oxidativo e pode exercer
efeitos toxicos ao interagir com muitas enzimas importantes envolvidas na regulacédo de
antioxidantes. A toxicidade do mercurio esta associada a sua capacidade de formar
complexos estaveis com moléculas contendo sulfidrila, incluindo os residuos de cisteina
da glutationa (GSH) levando a inativacdo de enzimas com importante acao
antioxidante*-142, Os compostos de merclrio também tem como alvo os selenetos,
presentes na selenocisteina, podendo inibir as funcdes bioquimicas de selenoenzimas,
como a glutationa peroxidase (GPx) e a tioredoxina redutase (TrxR), que desempenham
funcbes fundamentais na catalisacdo de reacGes redox para a sintese de DNA e defesa

antioxidante*3-145, A afinidade do mercurio pelo selénio (em selenetos e selenol) é cerca
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de 1 milhdo de vezes maior do que a sua afinidade pelo enxofre (em sulfidrila e tiol),
revelando o Se como o principal alvo da toxicidade do Hg!%144,

Controversamente, as selenoproteinas desempenham fun¢des importantes na
protecdo contra a toxicidade do Hg por se ligarem ao Hg através do seu grupo selenol
altamente reativo e, devido suas propriedades antioxidantes, ajudarem a eliminar as
espécies reativas de oxigénio induzidas pelo Hg4®4.

Os mecanismos de protecdo estdo relacionados aos processos de acumulacao e
desintoxicacdo que sdo mediados pelo préprio organismo, incluindo a capacidade do Se
em perturbar a distribuicdo de Hg no organismo e induzir a formacéo de compostos de
coordenacdo Hg-Se estaveis e inertes'*®14°, Por isso, a fungdo protetiva do Se contra a
toxicidade do Hg em sistemas biolégicos é conhecida como antagonismo.

Esse antagonismo de Se e Hg foi observado pela primeira vez por Parizek et al.
em 1967, onde a coadministracdo de Se preveniu a necrose renal e a mortalidade em ratos
que receberam injecéo de cloreto de merctrio®™°. Mais recentemente, dados experimentais
demonstram que o tratamento com Se modifica a retencdo cerebral de Hg e modula a
neurotoxicidade e o estresse oxidativo no tecido nervoso de animais. A hipétese € que a
eficicia da protecdo do Se contra a neurotoxicidade do Hg pode ser determinada tanto
pela dose dos elementos quanto pela sua forma quimica®®?.

Em outro estudo, realizado em ratos, foi relatado que varias formas de Se,
incluindo selenato e selenito, quando administradas juntamente com cloreto de mercurio,
reduziram a toxicidade do Se e do Hg. Os autores confirmaram o papel do altamente
reativo selenol nas selenoproteinas P no processo de desintoxicacdo do Hg pelo aumento
da possibilidade de ligacdo Se-Hg e concluiram que a administracdo de Se representa um
tratamento promissor contra a toxidade do Hg*2.

Segundo alguns autores, a suplementacdo nutricional de Se pode ajudar a garantir
quantidades adequadas para fins de desintoxicacdo de Hg. Em um estudo realizado com
populacdes ribeirinhas do rio Amazonas expostas a elevadas concentrac@es de Hg e Se,
devido a dieta baseada no consumo de peixes e de castanhas-do-Pard, respectivamente,
foi observado que um elevado consumo de Se € critico para compensar efeitos deletérios
do Hg!™. A suplementacdo nutricional de Se em peixes, por meio de biomassa de B.
subtilis enriquecida com Se, pode reativar a viabilidade das enzimas inibidas pelo
mercurio e promover um efeito protetor significativo contra o estresse oxidativo induzido

por Hg 4.
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Por outro lado, embora a literatura oferece poucos exemplos, efeitos sinérgicos
toxico na interagdo entre Se e Hg também foram relatados. A toxicidade sinérgica refere-
se a uma situacdo em que a administracdo de dois compostos tdxicos resulta numa
toxicidade global maior do que as suas respostas individuais*°. Em um estudo com
zebrafish, a combinacdo de niveis elevados de Se e Hg causou efeitos negativos em todos
0s aspectos da reproducdo, em comparagdo a grupos tratados com niveis elevados desses
elementos individualmente. Esse resultado foi atribuido ao efeito sinérgico entre Se e
Hg's®.

Os estudos com bactérias revelam a complexidade dos efeitos interativos entre Se
e Hg, fornecendo insights tanto sobre os efeitos antagbnicos quanto aos efeitos sinérgicos
desses elementos. Um efeito protetor significativo do Se contra a toxicidade do Hg foi
relatado em um estudo com células de E. coli, no qual foi observado que o Hg(ll), uma
vez dentro da celula, tem a capacidade de capturar o Se(ll-), levando a formacao de
particulas precipitadas de HgSe®®®. Por outro lado, em Tetrahymena malaccensis a
interacdo Se-Hg resultou em desintoxicacdo de Se em determinadas combinagdes e na
desintoxicacdo de Hg em outras, demostrando que a interacdo Se-Hg sofre influéncia das
espécies e concentragBes de Se e Hg envolvidas'®’. Esse efeito de protegdo mitua também
foi observado em Pseudomonas fluorescens, o qual foi atribuido em parte a formacao de
SeHg'®8. Em outro estudo com P. fluorescens, a porcentagem de Se bioacumulada
diminuiu com o aumento do Se(IV) adicionado na presenca de Hg(ll). Além disso, a
desintoxicacdo do Hg foi modificada, levando a diminuicédo da volatilizacdo de Hg(0) e
favorecendo a imobilizagdo no composto HgSe'®®. Em culturas de Desulfovibrio
desulfuricans, a presenca de Hg(Il) diminuiu o conteudo de Se intracelular, indicando o
efeito antagonista entre Se e Hg, sugerindo o efeito toxico do Se em alta concentracao.
Os autores sugeriram que o efeito antagonista da interacdo ocorre por limitar a
biodisponibilidade de Se e Hg pela formag&o do composto HgSe!®%162,

A interacdo entre Se e Hg é bastante complexa e ainda sendo objeto de estudo,
pois sua relacdo depende de diversas variaveis, como as espécies e as concentracoes
desses elementos, o organismo exposto, bem como o tempo e 0 ambiente de exposicao.

Portanto, pode-se esperar que esta interacdo entre Se e Hg seja multifacetada.
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2.6. Determinagéo de Se total em culturas bacterianas

Para asegurar uma resposta analitica de qualidade ao determinar qualquer analito
em amostras ambientais e bioldgicas, é crucial desenvolver uma estratégia de analise
sistematica alinhada a sequéncia analitica. A estratégia de analise a ser tragada deve ser
guiada pela informacéo analitica deseja, pelas caracteristicas do analito e da amostra, bem
como pela técnica analitica disponivel.

A quantificacdo de um analito em matrizes bioldgicas, frequentemente em baixos
niveis de concentracdo, pode ser realizada por diversas técnicas analiticas tanto para
determinar seu contetdo total quanto para determinar suas formas individuais (analise de
especiacdo). Para isso, a etapa crucial de uma andlise é a selecdo de uma técnica analitica
apropriada ao tipo de determinagdo requerida. Independentemente do tipo de
determinagdo, essa selecdo envolve um compromisso entre a exatiddo e precisdo
necessarias e o tempo e de recursos disponiveis para a analise. Assim, para garantir a
confiabilidade dos resultados analiticos, sdo desenvolvidos e otimizados métodos de
analise que sejam sensiveis e exatos, estabelecendo paramentros como limite de deteccéo
e quantificacio, seletividade e sensibilidade, dentre outros®2,

Para a determinacdo de um analito, geralmente é necessaria uma etapa prévia de
preparo de amostras. O método de preparo de amostras deve tornar compativel a amostra
com a técnica analitica. A maioria das técnicas analiticas requer que a amostra esteja em
forma de soluc&o®. O método de preparo deve ser capaz de dissolver todos os elementos,
decompor a matéria organica e converter todas as formas do analito em uma Unica forma.
Geralmente, o método de preparo utilizado para este fim é baseado na decomposicao por
via Umida, também chamado de digest&o cida, que associa acidos e aquecimento6?,

A etapa de preparo de amostras é reconhecida como uma etapa crucial dentre as
etapas inerentes a sequéncia analitica, podendo ser suscetivel a erros decorrentes de
contaminacdo e volatilizacédo do analito e por conta de aspectos restritivos como demanda
significativa de tempo para execucao e custo de analise, entre outras consideracdes. Neste
contexto, a escolha do método de preparo de amostras é impulsionada pela necessidade
de garantir resultados precisos e exatos, a0 mesmo tempo em que se enfrenta o desafio de
reduzir o tempo total de analise, minimizar a manipulacdo da amostra para evitar
contaminagdes, otimizar o consumo de reagentes e reduzir a geragéo de residuos®3164,

Neste contexto, a Tabela 1 resume uma série de metodologias analiticas
desenvolvidas em diversas configuracdes, entre metodos de preparo de amostras e

técnicas instrumentais, ja descritas na literatura, para determinar Se total tanto em células
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bacterianas como em meios de cultivo de uma variedade de culturas bacteriana expostas

a espécies inorganicas de Se em uma ampla faixa de concentragdes.

24



Tabela 1. Metodologias analiticas para a determinacéo de Se total aplicadas em estudos de avaliacdo da bioacumulagdo de Se por bactérias

e remocao de Se do meio de cultivo.

Técnica analitica Meétodo de preparo de amostras Espécie e Cepa bacteriana Referéncia
concentracéo de Se
Voltametria de Biomassa bacteriana e meio de cultivo Se(VI) Dessulfomicrobium  Hockin e Gadd
redissolucdo Digestéo écida (0,5 mL HNO3 + 0,02 mL 25, 50 € 100 pM sp. (2006)165

anddica
(ASV)

H>S04) a 130°C.
Reducéo de Se(VI) para Se(1V) com HCI

concentrado

Espectrometriade  Biomassa bacteriana Se(1V) L. paracasei Marschbéacher et
absorcdo molecular Digestdo acida (4,0 mL HNO3) assistida por 30e60mgL? L. plantarum al. (2018)*6¢
UV e visivel radiacdo micro-ondas (120 °C por 10 min)
(UV-Vis) Biomassa bacteriana e meio de cultivo Se(1V) e Se(VI) E. coli Jie Wang
Digestéo 4cida (HNOs). Reducdo de Se(V1) 10 -25mg L™ (2017)104
para Se(IVV) com HCI concentrado
Meio de cultivo Se(lV) Ochrobactrum sp. Piacenza et al.
05-25mM (2019)%
Espectrometriade  Biomassa bacteriana Se(1V) R. sphaeroides Bebien et al.
absorcdo atdbmica  Digestéo acida (HNO3) a 150 °C por 3 h. 1,0 mM (2001)168

(AAS)

Espectrometria de absorcao atdmica por chama

(F AAS)
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Biomassa bacteriana Se(1V) Enterococcus sp Pusztahelyi et al.
Digestdo acida (3,0 mL HNO3 + 2,0 mL H,02) 600 mg Lt Bifidobacteriumsp ~ (2015)6°
a 120 °C por 2 h. Espectrometria de absorgéo Lactobacillus sp
atdmica por chama (F AAS) Lactococcus sp
Meio de cultivo Se(1V) S. salivarius Krittaphol et al.
Espectrometria de absorcdo atdmica por 100 mg L? L. rhamnosus (2011)1!
geracdo de hidretos (HG AAS) L. acidophilus
B. lactis
Espectrometriade  Biomassa bacteriana Se(1V) S. thermophiles Krausova et al.
massa com plasma  Digestéo acida (3,0 mL HNO3) assistida por 1,0-50mg L* E. faecium (2019)7
indutivamente radiacdo micro-ondas (240 °C por 10 min)
acoplado (ICP-MS) Biomassa bacteriana Se(1V) Streptococcus sp Hyrslova et al.
Digestéo &cida (3,0 mL HNO3) assistida por 50-100mg L* Lactococcus sp (2022)1"

radiacdo micro-ondas (190 °C por 10 min)

Enterococcus sp

Biomassa bacteriana e meio de cultivo
Digestdo acida (1,0 mL HNO3 + 0,5 mL H20>)

assistida por radiacdo micro-ondas

Se(1V) e SeNPs E. coli Moreno-Martin et
1,0e2,0mgL* S. aureus al. (2021)%
Se(1V) e SeNPs L bulgaricus Palomo-Siguero
1,0e10mg L et al. (2016)1%°
Se(1V) P. acidilactici Kousha et al.
0,5-4,0mg L* (2017)%
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Meio de cultivo

Se(1V) e Se(V1)
1,0e 100 mg L*

R. sphaeroides

Van Fleet-Stalder
et al. (2000)103

Meio de cultivo Se(1V) e Se(VI) Synechocystis sp. Gouget et al.
4,0 ¢ 40 uM (2005)112

Biomassa bacteriana Se(1V) e Se(VI) R. metallidurans Sarret et al.

Digest&o alcalina (NaOH 1 M — dodecilsulfato 2,0 mM (2005)%

de sédio a 20%) + H20-
Espectrometriade  Meio de cultivo Se(lV) E. coli Wang et al.
emissdo ptica com 1,0 mM (2011)1
plasma Biomassa bacteriana 2,0-3,0¢gL? Leveduras Vacchina et al.
indutivamente Digestdo acida (HNO3 + H20,) (2021)72
acoplado Meio de cultivo Se(1V) E. coli Kora e Rastogi
(ICP-OES) 0,25 -1,0 mM (2017)7

Biomassa bacteriana Se(lV) E. durans Pieniz et al.

Digestéo &cida (6,0 mL HNO3z + 1,0 mL 0,5-4,0mgL* (2017)110

HCIO4)

Biomassa bacteriana Se(1V) E. coli Zhu et al.

Digestéo écida (4,0 mL HNO3z + 1,0 mL H,02) 100 uM e 1,0 mM (2020)102

Biomassa bacteriana e meio de cultivo
Digestdo acida (HNOz 50%)

Se(1V) e Se(VI)
1,0-10 mM

P. fluorescens

Hapuarachchi et
al. (2004)108
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Os métodos de preparo de amostras listados na Tabela 1 representam a diversidade
de combinacdes possiveis para decompor uma amostra. O preparo de amostras de células
bacterianas e meios de cultivo geralmente sdo feitos por digestao &cida, com aquecimento
convencionalt02104.108.110.165168.169.172 g, assistida  por  radiagdo  micro-
ondag?>106.109.166.170.171  sando entre os acidos, o acido nitrico (HNOs) uma escolha
comum, o qual pode ou ndo ser associado a outros &cidos, como &cido sulfirico
(H2S04)' e 4cido perclérico (HCIOs)'°, ou ao peréxido de hidrogénio
(H20,)85:102.106,109.169.172  No entanto, em alguns dos trabalhos listados, nio foram
encontradas informacdes precisas sobre 0s métodos de preparo de amostras empregados,
principalmente os relativos as amostras de meio de cultivo0%:103.107.111.112.167 "n34 sendo
possivel saber se as amostras foram analisadas diretamente, sem etapa prévia de preparo
de amostras, ou ndo.

Entre as técnicas analiticas empregadas, as técnicas espectrométricas predominam
entre os estudos de determinacdo de Se total elencados na Tabela 1, notavelmente a
espectrometria com ICP é a mais usada. Em comparagédo as demais técnicas listadas, a
analise por ICP apresenta vantagens como maior sensibilidade e mais baixos limites de
deteccdo, além de sua capacidade Unica de realizar analises multielementares
simultaneamente. Contudo, devido aos elevados custos de aquisicdo, manutencdo e
operacionais, a espectrometria com ICP pode ndo ser vantajosa para analises
monoelementarest’®,

Cabe mencionar que as técnicas de Voltametria de Redissolucdo Anddica (ASV),
Espectrometria de Absorcdo Atdmica dom Geracdo de Hidreto (HG AAS) e alguns
métodos de espectrometria de absor¢cdo molecular UV-Vis determinam Se na forma de
Se(1V). Assim, para a determinacao de Se total, apds o preparo de amostras, uma etapa
adicional é necessaria para que ocorra a reducdo do Se(VI1) a Se(lV), acarretanto em maior
tempo de analise. Ainda assim, entre essas técnicas, a HG AAS garante um tempo total
de analise mais curto'®,

Entre as técnicas de Espectrometria de Absorcdo Atémica (AAS) listadas, F AAS
e HG AAS, a HG AAS apresenta menor limite deteccdo e maior sensibilidade do que a F
AAS, sendo esta Ultima mais adequada para aplicacdes onde 0 Se esta presente em niveis
de mg L %2 Contudo, considerando o uso das técnicas de AAS, nesta revisdo da
literatura, ndo foram encontrados estudos usando a Espectrometria de Absorcdo Atémica
com Forno de Grafite (GF AAS) para analise de biomassa bacteriana, mesmo sendo essa

uma técnica amplamente usada para a determinacédo de Se em matrizes biologicas!’#17>.
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No presente estudo, a GF AAS foi a técnica escolhida para a determinacéo de Se
em biomassa de células de E. coli digeridas e para a anélise direta de sobrenadante do
meio de cultivo. A escolha baseou-se na capacidade desta técnica de determinar o analito
usando pequenos volumes de amostra (10 — 50 pL) com sensibilidade e exatiddo
satisfatorias, além de ter um menor custo operacional comparado ao ICP-MS.
Adicionalmente, a possibilidade de uso de método de preparo de amostras convencional
e de andlise direta de amostras pode representar uma vantagem econdmica e de tempo de
analise em relacdo as demais técnicas analiticas.

E conhecido que os efeitos da matriz da amostra podem impactar na precisdo da
analise por GF AAS. No entanto, medidas de controle de qualidade e a validacdo do
método podem assegurar a exatiddo e confiabilidade aos resultados obtidos por esta

técnica®17,
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3. Objetivos

3.1. Objetivo geral
O objetivo geral deste estudo foi investigar o efeito que diferentes espécies e
concentragdes de Se exercem na bioacumulagéo de Se por Escherichia coli ATCC 11775,
bem como o efeito da presenca de Hg sobre essa bioacumulacao, utilizando um método
analitico otimizado e validado usando a espectrometria de absorcdo atdmica com forno
de grafite (GF AAS).

3.2. Objetivos especificos

1) Desenvolver um protocolo experimental padronizado para estudar diferentes tipos
de exposicéo de E. coli aos elementos Se e Hg;

2) Otimizar e validar um método analitico utilizando a técnica de GF AAS para a
determinacgéo de Se total em biomassa bacteriana digerida e por analise direta do
sobrenadante do meio de cultivo;

3) Awvaliar a resisténcia de E. coli aos elementos Se e Hg;

4) Avaliar o efeito individual de espécies e concentragdes de Se, do Hg e dos
efeitos interativos entre Se e Hg no desenvolvimento celular e na bioacumulagéo

de Se por E. coli a partir de analise estatistica.
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4. Material e métodos

4.1 Instrumentagdo

Para a determinacédo de Se por GF AAS, foi usado um espectrometro de absorcéo
atdbmica com forno de grafite (GF AAS) PinAAcle 900T equipado com autoamostrador
AS 900. O sistema de correcdo de absorcao de fundo ¢é baseada no efeito Zeemam. Foi
usado um tubo de grafite THGA com revestimento de grafite pirolitico e plataforma de
L’vov integrada. Como fonte de radiagdo, foi usada uma lampada de descarga sem
eletrodos de selénio, operada a 280 mA (todos Perkin Elmer, EUA). A avaliagéo do sinal
foi feita pela absorvancia integrada (&rea do sinal analitico) na linha analitica de 196,03
nm, com fenda espectral de 2,0 nm.

A determinacdo de Se por ICP-MS foi realizada em um espectrOmetro de massa
com plasma indutivamente acoplado ICPMS-2030, equipado com autoamostrador AS-
10, nebulizador concéntrico, cdmera de nebulizacdo cicl6nica, sistema mini tocha e cela
de colisdo (todos Shimadzu, Japéo).

O preparo das amostras analisadas por ICP-MS foi feito pelo método de
decomposicao assistida por ultrassom usando um processador ultrassdnico (sonorreator)
do tipo cup-horn (Qsonica®, EUA).

As pesagens foram realizadas em balanca analitica EU60 (Gibertini Elettronica,
Italia).

A esterilizacdo de vidrarias, solu¢bes e materiais utilizados nos experimentos
biologicos foi feita em autoclave Vitale Plus (Cristofoli, Brasil).

A manipulacdo de qualquer material contendo E. coli, bem como de vidrarias e
solucdes esterilizadas, foi realizada em capela de fluxo laminar vertical classe 100
(modelo 400, Pachane, Brasil).

A incubacdo dos ensaios de interacdo foi feita em um agitador orbital com banho
termostatizado para tubos de ensaio Excella E25 (New Brunswick Scientific, EUA) e a
incubacdo da bactéria em placas foi feita em estufa bacterioldgica B 6120, (Thermo
electron Corporation, Alemanha).

As medidas de densidade optica (ODsoonm), para avaliagdo do desenvolvimento
celular bacteriano, foram realizadas pela leitura da absorvancia em 600 nm em um

espectrofotobmetro UV-visivel Biomate 3S (Thermo Scientific, EUA).
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Uma centrifuga de bancada (modelo Universal 320, Hettich, Alemanha) foi usada

para separar a biomassa de células do meio de cultivo.

4.2 Reagentes e solugdes

Agua ultrapura com resistividade de 18,2 MQ cm a 25 °C, obtida de um sistema
de purificacdo de dgua Milli-Q (Millipore, EUA), foi utilizada para o preparo e diluigdes
de solugcbes padrdo, preparo e diluicdo das amostras e enxague final dos frascos
descontaminados previamente em solugéo &cida.

Acido cloridrico 37% (m m™) e 4cido nitrico 65% (m m) (Synth, Brasil) foram
purificados por destilagdo abaixo do seu respectivo ponto de ebulicdo em sistema de
destilagéo de sub-ebulicdo em quartzo (Marconi, Brasil).

Para a determinacdo de Se, as solucOes de calibracdo foram preparadas
diariamente a partir da diluicdo sequencial da solucdo estoque de 1000 mg L™ de Se
(Sigma-Aldrich, Alemanha). Para a determinagdo de Se por GF AAS, as curvas de
calibracdo foram preparadas em acido nitrico (HNOs) 0,2% (v v) com concentragéo de
4 a 240 pg L. Para a determinagdo de Se por ICP-MS, as curvas de calibragdo foram
preparadas em HNO3 0,2% (v v!) com concentragio de 0,5 a 6,0 ug L.

Uma solugdo de 10,0 + 0,2 g L* de paladio (Pd) em 15% (v v!) HNO;s (Merck,
Alemanha) e uma solugdo de 10,0 + 0,2 g L de magnésio (Mg) em 15% (v v!) HNOs;
(Sigma-Aldrich, Alemanha) foram utilizadas para preparar o modificador quimico usado
na determinacdo de Se por GF AAS.

O material de referéncia certificado NIST 1577b bovine liver (National Institute
of Standarts and Technology, EUA) foi utilizado para a avaliacdo da exatiddo do método
de decomposicao assistida por ultrassom.

O meio de cultura usado para o cultivo de E. coli foi o LB broth (Sigma-Aldrich,
Alemanha), conhecido também como Lennox broth ou Luria Bertani Broth. O LB é um
meio nutritivo composto por 10 g L™ de triptona, 5 g L™ de extrato de levedurae 5 g L™
de NaCl. Tanto o meio LB utilizado nos ensaios de interacdo quanto o meio LB para
placas (adi¢do de 2% de Agar) foram preparados em agua destilada e esterilizados em
autoclave.

A solucdo tampao fosfato salino (PBS), usada na diluicdo seriada do método de
contagem de unidade formadora de colénias (CFU) e para a lavagem da biomassa de

células de E. coli, foi preparada com 137 mM de cloreto de sddio, 2,7 mM cloreto de
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potassio e 10 mM de fosfato (fosfato de sddio dibasico e fosfato de potéssio monobéasico)
com pH final ajustado para 7,4.

Para a adicdo de Se nos ensaios de interacdo dos experimentos de exposicao de
células foram preparadas solugdes padrdo com concentracdo de 0,03 a 3,0 mM de Se (1V)
e Se (VI) pela dissolugdo de quantidades apropriadas de selenito de sodio e selenato de
sodio, respectivamente (Sigma-Aldrich, Alemanha).

A adicdo de Hg nos ensaios de interacdo dos experimentos de exposicao de células
foi feita através de uma solucdo padrdo 1,5 mM de Hg(Il) preparada pela dissolucéo de
quantidade apropriada de cloreto de mercurio (Sigma-Aldrich, Alemanha).

4.3 Descontaminacao e esterilizagdo do material

A limpeza das vidrarias em geral foi feita por imersdo em uma solucdo de HNO3
10% (v v*) por um periodo minimo de 24 horas. Apds, a retirada da solucéo acida, os
frascos foram enxaguados com agua ultrapura e secos a temperatura ambiente.

A esterilizagdo de solucbes, vidrarias e materiais em geral utilizados no
experimento com E. coli foi feita em autoclave a 121 °C, 1,2 kgf cm?, por 30 minutos.

Ap0s os experimentos, todo material em contato com 0 microrganismo passou por
um processo de desinfeccdo por imersdo em hipoclorito de sodio 1% por pelo menos 30

minutos, seguido de lavagem com detergente e enxague com agua destilada.

4.4 Protocolo experimental de exposicdo de células de E. coli
Para investigar a bioacumulacdo de Se por E. coli, um protocolo experimental de
exposicdo de células de E. coli ao Se e Hg foi padronizado. Os diferentes tipos de
exposicdo a esses elementos, individual ou combinada, foram realizados por ensaios de

interacdo preparados a partir de uma cultura de E. coli ATCC 11775.

4.4.1 Cultivo de E. coli

A cepa liofilizada de E. coli ATCC® 11775™ foi adquirida da American Type
Culture Collection (ATCC, EUA). Apos reidratacdo, a bactéria foi propagada em meio
LB e incubada a 37 °C por 24 h, conforme recomendacdo do fabricante. Posteriormente,
a cultura foi cultivada em meio sélido (placa de agar) e armazenada a 4 °C, sendo repicada

mensalmente antes de sua utilizagdo nos experimentos de exposicao.
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4.4.2 Experimentos de exposi¢ao de células de E. coli

Os ensaios de interacdo E. coli — Se foram preparados a partir de uma suspensao
diluida e padronizada de células de E. coli. Inicialmente, 100 mL de meio LB (20 g L)
foram inoculados com uma alga de E. coli e mantidos a 37 °C, 200 rpm, por 20 horas.
Esse indculo resultou em uma suspensdo concentrada de células (ODsoonm de =~ 1,7).
Aliquotas desse indculo foram acrescentadas a um meio LB estéril (15 g L), resultando
em uma suspenséo diluida de células com uma ODeoonm de 0,33, correspondente a uma
concentracdo de células viaveis na faixa de 10’ CFU mL™.

Dessa suspensdo de células (ODeoonm de 0,33), 10 mL foram transferidos para
tubos de ensaios para o preparo das replicatas dos ensaios de interacdo, seguido pela
adicdo dos elementos Se e/ou Hg, conforme o tipo de exposicdo. Réplicas de controle
foram preparadas sem a presenca desses elementos, com a finalidade de servir como
referéncia do desenvolvimento basal bacteriano nas condigdes ambientais em estudo.

A exposicao de células de E. coli ao Se e Hg variou de acordo com a forma como
os elementos foram adicionados, individualmente ou combinados, gerando quatro
experimentos de exposicédo distintos:

a) Experimento de exposicdo de células de E. coli ao Se: o Se foi adicionado aos
ensaios de interacdo por meio de solucGes de selenito de sodio [Se(I1V)] ou
selenato de sodio [Se(VI)], atingindo concentracdes de 0,3; 3,0; e 30 uM.
(equivalentes a 0,024; 0,24 e 2,4 mg L™ de Se, respectivamente).

b) Experimento de exposicdo de células de E. coli ao Hg: os ensaios de interacéo
com Hg envolveram a adicdo de uma solucéo de cloreto de mercurio [Hg(11)]
para obter a concentragdo de 15 pM de Hg (equivalentes a +3,0 mg L.

c) Experimento de coexposicdo de células de E. coli ao Se e Hg — Pré-tratamento
com Se: primeiramente, os ensaios de interacao foram tratados com Se [0,3;
3,0 e 30 uM de Se(IV) ou Se(V1)] e, apds 2 h de exposicdo ao Se, com 15 uM
de Hg(ll).

d) Experimento de coexposicao de células de E. coli ao Se e Hg — Pos-tratamento
com Se: 0s ensaios de interacdo foram tratados primeiramente com 15 uM de
Hg(ll) e, apds 2 h de exposicdo ao Hg, foram tratados com Se [0,3; 3,0 e 30
UM de Se(1V) ou Se(V1)].

SolucBes controle, individuais ou combinadas, de Se e Hg foram preparadas em

meio LB (15 g L) em duplicata, nas mesmas concentragies usadas nos ensaios de

interacdo. Estas solugdes controle, além de servirem como referéncia para calculos de
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recuperacdo de Se na biomassa e sobrenadante, foram utilizadas no teste de adi¢do e
recuperacdo do analito na matriz para avaliacdo da exatiddo do método na determinagéo
de Se por analise direta do sobrenadante por GF AAS. O meio LB (15 g L) sem a
presenca dos elementos foi usado como branco no controle de contaminacgdo bacteriana
ao longo do experimento e nas medidas analiticas.

Apds o preparo, as replicatas de ensaios de interagdo, controle, solugdes controle
de Se e do branco foram incubadas em agitador orbital com banho termostatizado a 37 °C
por periodo total de 16 horas, em todos experimentos de exposicao.

O protocolo experimental padronizado para um experimento de exposicdo de
células de E. coli ao Se, desde o preparo do indculo até a incubagdo dos ensaios de
interacdo, controles e solucdes, esta ilustrado na Figura 2.

—_—
Solugdes controle
0,3;3,0e30 uM de Se

Incubagio

Selénio 37°C, 200 rpm, 16 h
E. coli ’\
\ Ensaios de interagdo
Qzﬁ Incubagao Diluigio 0,3;3,0e30 uM
e e
3 7°C
LB 200 rpm In6culo Suspensio de Controle
20h oD 1,7 células

oD 0,33

Figura 2. Procolo experimental de preparo dos ensaios de interacdo, controle, solucdes

controle de Se e branco de um experimento de exposicédo de células de E. coli ao Se.

Cada um dos quatro tipos de experimentos de exposi¢do foram repetidos em dias
diferentes. O experimento de exposicao individual ao Se foi repetido trés vezes, gerando
um conjunto de dados igual a 9 (n = 9) para os resultados de bioacumulacao de Se e igual
a 6 (n = 6) para os resultados de viabilidade celular, para cada espécie e concentracao de
Se. O experimento de exposicdo individual ao Hg foi repetido quatro vezes, gerando um
conjunto de dados igual a 12 (n = 12) para os resultados de viabilidade celular. Cada tipo
de experimento de coexposicdo, pré e pds-tratamento, foi repetido duas vezes, gerando

um conjunto de dados igual a 7 (n = 7) para os resultados de bioacumulacdo de Se (%) e
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igual a7 (n=7) para os resultados de viabilidade celular, para cada espécie e concentracao
de Se.

4.4.3 Coleta, tratamento e preparo de amostras

Ao final do experimento de exposicdo, passado o periodo de 16 h de incubacéo,
uma aliquota de 0,1 mL dos ensaios de interacdo e do controle foi coletada para a
avaliacdo da viabilidade celular de E. coli pelo método CFU, conforme descrito no tépico
4.5.

O restante do contetdo dos ensaios de interacdo e do controle foi centrifugado
para separar as células de E. coli (biomassa) do meio de cultivo (sobrenadante). Para isso,
os ensaios foram transferidos para frascos de polipropileno com fundo coénico e
centrifugados a 4 °C, 9000 rpm (7711 RFC), por 10 minutos. Os sobrenadantes foram
transferidos para frascos de polipropileno e armazenados a 4 °C até analise por GF AAS
no dia seguinte.

A biomassa de células sedimentada passou por um processo de lavagem que teve
como finalidade a remocédo de Se ou Hg fracamente adsorvidos e qualquer residuo de
meio de cultivo, assegurando que apenas Se e/ou Hg bioacumulados estivessem presentes
na biomassa. Para o processo de lavagem, a biomassa foi ressuspendida em tampao
fosfato salino (PBS), agitada em vortex e centrifugada. Este procedimento foi repetido
por duas vezes e 0 sobrenadante (tampao PBS) retirado e descartado.

A Figura 3 ilustra os procedimentos de (a) retirada de aliquota e diluicdo seriada
para a avaliacdo da viabilidade celular e de (b) separacdo das amostras e lavagem da

biomassa, que foram realizados com os ensaios de interacéo e controle apds a exposicao.
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Figura 3. Procedimentos de (a) avaliagdo da viabilidade celular e (b) separacdo das
amostras e lavagem da biomassa, realizados com os ensaios de interacdo e controle apos

a exposicao.

Um metodo de preparo de amostras por via Umida com aquecimento condutivo
em sistema aberto foi empregado para decompor as amostras de biomassa de células. Para
isso, 200 pL de HNO3 14 mol L™ e 50 pL de H20230% (v v!) foram adicionados ao
frasco contendo o conteudo total da biomassa de células e homogeneizados por agitacdo
em vortex. Em seguida, o frasco foi mantido em banho a 85 £ 5 °C por 10 min, sendo
posteriormente deixado esfriar a temperatura ambiente durante a noite. No dia seguinte,
as amostras de biomassa digeridas e os sobrenadantes foram diluidos com agua ultrapura

até o volume final adequado e analisados por GF AAS.

4.5 Teste de viabilidade celular
Para avaliar o efeito individual ou conjunto do Se e do Hg sobre o
desenvolvimento de E. coli, os ensaios de interacdo foram submetidos ao teste de
viabilidade celular ao final do periodo de incubacéo.
A viabilidade celular foi verificada através do método de contagem de unidade
formadora de colénias (CFU). Para isso, uma aliquota de 100 pL de cada replicata dos
ensaios de interacdo e do controle foi diluida em séries de 10, 100, 1000, 20000 e 200000

vezes em tampdao fosfato salino (PBS), conforme ilustrado na Figura 3(a). Uma aliquota
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de 50 pL da ultima dilui¢do foi espalhada com auxilio de al¢a de Drigalski sobre placa
com meio LB solido. Este procedimento foi feito em triplicata para cada replicata de
ensaio. As placas foram mantidas em estufa a 37 °C, por 20 h. Apds o periodo de
incubacao, foi feita a contagem manual das col6nias formadas e a concentracao de células
viaveis nos ensaios de interacdo e no controle foi expressa como logio CFU mL ™,

A viabilidade de E. coli no controle foi estabelecida como desenvolvimento basal
bacteriano nas condi¢fes ambientais estudadas na auséncia de Se e Hg. Os resultados
foram comparados por analise de variancia (ANOVA) entre o controle e os 4 tipos de

experimento de exposicdo de células.

4.6 Curva de crescimento celular

Curvas de crescimento bacteriano foram construidas para avaliar o
desenvolvimento celular de E. coli durante um longo tempo de incubagdo, com o objetivo
de verificar o periodo em que ocorre a fase de crescimento celular exponencial (fase log).
Isso permitiu estabelecer o periodo de incubacéo total de células de E. coli na exposi¢céo
ao Se e Hg nos experimentos. Para isso, 0s ensaios de interacdo e o controle de um
experimento com células de E. coli expostas individualmente a esses elementos foram
incubados a 37 °C em agitador orbital a 200 rpm por até 72 horas.

Para a construcdo das curvas de crescimento, ODsoonm Versus tempo (h), o
crescimento celular foi avaliado ao longo de 72 h de incubacédo pela medida da densidade
optica (ODeoonm) de aliquotas dos ensaios de interagdo e do controle, coletadas em

determinados intervalos de tempo.

4.7. Determinacdo de Se por Espectrometria de Absorcdo Atémica com Forno de
Grafite

A bioacumulacdo de Se por E. coli foi avaliada pela guantificacdo de Se em

amostras de biomassa digeridas utilizando a Espectrometria de Absorcdo Atémica com

Forno de Grafite (GF AAS). Além disso, a determinacdo de Se nas amostras dos

sobrenadantes do meio de cultivo e das solugdes controle de Se foi realizada por analise

direta por GF AAS. Todas as amostras analisadas foram diluidas apropriadamente para a

faixa linear e acidificadas (até 0,2% de HNO3) logo antes da analise.
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Para as determinacbGes, 20 pL de amostra foram injetados no atomizador
juntamente com 5 pL de uma solucdo 0,2% de Pd e 0,12% de Mg (equivalente a uma
massa de 10 pg de Pd e 6 pg de Mg), usada como modificador quimico, utilizando um
programa de temperatura otimizado, como descrito na Tabela 2.

Argdnio (Ar) foi utilizado em fluxo constante de 250 mL min™ como gas de purga
em todas as etapas do programa de aquecimento, exceto durante a etapa de atomizacao,
quando o fluxo de Ar foi interrompido.

Tabela 2. Programa de temperatura para determinacdo de Se por GF AAS.

Etapa Temperatura, °C Rampa, °C s Permanéncia, s
Secagem 1 120 8 25
Secagem 2 160 8 45

Pir6lise 1200 10 20

Atomizacéo 1850 0 4
Limpeza 2300 1 3

A curva analitica na faixa de 4 a 240 pg L foi estabelecida com padrdes de
calibracéo de Se total (0,2% de HNOs3). Todas as medidas foram feitas em triplicata e a
avaliacdo do sinal de absorcdo foi feita pela absorvancia integrada (area do sinal

analitico).

4.8.Determinacdo de Se por Espectrometria de Massa com Plasma

Indutivamente Acoplado

No sentido de avaliar a exatiddo do método de determinacéo de Se por GF AAS,
os resultados de bioacumulacédo de Se obtido pelo método proposto foram comparados
aos dados obtidos por Espectrometria de Massa com Plasma Indutivamente Acoplado
(ICP-MS), usada como uma técnica independente.

Para cumprir com este objetivo, réplicas de experimentos de exposicdo de células
de E. coli foram feitas exclusivamente para este fim. As amostras de biomassa (contetdo
total) e de sobrenadante (aliquotas) dos ensaios de interacao e controle, solucdes controle
de Se e branco, foram submetidas a um processo de decomposi¢éo assistida por ultrassom,
usando um método adaptado do proposto por Jesus e Arruda (2020)176. Para isso, 300 pL

de HNO3 14 mol L e 100 pL de H,02 30% (v v*) foram adicionados sobre uma aliquota
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de 100 pL de sobrenadante, solucéo controle de Se ou branco e sobre o contetdo total da
biomassa (previamente coletada em microtubo + 100 pL de 4gua). Apds homogeneizagdo
em vortex, 0s microtubos foram acomodados no suporte de um processador ultrassonico
de alta poténcia do tipo cup-horn (Qsonica®, Connecticut, EUA). A mistura foi
submetida a um programa de sonica¢do em uma poténcia de 150 W, por 3 min, em 6

ciclos de pulsos de amplitude de 60%, conforme descrito na Tabela 3.

Tabela 3. Programa de ciclos de sonicacédo utilizado no método de preparo de amostras.

Etapa Amplitude do pulso, % Tempo, s Poténcia, W
On 60 20 150
Off 0 10 0

As amostras decompostas foram apropriadamente diluidas a faixa linear para a
determinacéo de Se em ICP-MS equipado com uma minitocha e célula de coliséo de hélio.
As condicOes de operacdo, incluindo energia de radiofrequéncia (RF), vazéo de géas de
plasma (argdnio), vazéo de gas nebulizador e vazéo do gas auxiliar, estdo descritas na
Tabela 4.

Tabela 4. Condigdes operacionais usadas para a determinacéo de Se por ICP-MS.

Configuracao Instrumental

Nebulizador Meinhard
Céamera de nebulizacédo Ciclénica
Temperatura da camera (°C) 5
Poténcia da radiofrequéncia (kW) 1,2
Vazdo do gas principal (L min™) 8,0
Vazdo do gas de nebulizagdo (L min™?) 0,7
Vazdo do gas auxiliar (L min™) 1,1
Voltagem da cela de colisdo (V) -21
Vazdo de He (mL min) 6,0
Filtro de energia (V) 7,0

Os isGtopos "®Se, ''Se e "8Se foram monitorados e a aquisi¢do de dados foi obtida
em modo continuo. A quantificacdo de Se foi realizada por calibracdo externa com o
isdtopo "®Se e as medidas foram realizadas em quintuplicata.

40



A exatiddo do método de preparo assistido por ultrassom foi avaliada usando
material de referéncia certificado NIST 1577b de figado bovino. Para tanto, 0,5 mg desse
material de referéncia foi decomposto e analisado nas mesmas condi¢fes que foram

aplicadas as amostras de biomassa.

4.9. Célculos de recuperacdo de Se
Os dados da determinacéo de Se nas amostras analisadas por GF AAS e ICP-MS,
inicialmente obtidos em pg L™ de Se, foram convertidos em porcentagem (%) de Se
bioacumulado, no caso de amostras de biomassa, ou em % de Se recuperado, no caso de
amostras de sobrenadante ou das solugfes controle de Se.
A porcentagem de Se bioacumulado foi calculada a partir da concentragdo de Se
encontrada na biomassa e nas respectivas solugdes controle de Se, estas consideradas

como 100%, utilizando a Equagéo 1:

Se bioacumulado (%) =(concentracao de Se encontrada na amostra / concentracéo de

Se encontrada na solucéo controle) x 100% Equacdo 1

A porcentagem de Se recuperado no sobrenadante foi calculada da mesma forma
que a porcentagem de Se bioacumulado.

O célculo da porcentagem de Se recuperado nas solugcdes controle de Se
considerou o valor teorico de concentracdo de Se adicionado aos ensaios de interacédo

como 100%, conforme a Equacéo 2:

Se recuperado (%) =(concentracdo de Se encontrada/valor tedrico) x 100% Equacéo 2

O balanco de massa, calculado com a finalidade de avaliar a recuperacdo total do
Se adicionado aos ensaios de interacdo, foi determinado pela soma da % de Se

bioacumulado e da % de Se recuperada no sobrenadante.

4.10. Figuras de mérito
Os indicadores quantitativos de desempenho relacionados a exatiddo dos

resultados obtidos pelo método analitico otimizado para a determinacdo de Se por GF
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AAS, foram avaliadas a partir do seguinte: limite de deteccdo, limite de quantificacéo,
faixa linear dindmica, sensibilidade, exatiddo e preciséo.

O limite de deteccdo (LOD), expresso como a quantidade minima detectavel com
uma dada certeza analitica, € uma medida da concentragdo ou massa de analito que,
quando excedida, permite o reconhecimento de que a quantidade de analito na amostra é
maior que a da solugdo branco®’"*’®, O LOD foi calculado utilizando-se o desvio padréo
(s) de dez medidas de absorvancia sucessivas de uma solugdo branco (HNO30,2% v v?)
e o coeficiente angular (S) da curva de calibracdo (também definido como sensibilidade),
conforme Equacgéo 3.

LOD =3s/S Equacdo 3

O limite de quantifica¢do (LOQ), definido como a menor massa ou concentragéo
de analito que pode ser determinada quantitativamente com risco de erro inferior a 5%,

foi calculado pela Equacéo 4.

LOQ=10s/S Equacdo 4

A avaliacdo da sensibilidade foi realizada pela massa caracteristica (mo), que
consiste na massa de analito necessaria para produzir um sinal de absorvancia integrada
de 0,0044 s, equivalente a 1% do sinal analitico de absorcdo’’. Este parametro foi
calculado conforme a Equagdo 5, na qual mo € a massa de analito correspondente a uma
massa intermediaria da curva de calibracdo externa e Ain € 0 valor da absorvancia

integrada, em segundos, produzida por esta massa do analito.

Mo = volume injetado (uL) x concentracdo (ug L™) x 0,0044 (A-s) Equagéo 5

Aint amostra ~ Aint branco

A precisdo do método analitico para a determinacdo de Se por GF AAS foi
estimada em termos de repetibilidade, com medidas feitas no mesmo dia (um experimento
de exposicdo ao Se) e de precisdo intermediadria, com medidas feitas em trés dias
diferentes (trés experimento de exposicdo ao Se). Para este estudo, para cada réplica de
experimento, trés réplicas de ensaio de cada espécie de Se [Se(IV) e Se(VI)] em cada

nivel de concentragdo (0,3; 3,0 e 30,0 uM) foram analisadas em triplicata, sob as mesma
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condigdes experimentais e pelo mesmo analista. Os resultados foram expressos como
desvio padréo relativo (RSD).

A exatiddo do método de determinagdo de Se por GF AAS proposto foi avaliada
por dois processos: por teste de adi¢do e recuperacdo do analito e por comparagdo com
técnica analitica de referéncia.

As solucGes controle de 0,3; 3,0 e 30 M de Se (preparadas como Se(1V) e Se(VI)
em meio LB estéril, individualmente ou combinadas com 15 uM Hg) foram utilizadas
como testes de adicdo e recuperacao do analito. Ressalta-se que a determinacdo de Se por
GF AAS nestas solucBes controle foi feita por analise direta, sem prévio preparo da
amostra.

No sentido de avaliar a exatiddo do método por comparacdo com técnica analitica
de referéncia, a técnica de ICP-MS foi usada como uma técnica independente. As médias
percentuais de Se bioacumulado obtidas de experimentos independentes (trés réplicas
para GF AAS e duas para ICP-MS) foi calculada para cada espécies e concentracao de Se
e entdo comparadas por analise variancia (ANOVA). Além disso, a exatiddo das medidas
realizadas pela técnica de ICP-MS foi avaliada usando um material de referéncia
certificado (NIST 1577b - Figado bovino).

4.11. Anélise estatistica

A existéncia de diferencas significativas no crescimento celular de E. coli e na
porcentagem de Se bioacumulado em células de E. coli foi avaliada por analises de
variancia (ANOVA), realizadas com os resultados obtidos dos experimentos de exposi¢cdo
de células de E. coli ao Se e Hg no software R v.3.6.3.

Cada avaliacdo foi realizada conforme o efeito a ser avaliado; diferentes espécies
de Se [Se(IV) e Se(VI)] e niveis de concentracdo de Se (0,3, 3,0 e 30 uM); presenca de
Hg (0 e 15 uM); diferentes tipos de coexposicdo ao Se e Hg (pré e pos tratamentos) e
diferentes técnicas analiticas (GF AAS e ICP-MS).

Para todas as analises, 0s pressupostos de normalidade dos residuos e
homogeneidade das variancias da ANOVA foram verificados com o teste de Shapiro-
Wilk e o teste de Levene, respectivamente. O nivel de significancia a=0,05 foi utilizado
para todas as analises. Os testes de comparacdes maltiplas foram realizados utilizando o
teste de Tukey com p-valores ajustados ao nimero de comparacfes. As tabelas geradas

no software estdo disponiveis em Anexo.
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5. Resultados e discussao

Este capitulo inicia descrevendo como foi conduzida a otimiza¢do do programa
de temperatura da técnica de GF AAS escolhida como meétodo analitico para a
determinacdo de Se em biomassa bacteriana digerida e por analise direta de sobrenadante
de meio de cultivo.

No tdpico seguinte, sdo descritas as figuras de mérito do método analitico
otimizado, avaliadas por indicadores quantitativos de desempenho como sensibilidade,
linearidade, limite de deteccéo (LOD) e de quantificacdo (LOQ), precisdo e exatiddao. A
descricdo desses parametros trata da eficacia e da confiabilidade do método analitico.

Posteriormente, sdo apresentados os resultados da bioacumulacédo de Se por E.
coli ap0s exposicao ao Se nas formas de Se(IV) e Se(V1), individualmente ou combinado
com Hg(ll), e uma discussdo sobre o efeito que a espécie e a concentragdo de Se, bem
como a presenca de Hg, exercem na bioacumulacéo de Se por bactérias.

Por fim, é feita uma discussao sobre o balan¢o de massa de Se nos experimentos
de exposicao, analisando a distribuicdo do Se entre as diferentes fragdes dos ensaios de
interacdo (biomassa e sobrenadante), proporcionando uma compreensdo da dinamica do

Se no sistema estudado.

5.1. Otimizacdo do programa de temperatura para a determinacéo de Se por GF

AAS

Muitas solucbes aquosas podem ser analisadas segundo o0s parametros
instrumentais indicados na Tabela de Condi¢cbes Recomendadas fornecida pelo
fabricante, disponivel no manual do equipamento (PinAAcle 900T Atomic Absorption
Spectrometer, Perkin Elmer). No entanto, é indicado que cada etapa do programa de
temperatura seja otimizada para a determinacdo de um elemento em uma amostra
particular, pois algumas matrizes podem requerer ajustes adicionais.

Um programa de temperatura normalmente é composto de cinco etapas: secagem,
pirélise, atomizacao, limpeza e resfriamento. Neste estudo, as etapas de secagem, pirolise
e atomizacdo foram otimizadas com base nos parametros recomendados pelo fabricante
do equipamento, levando-se em consideracdo o uso de tubos de grafite THGA com

plataforma integrada.
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Para a determinacdo de Se, as condi¢bes recomendadas sdo: duas etapas
sequenciais de secagem, sendo a primeira a 110 °C por 20 segundos, seguida de uma
segunda a 130 °C por 30 segundos, uma temperatura de pirolise de 1300 °C e uma
temperatura de atomizacdo de 1900 °C, além do uso de 5 pg de palédio (Pd) + 3 pg de
magnésio (Mg) como modificador quimico. Nessas condic¢fes, 20 pL de uma solucéo
padrdo de 100 pg L™ de Se (2 ng) deveriam apresentar uma absorvéncia integrada de 0,2
para alcancar a sensibilidade instrumental esperada, dada por uma massa caracteristica de
45 pg, considerando uma leitura liquida de 0,0044 de absorvancia.

Para otimizar o programa de temperatura, uma série de medidas de absorvancia
integrada foi realizada analisando dois tipos de solucdo padréo de Se total de 100 pg L™.
Ambas as solugdes padrdo foram preparada em agua ultrapura com 0,2% (v v'') de HNOs,
sendo que uma dessas solucdes simulou a matriz, contendo 3,75 g L™ de meio de cultura
LB. Esta solucéo padréo teve a finalidade de representar a maior concentragédo de LB que
poderia estar presente em amostras de sobrenadante dos meios de cultivo apés diluicdo
adequada a faixa linear, sem que afetasse significativamente o sinal analitico.

Quanto a massa de modificador quimico usada na otimizacdo do programa de
temperatura, utilizou-se uma massa estabelecida em estudos prévios. Os resultados para
0 padrdo de Se contendo 1,5 g L™ de meio de cultura LB foram melhores com uma massa
de 10 pg Pd + 6 pg Mg (atingida com 5 pL de uma solucdo de Pd 0,2% + Mg 0,12%) em
comparacdo com a massa recomendada de 5 pg Pd + 3 pg Mg.

Para otimizar a etapa de secagem, que visa evaporar o solvente da amostra sem
projecao de respingos, levou-se em consideracdo a recomendacédo de dividir essa etapa
em duas etapas sequenciais. Assim, a remocdo de vapor no interior do tubo,
principalmente quando a solucao padréo contendo LB (matriz) foi analisada, ocorreu nas
temperaturas de secagem de 120 °C por 25 segundos e de 160 °C por 45 segundos.

As temperaturas Otimas de pirolise (Tp) e atomizacdo (Ta) foram estabelecidas
através de curvas temperatura versus absorvancia integrada, conforme apresentado na
Figura 4.

Para a construcdo da curva de temperatura de pir6lise, foram realizadas medidas
de absorvancia integrada em diferentes temperaturas de pirdlise (Tp), variando em torno
da Tp recomendada de 1300 °C, enquanto a temperatura de atomizacdo (Ta) foi sempre a
Ta recomendada de 1900 °C.

Analisando a curva de pirélise na Figura 4, observou-se que as temperatura de

pirélise que apresentaram as maiores sensibilidades (avaliada pela massa caracteristica,
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mo) para ambos os padrdes de Se total, sem e com LB, ficaram entre 1000 e 1200 °C.
Considerando que a temperatura de pirolise (Tp) deve ser tdo alta quanto possivel para
remover 0 maximo de componentes da matriz antes da etapa de atomizacao, sem que haja
perda do analito e, portanto, sem perda de sensibilidade, optou-se por ajustar a
temperatura de pirdlise para 1200 °C.
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0.065

Absorvancia integrada, s

0.060
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0.050 L D L B BN R L B B B B |
900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 2000
Temperatura, °C

Figura 4. Curva de temperatura de pirolise (a) e de atomizacéo (b) a partir de uma solugéo
analitica de 100 pg L Se (2 ng) preparada em (m) 4gua e em () LB 3,75 g L. Barras de
erro representam o desvio padrdo entre as medidas (n = 2). Condi¢bes experimentais: Ta

fixa em 1900 °C; Tp fixa em 1200 °C; 10 pg Pd + 6 pg Mg como modificador quimico.

Para a construcdo da curva de temperatura de atomizacao (Ta), foram realizadas
medidas da absorvancia integrada com a temperatura de pirolise fixada em 1200 °C,
enquanto a temperatura de atomizacdo foi variada em torno da Ta recomendada de 1900
°C.

Considerando que a temperatura de atomizacéao (Ta) deve ser suficientemente alta
para garantir a completa volatilizacdo do analito e proporcionar o maior sinal analitico, a
andlise da curva absorvancia integrada versus temperatura (Figura 4) revelou que o ponto
de maxima absorvancia foi alcancado em 1850 °C para ambos o0s padrdes de Se, sem e
com LB. Portanto, a temperatura de 1850 °C foi selecionada como temperatura de

atomizacao.
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Adicionalmente, considerando que a massa de modificador quimico usada para a
otimizagdo do programa de temperatura foi escolhida com base nos resultados de um
estudo prévio, onde a concentragdo de LB nas amostras de sobrenadante era de no
maximo 1,5 g L%, fez-se necessario verificar se a massa de modificador de 10 pg de Pd
+ 6 g de Mg seria adequada para estabilizar o analito na presenca de concentracdes de
LB tdo altas quanto 3,75 g L™, presente nas amostras de sobrenadante de ensaios de
interacdo posteriores. Para isso, medidas de absorvancia integrada de solucGes padréo de
Se total de 100 pg L2, preparadas sem e com LB (3,75 g L), foram realizadas utilizando
0 programa de temperatura otimizado e variando-se a massa do modificador, mantendo a

proporcao de 5:3 de Pd:Mg.
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Figura 5. Efeito da massa de modificador quimico Pd:Mg (ug) a partir de uma solugéo
padrdo de 100 pg L™ Se (2 ng) preparada em (m) 4gua e em (*) LB 3,75 g L. Barras de
erro representam o desvio padrao entre as medidas (n = 2). Condicdes experimentais: Tp
1200 °C e Ta 1850 °C.

Analisando a curva de absorvancia integrada versus massa de Pd:Mg na Figura 5,
é possivel observar o efeito da massa de modificador na estabilizacdo do analito no tubo
de grafite. A sensibilidade para Se em LB atinge um platd com a massa de modificador
de 10 pg de Pd + 6 g de Mg. No entanto, a sensibilidade para Se em dgua diminuiu com

massas maiores do que essa. Com a massa de 15 pug de Pd + 9 pg de Mg, a sensibilidade
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para Se foi a mesma para as solucdes padrdo sem e com LB. Contudo, com essa massa, 0
perfil do sinal analitico ndo retornava mais a linha de base. Deste modo, a massa de
modificador para as determinagdes de Se em solugdes contendo maior concentragdo de
LB (matriz) continuou sendo a massa de 10 pg Pd + 6 g Mg.

E valido mencionar que o Mg (5 pg) também foi testado como modificador
quimico, porém a sensibilidade alcangada (mo = 138 pg) foi menor do que a obtida quando
esse esteve combinado com Pd (mo = 89 pg).

Ainda nesse estudo, foi possivel verificar que o sinal analitico retornava a linha
base em 3 segundos, um intervalo satisfatorio para ser empregado como tempo de
integracdo do sinal. Esse resultado pode ser observado na Figura 6, que mostra o perfil
do sinal analitico do Se obtido a partir de diferentes solu¢bes padréo.

Se total Agua Se total LB

—AA —AA
0.18 4 —BG 0.18 4 ——BG|

Absorvancia, s
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T T
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Figura 6. Perfil de absorvancia de Se, sinal analitico (-) e sinal de fundo (-), obtido a
partir de uma solugdo padréo de 100 pg L™ (2 ng) de Se total em agua, Se total em LB
(3,75 g L), Se(lV) em LB (3,75 g L) e Se(VI) em LB (3,75 g L™). Condicdes
experimentais: Tp de 1200 °C, Ta de 1850 °C e 10 ug de Pd + 6 ug de Mg.
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E importante ressaltar que o nivel de absor¢do de fundo (background), que
acompanhou o sinal analitico (Figura 6), foi adequadamente compensado pelo sistema de
correcéo de absorcgéo de fundo baseado no efeito Zeeman, tendo em vista que os valores
de absorvéancia integrada do sinal de fundo foram inferiores a 0,8, e que as recuperacgdes
do analito variaram de 99% a 105%.

O programa de temperatura otimizado para determinacéo de Se por GF AAS esta
apresentado na Tabela 2, no topico 4.7.

5.2. Avaliagdo de desempenho do método analitico para a determinacéo de Se por

GF AAS

Com o método analitico otimizado, foram analisadas as figuras de mérito, que
tratam sobre a eficacia e da confiabilidade do metodo analitico, avaliadas por indicadores
quantitativos de desempenho como linearidade, limite de deteccdo (LOD) e de
quantificacdo (LOQ), sensibilidade, precisdo e exatidao,

A curva de calibracdo, estabelecida a partir de solu¢6es padréo de Se total em um
intervalo linear compreendendo concentragdes do analito que variaram de 4,0 a 240 g
L1, apresentou boa linearidade (R > 0,9997) e coeficiente de determinagio (R? > 0,9994).

O limite de deteccdo (LOD) obtido foi de 0,48 pg L™ e o limite de quantificacdo
(LOQ) de 1,59 pg L™

A sensibilidade para Se foi determinada em termos de massa caracteristica (mo) a
partir de medidas de absorvancia integrada de solucdes padréo de Se total de 100 pg L*,
preparadas sem e com LB (3,75 g L™). Valores de massa caracteristica de 89 e 103 pg
foram encontrados para o analito em agua e em LB, respectivamente. ldealmente,
nenhuma diferenca de sensibilidade entre os padrdes deveria ter sido observada,
considerando que foram determinadas em temperaturas Otimas. Além disso, a
sensibilidade experimental observada (89 e 103 pg) foi menor do que a sensibilidade
instrumental esperada, de 45 pg/0,0044 A-s. Esse resultado ocorreu devido a absorvancia
integrada observada ter sido aproximadamente metade (em torno de 0,1) do valor
esperado (0,2), mesmo em condi¢des 6timas de determinacao.

Adicionalmente, considerando que as formas de Se presentes nas amostras
(sobrenadantes dos ensaios de interacdo) serdo Se(IV) e Se(VI), a sensibilidade para Se
foi verificada a partir de solugBes padrdo de 100 pg L™ de selenito de sodio [Se(1V)] e

seleneto de sodio [Se(V1)] contendo 3,75 g L™ de meio de cultura LB. Valores de massa
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caracteristica de 94 e 92 pg foram encontrados para Se(1V) e Se(VI), respectivamente. A
similaridade entre a sensibilidade para Se total em agua (89 pg) e para Se(1V) (94 pg) e
Se(VI) (92 pg) em LB tornou viavel o uso da calibracdo externa com solugfes padréo de
Se total preparadas em &gua, além de possibilitar a analise direta de amostras de
sobrenadante dos ensaios de interacéo e de solugfes controle de Se (ambas contendo LB).

A Tabela 5 apresenta os resultados de linearidade, limite de detecgédo (LOD) e de
quantificacdo (LOQ) e sensibilidade (mo) obtidos com o método analitico para a
determinagéo de Se por GF AAS.

Tabela 5. Figuras de mérito para a determinagédo de Se por GF AAS.

Regressao linear (4,0 — 240 ug L?) Aint = — 0,0001 + 0,0011c
R? 0,9994

Limite de detecgdo (ug L) 0,48

Limite de quantificagdo (ug L™) 1,59

Massa caracteristica* (pg) 89

* Massa caracteristica instrumental (mo): 45 pg

Para a avaliacdo da precisdo e da exatiddo do método analitico utilizou-se os
resultados da bioacumulacéo de Se obtidos da determinacéo de Se na biomassa bacteriana
por GF AAS ap0ds decomposicao, que serdo discutidos no tdpico seguinte.

A precisdo do método analitico para a determinacdo de Se na biomassa foi
estimada em termos de repetibilidade e de precisao intermediaria. Para esses estudos, trés
replicatas de ensaio de cada uma das espécies de Se [Se(IV) e Se(VI)] em cada um dos
trés niveis de concentracao (0,3; 3,0 e 30 uM) foram analisadas em triplicata pelo mesmo
analista e sob as mesmas condicdes experimentais.

Para a repetibilidade, foram avaliadas os valores das replicatas de um experimento
feito no mesmo dia (n = 3) e para a precisdo intermediaria foram avaliadas as medidas
das replicatas de trés experimentos feitos e analisados em dias diferentes (3 experimentos,
n =9). Os resultados foram expressos como desvio padrdo relativo (RSD) e apresentados
na Tabela 6.
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Tabela 6. Precisdo do método para a quantificacdo de Se na biomassa bacteriana por GF
AAS, em termos de repetibilidade e precisdo intermediaria. Os valores representam a
média de Se bioacumulado (%) juntamente com o desvio padrdo relativo (RSD, %) para

cada combinacao de espécie e concentracao de Se.

) Repetibilidade (n = 3) Precisdo Intermediaria (n = 9)
Biomassa
Média, % RSD, % Média, % RSD, %
0,3 uM 18,83 7,24 18,50 7,61
Se(1V) 3,0 uM 5,83 3,27 6,09 4,43
30 uM 42,45 7,05 41,13 18,81
0,3 uM 17,66 4,47 17,75 5,61
Se(VI) 3,0 uM 5,08 5,35 5,21 9,23
30 uM 14,57 11,62 15,82 12,34

A precisdo do metodo analitico em termos de repetibilidade (n = 3) apresentou
valores entre 3,3 — 7,2% para Se(IV) e entre 5,4 — 11,6% para Se(V1). Os resultados
obtidos em termos de preciséo intermediaria (n = 9) foram inferiores a 12,3%, exceto para
0 ensaio 30 uM de Se(1V), que apresentou um desvio de 18,8%.

A precisdo do método é considerada aceitavel de acordo com as diretrizes da
AOAC International (Association of Official Analytical Chemists)*®® para requisitos de
desempenho de métodos padrédo, que indicam uma precisdo esperada (repetibilidade) de
11% dentro da faixa de concentracéo do analito de até 1,0 mg L.

A exatiddo do método analitico proposto foi avaliada por comparacdo dos
resultados da bioacumulacgéo de Se obtidos por ICP-MS, usada como técnica analitica de
referéncia. Vale ressaltar que, para as determinacdes de Se por GF AAS, as amostras de
biomassa foram submetidas a um meétodo de decomposicdo por via Umida com
aquecimento condutivo, enquanto para as determinac6es de Se por ICP-MS, amostras de
biomassa de outros dois experimentos independentes foram submetidas a um método de
decomposicao por via Umida assistida por ultrassom.

Uma ANOVA foi conduzida para avaliar a existéncia de diferencas significativas
na porcentagem média de Se bioacumulado por E. coli obtida pelas técnicas analiticas GF
AAS (média de replicatas de 3 experimentos, n = 3) e ICP-MS (média de replicatas de
dois experimentos, n = 2). Os resultados obtidos dessa analise sdo apresentados na Tabela

7, e a Tabela A, presente nos Anexos, contém os dados gerados.
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Tabela 7. Exatiddo do método analitico para a quantificacdo de Se na biomassa bacteriana
por GF AAS comparado a técnica analitica de referéncia, ICP-MS, avaliada por analise
de variancia. Os valores representam o percentual médio de Se bioacumulado (%) +

desvio padrdo para cada combinagdo de espécie e concentragdo de Se.

Biomassa GF AAS (n=3) ICP-MS (n=2) ANOVA (n =6)
0,3 uM 18,5+0,1 193+14 189+10
Se(IvV) 3,0 uM 6,1+0,1 57+0,5 59+0,4
30 uM 41,1+20 399+04 40,5+15
0,3 uM 17,7+0,4 179+11 17,8 £ 0,7
Se(Vl)  3,0uM 5,2 +0,2 53+0,1 52+0,1
30 uM 158+ 1,6 135+15 146+18

A ANOVA (p-valor = 0,978) revelou que ndo houve diferenca significativa entre
os resultados de Se bioacumulado obtidos pelo método proposto, GF AAS, e os obtidos
pela técnica independente, ICP-MS.

A exatiddo da técnica de ICP-MS e, consequentemente, do método de
decomposicao assistida por ultrassom, foi previamente avaliada pela determinacgéo de Se
em material de referéncia padrdo NIST 1577b bovine liver. A decomposicdo do material
de referéncia foi feita nas mesmas condicbes de analise aplicadas as amostras de
biomassa. Os resultados obtidos mostraram que ndo ha diferenca significativa entre o
valor encontrado (0,77 * 0,04 pug g*) e o valor certificado (0,73 + 0,06 pg g*2) (teste t,
tcalc = 1,51; terit = 4,30, com nivel de confianca de 95%). A concordancia dos resultados
foi de 105,09% =+ 5,03%.

A exatiddo do método também foi avaliada para a analise direta dos sobrenadantes
dos ensaios de interacdo (meio de cultivo LB) pelo método analitico de GF AAS, através
da recuperacdo de Se em solucbes controle de Se de cada réplica de experimento de
exposicdo ao Se, individual e combinada com Hg(ll), preparadas em duplicata e
analisadas em triplicata. Essas solucdes serviram como testes de adi¢éo e recuperacao do
analito na matriz. Os percentuais médios de Se recuperado nessas solugdes controle sdo

apresentados na Tabela 8.
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Tabela 8. Valores percentuais de Se recuperado nas solugdes controle de Se(IV) e Se(V1)
nos experimentos de exposi¢do individual ou combinado com Hg(ll). Os valores
representam a media £ desvio padréo para cada combinagdo de espécie e concentracao de
Se.

pré-tratamento pés-tratamento
Se (n=6)
Solugdes (n=4) (n=14)
Se(1V) Se(VI) Se(1V) Se(VI) Se(1V) Se(VI)
0,3uM 101+1 101+1 99+1 101+1 99 +2 1005
3,0 uM 99+2 103 +1 100 £+ 3 101+4 101+2 103+3

30 pM 100 + 2 99 +2 103 +2 105+4 102 +1 103+ 4

A recuperagdo percentual média de Se nessas solugdes controle foi satisfatoria
para Se(1V) e Se(VI) em todos os niveis de concentracdo e tipos de exposi¢cdo, com
valores variando de 99% a 105%. Isso indica que a analise direta dos sobrenadantes do
meio de cultivo pelo método de GF AAS apresenta elevada precisdo e exatidao.

Portanto, os resultados dessa avaliacdo de desempenho comprovam que 0 método
analitico proposto para determinacdo de Se por GF AAS demonstra desempenho
consistente com 0s requisitos necessarios para a analise precisa e exatada da biomassa

bacteriana digerida, bem como para a analise direta do sobrenadante do meio de cultivo.

5.3. Bioacumulacéo de Se por E. coli
Neste tdpico, serdo relatados os resultados do estudo que avaliou o potencial de
E. coli ATCC 11775 em bioacumular Se e investigou o efeito de diferentes espécies e
concentracdes de Se no desenvolvimento celular e na bioacumulacéo de Se. Também sera
discutido o desenvolvimento de um experimento de exposicao de células de E. coli em
diferentes condi¢des de cultivo, incluindo a concentracao inicial de células, o tempo de

incubacdo e as concentracdes e espécies de Se.

5.3.1Experimento de exposicao de células de E. coli ao Se: estudo preliminar A

Neste primeiro experimento de exposicdo de células de E. coli ao Se, foram
utilizadas concentrac6es de 30, 60 e 120 uM de Se nas formas de Se(1V) e Se(VI).

A escolha dessas concentracoes foi baseada na Dose Diaria Recomendada (RDA)
de 55 ug Se para individuos adultos, estabelecida pelo FDA%. As concentragGes de Se
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correspondem, respectivamente, as massas de 25, 50 e 100 pg de Se, representando
aproximadamente a metade, a dose e o dobro da RDA.

Os ensaios de interacdo foram preparados individualmente pela diluicdo de 1,0
mL de inéculo (suspensédo concentrada de células) em tubos de ensaio contendo 9,0 mL
de meio LB estéril, resultando em uma concentracao inicial de células com uma ODsgonm
que variou em torno de 0,4. Ap6s 2 horas de incubacéo, o Se foi adicionado e 0s ensaios
foram mantidos a 37 °C sob agitacdo por 20 h. O controle, os ensaios de interacdo e as
solugdes controle de Se foram preparados em duplicatas, e o experimento foi repetido em
dias diferentes, gerando duplicata de experimentos.

Ao final de cada experimento, avaliou-se o efeito do Se(IV) e Se(VI) no
crescimento celular e na bioacumulagéo de Se por E. coli.

Os resultados do crescimento celular (Figura 7) ndo revelaram diferencas entre os
ensaios de interagdo com Se(IV), Se(V1) e o controle. No entanto, é importante mencionar
que o método usado para avaliar o desenvolvimento celular basea-se na medida da
densidade optica (ODsoonm), que contabiliza tanto células vivas quanto mortas, nédo
permitindo avaliar a viabilidade celular. Portanto, ndo foi possivel determinar se a

presenca de Se inibiu ou estimulou o desenvolvimento celular de E. coli.
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Figura 7. Crescimento celular de E. coli. Os valores representam a média + desvio padrao

de dois experimentos independentes, n = 4.

Para avaliar a bioacumulacdo de Se, a biomassa de células foi digerida com 0,5

mL de HNO3 14 mol L™ em banho-maria a 85 + 5 °C por 30 min. As amostras digeridas
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foram diluidas e analisadas por GF AAS. Na Tabela 9, os resultados da bioacumulagdo

de Se por E. coli estéo expressos em porcentagem (%) de Se bioacumulado.

Tabela 9. Valores percentuais de Se bioacumulado por células de E. coli apds exposicao
ao Se(l1V) e Se(VI). Os valores representam a média + desvio padrdo obtidos de um

experimento, n = 2.

Se bioacumulado (%)

Biomassa
Se(1V) Se(VI)
30 uM 346+34 16,3+0,8
60 pM 40,9 +56 18,1+26
120 uM 29,0+ 0,5 172+25

Os resultados mostram que quantidades significativas de Se, superiores a 16%,
foram bioacumuladas por E. coli (Tabela 9). Quando as células foram expostas ao Se(IV),
os valores variaram entre 29,0% e 40,9%, enquanto para Se(VI) os valores ficaram em
torno de 17%. Assim, o percentual médio de Se bioacumulado na presenca de Se(1V) foi
duas vezes maior em comparacao com Se(V1). Isso indica que a bioacumulacdo de Se por
E. coli depende da espécie de Se.

Quando avaliado o efeito da concentracéo de Se em cada espécie, observou-se que
0 percentual médio de Se bioacumulado aumentou com a concentracao de Se(lV) até 60
MM, enquanto ndo houve diferenca entre as concentracdes de Se(VI). Isso indica que a
bioacumulacgéo de Se por E. coli depende da concentracao de Se(IV), mas ndo de Se(VI).

Esses resultados sugerem que E. coli ATCC 11775 pode bioacumular quantidades
significativas de Se e que tanto a espécie quanto a concentracdo de Se influenciam a
bioacumulacéo de Se.

Entretanto, as variacGes na concentracdo inicial de células, devido a dilui¢do
individual no preparo dos ensaios de interacdo, e a avaliacdo imprecisa do
desenvolvimento celular podem ter afetado a qualidade dos resultados. Portanto, um novo

experimento foi desenvolvido para padronizar esses parametros experimentais.

5.3.2 Experimento de exposicdo de células de E. coli ao Se: estudo preliminar B
Para este experimento, a concentracdo inicial de células foi padronizada e a
exposicdo de células de E. coli ao Se foi realizada com Se(IV) nas concentracdes de 30,

60, 120 e 500 puM. A concentragdo de 500 pM de Se corresponde aproximadamente a
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uma massa de 400 pg de Se, que representa o limite diario maximo toleravel de Se
ingerido em uma dieta para individuos adultos, conforme estabelecida pela WHO/FAO*,

A padronizacdo da concentracdo inicial de células foi realizada diluindo o
contetdo total do in6culo em meio LB estéril até resultar em uma suspenséo de células
com ODeoonm de 0,33, a qual foi usada para preparar 0s ensaios.

O periodo de exposicdo bacteriana ao Se foi otimizado pela avaliacdo do
desenvolvimento celular de E. coli ao longo do tempo, na auséncia e na presenca de 30,
60, 120 e 500 uM de Se(1V). Para isso, curvas de crescimento celular foram obtidas a
partir de medidas de ODgoonm dOS ensaios realizadas em diferentes intervalos de tempo

durante um periodo total de 144 horas (6 dias), como mostrado na Figura 8.
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Figura 8. Curvas de crescimento celular de E. coli exposta a 30, 50, 120 e 500 uM de
Se(lV) e no controle. (média = desvio padrdo, n = 2). Imagens inseridas no grafico
correspondem respectivamente ao controle e aos ensaios de interacdo em ordem crescente
de concentracdo, coletados nos intervalos 0 h (a), 8 h (b) e 24 h (c) da curva de

crescimento.

Considerando que o comportamento e a bioguimica celular sofrem alteracdes

durante o desenvolvimento celular, e que isso pode ser representado por uma curva
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sigmoide com até quatro fases distintas do crescimento bacteriano (lag, exponencial,
estacionaria e declinio) 17918 observou-se que as curvas de crescimento obtidas tanto
para o controle quanto para os ensaios de interagdo com Se(1V) exibiram duas fases do
desenvolvimento celular, a fase exponencial, de 0 a 20 h, e a fase estacionéria, de 20 h a
144 h.

Assim, considerando que o Se é acumulado principalmente durante a fase
exponencial do crescimento bacteriano, devido & alta atividade metabdlica e viabilidade
celular®1% foi estabelecido um tempo de incubagao de células de E. coli na presenca de
Se(1V) de 16 h, visto que a partir desse ponto aparentemente inicia-se a desaceleracéo do
crescimento exponencial.

Vale ressaltar que alguns ensaios de interacdo de Se(IV) apresentaram valores de
ODsoonm maiores do que o controle, quando comparados em um mesmo intervalo de
tempo, ao mesmo tempo em que uma alteracdo na coloragéo dos ensaios foi observada,
como pode ser notado nas curvas e imagens na Figura 8. Na Figura 8(a), no tempo 0 h,
observa-se que 0s ensaios de interacdo e o controle possuem a mesma coloracdo. Na
Figura 8(b), em 5 h de incubacéo, o ensaio de interacdo de 500 puM de Se(IV) ja apresenta
alteracdo em relacdo a sua cor inicial e, a0 mesmo tempo, valores de ODgoonm maiores do
que o controle. Na Figura 8(c), apds 24 h de incubacdo, a coloracdo alaranjada é
perceptivel em todos os ensaios com Se(1V) e se intensifica a medida que a concentracao
de Se aumenta. Esta coloracdo alaranjada era esperada na interacdo entre E. coli + Se
visto que E. coli é uma bactéria Se-redutora, capaz de reduzir o Se(1V) para Se elementar,
Se(0), o qual possui esta coloragdo caracteristica®'%, Portanto, nos casos em que 0s
ensaios de interacdo apresentaram valores de OD maiores do que no controle, 0 aumento
da turbidez foi causado pela formacao de Se(0) e ndo pelo aumento do nimero de células.

Assim, definidos a concentracdo inicial de células (ODegoonm 0,33) e 0 tempo de
incubacdo (16 h), o experimento de exposicdo de E. coli a 30 a 500 uM de Se(1V) foi
realizado para avaliar o efeito das concentracGes de Se na viabilidade celular e na
bioacumulacgédo de Se. O experimento foi repetido em dias diferentes, gerando triplicata
de experimentos.

Apos 16 h de incubacédo a aparente formacdo de Se elementar foi observada nos
ensaios de interacdo de Se(IV) pela mudanca de coloracdo, reproduzindo o que foi
observado anteriormente nas curvas de crescimento celular. Cabe ressaltar que ndao foram
observadas alteracdes na coloracdo das solucGes controle de Se(1V) (auséncia de E. coli),

quando comparadas aos seus respectivos ensaios de interagdo, o que demonstra que a
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formacdo de Se elementar é resultado da reducdo do Se(lV) através do metabolismo de
E. coli.

O efeito das concentragOes de Se(1V) sobre o crescimento de E. coli foi avaliado
pela viabilidade celular utilizando o método de contagem de unidades formadoras de
col6nia (CFU). Os dados obtidos, expressos como logio(CFU mL 1), foram comparados
por ANOVA para avaliar a existéncia de diferencas significativas na viabilidade celular
de E. coli entre as diferentes concentracdes de Se(IV) e o controle. Os resultados desta
analise sdo apresentados na Figura 9, e a Tabela B, presente nos Anexos, contém os dados

gerados.
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Figura 9. Viabilidade celular média (logi1oCFU mL™) de E. coli exposta a diferentes
concentracdes de Se(1V). 0 uM de Se(IV) representa o controle. Os dados sdo expressos
como média £ desvio padrdo, n = 9. Asteriscos representam p-valores ajustados para 0s

testes de comparag6es multiplas de Tukey. *: p-valor <0.05; **: p-valor <0.01.

Os resultados da ANOVA revelaram que a viabilidade média de E. coli difere
significativamente entre as concentragdes de Se(IV) (F(1,13) = 9,41, p-valor = 0,009). O
teste de Tukey ndo mostrou diferencas estatisticamente significativas na viabilidade
celular entre o controle e o0 ensaio de interacdo de 30 uM de Se(IV), mesmo com a
formacdo de Se elementar. No entanto, efeitos inibitorios no crescimento celular de E.

coli foram observados a partir de 60 uM de Se(IV), sendo a viabilidade celular
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significativamente menor nos niveis de 60 e 120 uM em compara¢do a viabilidade no
controle e no ensaio de 30 uM de Se(1V).

A producdo de Se elementar por células bacterianas e reconhecida como um
mecanismo de resisténcia as altas concentracoes de Se, no qual o Se(1V) é reduzido a Se
elementar, insolivel e menos toxico® %0114 Segundo os estudos sobre o metabolismo do
Se realizados em E. coli, ha casos em que, além da deposicdo de Se elementar, pode
ocorrer a producdo de radicais superoxido, agentes de estresse oxidativo, 0 que causa
inibicdo do crescimento celular® 3, Devido a isso, a formacéo de Se elementar tem sido
relacionada a toxicidade do Se, porém no estudo de Tetteh et al. (2014)% foi relatado que
quando as culturas de E. coli foram tratadas com 50 a 500 uM de Se(lV), as culturas
adquirem coloracdo vermelha devido a formacdo de Se(0) sem apresentar inibicdo no
crescimento bacteriano.

Quanto a avaliacdo do efeito das concentracdes de Se(IV) na bioacumulagéo de
Se, devido a presenca de Se(0) na biomassa de células — identificada pela coloragédo
alaranjada atribuida aos ensaios, a qual se intensificou com o aumento da concentracao
de Se(IV) — optou-se por analisar apenas 0s sobrenadantes dos ensaios. Dessa forma, a
bioacumulacédo de Se foi estimada por diferenca a partir do percentual de Se recuperado
nos sobrenadantes analisados por GF AAS, sem preparo prévio de amostra. Os resultados

expressos em porcentagem (%) de Se bioacumulado estdo apresentados na Tabela 10.

Tabela 10. Valores percentuais de Se recuperado na solucao controle, no sobrenadante e
bioacumulado apds exposicao de células de E. coli ao Se(1V). Os valores representam a

média £ desvio padrédo de dois experimentos independentes.

% Se
) Solucgéo controle Sobrenadante Bioacumulado
Ensaio
(n=2) (n=6) (n=6)
Se(1V) 30 pM 93929 53,6 £3,4 46,4 +34
Se(1V) 60 pM 96,3 +6,7 39,4+28 60,6 £2,8
Se(1V) 120 pM 95,2+2.2 42,2+15 578+15
Se(1V) 500 pM 97,8+0,4 25904 741+0,4

Conforme apresentado na Tabela 10, as recuperacfes de Se obtidas nas solugcdes

controle de Se foram satisfatérias em toda a faixa de concentracdo, 30 a 500 uM, com
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valores superiores a 94%. Em relacdo a bioacumulagdo, E. coli demonstrou capacidade
de acumular quantidades significativas de Se, com valores superiores a 46% do Se.

Ao avaliar o efeito da concentracdo de Se(lV) na bioacumulagéo, observou-se um
aumento nas porcentagens de Se bioacumulado conforme a concentracdo aumentava,
atingindo valores de até 74%. Este resultado era esperado, considerando observacgdes
anteriores sobre a formacéo de Se(0).

Portanto, os resultados deste experimento demonstraram a capacidade de E. coli
ATCC 11775 de reduzir Se(IV) a Se(0) a partir de uma concentracdo de 30 uM de Se(1V),
bioacumulando quantidades significativas de Se e consequentemente removendo Se do
meio. Além disso, observou-se que a concentragdo de Se(IV) influencia tanto a
bioacumulagédo de Se quanto o desenvolvimento bacteriano.

Por fim, comparamos os resultados obtidos neste experimento (B) com os do
experimento anterior (A) em relacdo ao crescimento celular e a bioacumulacdo de Se, a
partir dos resultados de um ensaio de interacdo de mesma concentracdo e espécie de Se,
neste caso, 120 uM de Se(IV).

No experimento B, observou-se que a coloragdo do ensaio mudou para alaranjada
apos 8 h de incubacdo, devido a formacdo de Se elementar, e ao final de 16 h de
incubacéo, a porcentagem de Se bioacumulado foi estimada em 58%. J& no experimento
A, mesmo apos 20 h de incubacdo, ndo houve mudanca perceptivel na coloragéo, e a
porcentagem de Se bioacumulado foi de 29%, metade da obtida no experimento B. Essa
diferenca na bioacumulacdo de Se provavelmente esta relacionada a producéo de Se(0).

No entanto, considerando que E. coli é capaz de reduzir Se(IV) a Se(0) por um
mecanismo de resisténcia a altas concentraces de Se®1%1!4 era esperado que a
formacdo de Se(0) ocorresse nos ensaios de ambos 0s experimentos. Comparando as
condicdes experimentais de cada experimento, encontramos que a concentracgdo inicial de
células é um dos fatores que difere entre eles.

No experimento B, a concentracdo inicial de células foi menor (ODgoonm 0,33) em
comparagdo com o experimento A (ODsoonm €m torno de 0,6, quando Se foi adicionado
ao ensaio). Porém, em ambos 0s experimentos 0s ensaios atingiram uma concentragdo
final de células em torno de 1,2 de ODsoonm, €m media. Assim, visto que diferentes
concentracBes iniciais de células resultaram em concentracdes finais similares, pode-se
inferir que esses experimentos apresentaram diferentes taxas de crescimento celular e
atividade metabdlica. Essas diferencas influenciaram as taxas de bioacumulacédo de Se,

descartando a suposicdo de que uma maior concentracao inicial de células resultaria em
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um maior acumulo de Se. Assim, essa observacdo ndo explica por que a producdo de
Se(0) ocorreu no experimento B e ndo no A.

Entdo, a propor¢do entre as concentracdes de Se e concentragdes de células foi
analisada. No experimento A, considerando que o Se foi adicionado apds 2 h de
ambientagdo e neste momento a ODsgoonm €ra de 0,6, a propor¢édo de Se:célula (120:0,6)
foi de 200. No experimento B, a proporcéo de Se:célula (120:0,33) foi de 360. Logo, a
propor¢do Se:célula em B € maior do que em A e suficiente para desencadear o
mecanismo de resisténcia resultando em producdo de Se elementar e, assim, em maior
taxa de Se bioacumulado.

Com base nessa comparacdo, concluimos que a ativacdo do mecanismo de
resisténcia bacteriana ao Se, com a consequente formacdo de Se elementar, depende da
proporc¢do entre a concentracdo de Se e a concentracao inicial de células. Esses resultados
corroboram a hipotese de que diferentes concentrac@es iniciais de células podem levar a
resultados distintos, mesmo quando expostas & mesma concentracdo de Se, e, portanto, o
conceito “altas concentragdes de Se” ¢ empirico. Em sintese, esta analise demonstra como
diferentes condigdes experimentais podem influenciar a bioacumulacéo de Se por E. coli,
evidenciando a complexidade envolvida na interpretacdo dos resultados. Dessa forma,
destaca-se a importancia de realizar experimentos padronizados de exposicao de células.

Assim, com base nos resultados obtidos até 0 momento e considerando a etapa
seguinte deste estudo, que envolve investigar a influéncia do Hg na bioacumulacao de Se
por E. coli, foi necessario testar concentracdes de Se que ndo causassem inibicdo do
crescimento celular e comparar diferentes espécies de Se. Portanto, para atender a esses
requisitos, trés niveis de concentracéo, 0,3; 3,0 e 30 UM de Se, nas formas de Se(IV) e
Se(VI), foram investigadas em um protocolo experimental padronizado para exposi¢cdo

de células.

5.3.3Experimento de exposi¢ao de células de E. coli ao Se

Primeiramente, avaliou-se o efeito de diferentes concentragdes, 0,3; 3,0 € 30 uM,
e espécies de Se, Se(IV) e Se(VI), no crescimento celular. Para isso, curvas de
crescimento celular foram obtidas (Figura 10) através de medidas de ODeoonm dOS ensaios
de interacdo e controle em determinados intervalos de tempo ao longo de um periodo total
de 72 horas.
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Figura 10. Curvas de crescimento celular de E. coli no controle e na exposicdo a 0,3, 3,0
e 30 UM de Se(1V) e Se(VI). Os dados sdo expressos como média * desvio padrédo, n = 2.

Como mostra o grafico da Figura 10, os perfis das curvas de crescimento celular
obtidas, tanto para o controle quanto para os ensaios de interacdo, foram semelhantes ao
longo de todo o periodo de exposicdo, caracterizados por duas fases distintas: fase
exponencial e fase estacionaria. E. coli atingiu a fase estacionaria em aproximadamente
20 horas, e no intervalo de 16 h o controle e os ensaios de interacdo apresentaram
diferengas minimas no crescimento celular (ODsoonm). Neste intervalo de tempo, este
padrdo de crescimento foi consistente com os resultados observados no experimento
preliminar B, no qual a exposicdo a concentracGes de 30 a 500 uM de Se(lV) foi
investigada. Portanto, o periodo de incubacdo de 16 h foi considerado adequado para
exposicdo de células de E. coli a baixas concentracdes de Se.

Cabe mencionar que, ao longo de todo o periodo avaliado, ndo foram encontradas
diferencas significativas na ODsoonm €ntre 0 controle e 0s ensaios de interacdo. 1sso
contrasta com o0s resultados observados nas curvas de crescimento do experimento
preliminar B, onde as diferencas de ODsoonm €ntre o controle e os ensaios foram
correlacionados a formacdo de Se(0), evidenciada pela coloracdo alaranjada desses
ensaios. No entanto, apesar de ndo terem sido observadas alteracdes na coloracdo, isso
ndo significa que a reducao do Se em baixas concentracdes nao tenha ocorrido.

Com o tempo de incubacdo definido (16 h), um experimento de exposicdo de
celulas de E. coli ao Se, nas formas de Se(IV) e Se(VI), em trés niveis de concentracdo
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0,3, 3,0 e 30 uM, foi realizado. Para isso, 0s ensaios de interacdo e o controle, preparados
em triplicata, e as solu¢Bes controle de Se foram incubados a 37 °C e 200 rpm por 16 h.
O experimento foi repetido em dias diferentes, gerando triplicata de experimentos.

Ao final de cada experimento de exposicdo, o efeito da espécie e nivel de
concentracdo de Se na resposta celular de E. coli foi avaliado quanto ao crescimento
celular e a bioacumulagdo de Se.

O crescimento celular de E. coli foi analisado a partir dos resultados obtidos no
teste de viabilidade celular (CFU). Os dados obtidos, expressos como logio(CFU mL ™),
foram comparados por ANOVA para avaliar a existéncia de diferencas significativas na
viabilidade celular de E. coli entre as diferentes espécies e concentracGes de Se e 0
controle. Os resultados desta analise sdo apresentados na Figura 11, e a Tabela C, presente
nos Anexos, contém os dados gerados.
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Figura 11. Viabilidade celular média de E. coli em diferentes espécies e concentracdes
de Se. A concentracdo de 0 uM de Se representa o controle. Os dados representam a

média £ desvio padrdo, n = 6.

Como mostra a Figura 11, ndo foram encontradas diferencas estatisticamente
significativas (p-valor = 0,941) no crescimento celular de E. coli entre o controle
(auséncia de Se) e os ensaios de interacdo de qualquer espécie ou nivel de concentracao

de Se. Assim, a presenca de Se ndo teve efeito inibitorio ou estimulante sobre o
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crescimento celular de E. coli em nenhuma das espécies ou niveis de concentracéo
estudados.

Esses resultados divergem de achados anterioresi®82 pois sendo o Se um
microelemento essencial para o crescimento bacteriano, um efeito estimulante do
crescimento bacteriano era esperado para Se em baixas concentragdes. Segundo o estudo
de Ding et al. (2010)*#?, em baixas concentragdes (12,5 a 125 uM), Se(IV) promoveu o
crescimento de E. coli induzindo a enzima formato desidrogenase para defesa bioldgica,
enquanto que em niveis superiores a 125 uM foi toxico para as células bacterianas,
inibindo o crescimento celular. Conforme relatado por Tetteh et al. (2014)%,
concentracdes de 0,1 a 100 uM de Se(IV) apresentaram um efeito estimulador do
crescimento de até 30%, enquanto que em concentracgdes a partir de 1,0 mM, Se(IV) inibiu
o0 crescimento celular.

A bioacumulagdo de Se por E. coli foi avaliada com base nos resultados da
determinacdo de Se na biomassa de células digeridas e analisadas por GF AAS.
Adicionalmente, a recuperacdo de Se nos sobrenadantes dos ensaios de interagdo (meio
de cultivo) e nas solucdes controle de Se (meio LB) foi determinada por analise direta por
GF AAS. A recuperacgdo de Se nos sobrenadantes foi determinada para fins de calculo de
balanco de massa de Se (recuperacao total do Se adicionado aos ensaios), enquanto a
recuperacdo de Se nas solucdes controle teve como finalidade avaliar a exatiddo do
método para anélise direta por GF AAS. Esses resultados sdo discutidos nos topicos 5.2.
e 5.5, respectivamente.

Os dados da determinacdo de Se nas amostras, obtidos por GF AAS em
concentracdo (ug L?), foram convertidos em porcentagem (%) de Se bioacumulado,
conforme descrito no tépico 4.9. Os resultados, em %, de Se bioacumulado em células de
E. coli, obtidos para cada espécie de Se, Se(IV) e Se(V1), e niveis de concentracao, 0,3,

3,0 e 30 uM, sdo mostrados na Tabela 11.
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Tabela 11. Valores percentuais de Se bioacumulado em células de E. coli apds exposi¢do
ao Se. Os valores representam a média *+ desvio padrdo de trés experimentos

independentes, n = 9.

Biomassa % Se bioacumulado
Se(1V) Se(VI)
0,3 uM 18,5+0,1 17,7+0,4
3,0 uM 6,1+0,1 5,2 +0,2
30 uM 41,1+2,0 15,8 +1,6

Os resultados apresentados na Tabela 11 mostram que quantidades significativas
de Se foram encontradas junto a biomassa de células de E. coli apds a exposicdo ao Se.

Para avaliar o efeito de cada nivel de concentracdo e espécies de Se na
bioacumulagdo de Se por E. coli, uma ANOVA, com nivel de significancia de a=0,05,
foi conduzida para verificar a existéncia de diferengas significativas no percentual médio
de Se bioacumulado, avaliando estes dois fatores. O teste de Shapiro-Wilk mostrou que
0s residuos do modelo seguem a distribuicdo normal (p-valor = 0,1059) e o teste de
Levene foi ndo significativo (p-valor = 0,557), portanto as variancias foram consideradas
homogéneas entre os grupos. Os testes de compara¢Ges multiplas foram realizados
utilizando o teste de Tukey com p-valores ajustados ao nimero de comparacdes. Os
resultados desta analise sdo apresentados na Figura 12, e a Tabela A, presente nos Anexos,

contém os dados gerados.
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Anova, F(1,28) = 9.3, p = 0.005, n2 = 0.25
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Figura 12. Percentual médio de Se bioacumulado em diferentes espécies e concentracdes
de Se. Os dados representam a média + desvio padrdo, n = 9. Asteriscos vermelhos
representam p-valores ajustados para os testes de comparagdes pareadas entre
concentracdes de Se(IV). Asteriscos pretos representam p-valores ajustados para os testes
de comparagdes pareadas entre o percentual de Se bioacumulado na concentragdes de 30
uM de Se. ****: p-valor < 0,0001.

Os resultados da ANOVA indicam a existéncia de diferencas estatisticamente
significativas (p-valor = 0,005) na porcentagem média de Se bioacumulado em células de
E. coli entre as espécies e niveis de concentracdo de Se testados. Além disso, a analise
indicou que esta interacdo tem dois efeitos: o efeito da concentracdo de Se em cada
espécie de Se e o efeito da espécies sobre cada concentracao de Se.

Considerando o efeito de cada espécie de Se sobre cada nivel de concentracao de
Se, os resultados da analise indicam que ndo ha diferencas significativas na porcentagem
média de Se bioacumulado entre as espécies de Se nas concentragdes 0,3 uM (p-valor =
0,853) e 3,0 uM (p-valor = 0,908). Este resultado esta de acordo com o estudo de Wittwer
(1983)°, que demonstrou que a quantidade de Se incorporada ao tRNA de células de E.
coli ndo foi afetada pela espécie de Se em baixas concentrac@es, de 0,5 a 10 pM.

No entanto, a porcentagem média de Se bioacumulado na concentracao de 30 uM

foi significativamente maior (p-valor ajustado < 0,0001) para Se(IV) (41,1 £ 2,0%) do
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que para Se(VI) (15,8 £ 1,6%), conforme indicam os asteriscos pretos na Figura 12. Este
resultado é consistente com estudos anteriores, como o de Spallholz et al. (1976), que
relatou que a quantidade de Se assimilada por E. coli foi de trés a quatro vezes maior para
Se(1V) do que para Se(V1)%.

Além disso, ap6s a exposicdo, observou-se que o ensaio de 30 UM de Se(IV)
apresentou uma coloracdo visivelmente mais alaranjada do que os demais ensaios de
Se(1V) com concentracdo inferiores, semelhante a observada no experimento B anterior
(30 a 500 uM de Se), sugerindo a presenca de Se elementar. Por outro lado, nenhuma
mudanca aparente na coloracéo foi observada nos ensaios de Se(V1), o que pode indicar
que ndo houve formacédo de Se elementar ou que os niveis foram muito baixos.

Esses resultados estdo em concordancia com o que tem sido relatado na literatura
sobre o metabolismo do Se em células de E. coli expostas a Se(IV) e Se(VI).
Empiricamente, os mecanismos de reducdo de Se levam a dois destinos principais:
incorporado & proteinas e depositado como Se elementar®®. No entanto, o Se(lV) é
reduzido em maior proporcao (principalmente quando o destino resulta na deposicéo de
Se elementar) do que o Se(VI), presumivelmente porque 0s mecanismos de captacdo e
reducéo de Se(IV) sdo distintos daqueles para Se(VI1) para E. coli®®721%,

No que se refere ao efeito de cada concentracdo de Se sobre cada espécie de Se,
observamos que ndo ha diferencas significativas na porcentagem media de Se
bioacumulado entre as diferentes concentracdes de Se(V1) (p-valor = 0,092). No entanto,
encontramos diferencas significativas entre as concentracfes de Se(IV) (p-valor =
0,000007). O teste de comparagdes multiplas de Tukey mostrou que a porcentagem media
de Se bioacumulado nos ensaios de Se(lV) foi estatisticamente diferente entre as
concentragdes de 0,3 e 3,0 uM (p-valor ajustado = 2,90e-12), entre as concentracoes de
0,3 e 30 uM (valor de p ajustado < 0,0001) e entre as concentragdes de 3,0 ¢ 30 uM (p-
valor ajustado < 0,0001), conforme indicam os asteriscos vermelhos na Figura 12.

A porcentagem média de Se bioacumulado no ensaio de 30 uM Se(lV) foi
significativamente maior do que nas demais concentracdes de Se(lV), sugerindo a
presenca de Se elementar. Este resultado esta de acordo com o estudo de Tetteh (2014),
que observou a presenca de Se elementar na cultura de E. coli tratada com 50 uM de
Se(1V), indicada pela coloracdo alaranjada, mas ndo na cultura tratada com 10 uM de
Se(1V)°,

Na literatura, dentre os estudos de bioacumulacdo de Se por E. coli encontrados,

a eficiéncia desta bactéria em bioacumular Se foi estimada apenas no trabalho de Moreno
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et al. (2021). Neste estudo, conduzido em atmosfera anaerébica, um aumento da
concentragéo de Se(1V) de 1,0 para 2,0 mg L™ resultou em um aumento de 35 para 58%
na taxa de Se bioacumulado®.

Portanto, os resultados demostraram que tanto a espécie quanto a concentracgao de
Se tém efeito na bioacumulacéo de Se por E. coli. Nossos dados indicam que as diferengas
na bioacumulacgdo entre as espécies de Se emergem a partir da concentragdo empirica de
30 uM. Além disso, a bioacumulagdo de Se depende da concentragdo de Se(lV), mas nao
da concentragéo de Se(VI).

Em sintese, os resultados deste estudo mostram que E. coli ATCC 11775 é capaz
de bioacumular quantidades significativas de Se, similarmente a muitos microrganismos
Se-redutores. Além disso, os resultados indicam que a presenca de Se no meio de cultivo
ndo tem efeito na viabilidade de E. coli. No entanto, a bioacumulagéo de Se por E. coli,

depende tanto da espécie quanto da concentracdo de Se as quais as células séo expostas.

5.4.Bioacumulacéo de Se por E. coli na presenca de Hg

Neste experimento, foi investigado o efeito da presenca de Hg(ll) na
bioacumulacdo de Se por E. coli. Para isso, foram realizados experimentos de
coexposicdo de células de E. coli ao Se e Hg, tanto em pré-tratamento com Se quanto em
pos-tratamento com Se, utilizando as mesmas condicOes experimentais do experimento
de exposicdo individual ao Se — com concentragdes de 0,3; 3,0 e 30 uM de Se(IV) ou
Se(VI).

Necessariamente, para avaliar o efeito do Hg na bioacumulacéo de Se por E. coli,
foi conduzido um experimento de exposicdo de células de E. coli a0 Hg. A exposicédo
individual ao Hg teve como objetivo determinar a concentracao de Hg(ll) a ser usada nos
experimentos de coexposicdo com Se, além de avaliar o efeito individual do Hg no

crescimento celular de E. coli, para fins de comparacao.

5.4.1Experimento de exposicao de células de E. coli ao Hg

Primeiramente, avaliou-se o efeito de diferentes concentracbes de Hg no
crescimento celular para definir uma concentracdo adequada de Hg para os subsequentes
experimentos de coexposi¢cdo com Se.

Para realizar esta primeira investigacdo, curvas de crescimento celular foram

obtidas (Figura 13) através de medidas de ODsgoonm de ensaios de interacdo E. coli + Hg
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nas concentracées de 15, 20, 25, 30, 35 e 40 uM de Hg(ll), realizadas em determinados

intervalos de tempo ao longo de um periodo total de 48 horas.
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Figura 13. Curvas de crescimento celular de E. coli no controle e na exposigdo ao Hg(ll)
na faixa de concentragdes de 15 a 40 pM. Os dados sdo expressos como media + desvio

padrdo, n = 2.

A analise das curvas de crescimento celular (Figura 13) revela uma clara diferenca
entre as concentrac@es de Hg testadas. Os perfis das curvas de crescimento de E. coli no
controle e nos ensaios de interacdo de 15 e 20 uM de Hg(l1) apresentaram-se semelhantes
ao longo do periodo de incubacéo, exibindo desenvolvimento celular regular com fase
exponencial e estacionaria bem definidas. No entanto, o crescimento de E. coli nessas
concentracdes de Hg ndo alcancou os mesmos niveis (ODsoonm) 0Observados no controle.
Isso sugere que as concentracfes de 15 e 20 uM de Hg(ll) sdo subinibitérias, uma
condicdo subtéxica onde o Hg ndo inibe completamente o crescimento, permitindo o
desenvolvimento regular das células, mas reduzindo a taxa de crescimento em
comparagao ao controle.

Por outro lado, nos ensaios de interacdo com concentracdes de 25 a 40 UM de
Hg(ll), o crescimento celular foi completamente inibido, sem recuperacdo da viabilidade
celular ao longo de 48 horas, conforme evidenciado pelas curvas de crescimento. (Figura
13). Isso sugere que concentracdes de Hg a partir de 25 UM sdo tdxicas para as células de

E. coli.
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Dessa forma, os efeitos toxicos induzidos por Hg sobre E. coli foram observados
em toda a faixa de concentragcdo testada, de 15 a 40 pM, em comparacdo com O
crescimento (ODeoonm) de E. coli no controle. No entanto, o desenvolvimento celular
regular demonstrou a resisténcia de E. coli ao Hg em concentragdes subinibitdrias de até
20 pM de Hg(ll).

Na literatura, um dos mecanismos de resisténcia bacteriana ao Hg é atribuido ao
merA (redutase mercurica), um dos genes do operon mer responsavel pela reducédo
enzimatica de Hg(l1) a Hg(0) volatil, que se difunde liviemente para fora da célula®®.

Neste sentido, foi encontrado estudos com isolados ambientais e clinicos de E.
coli resistentes a altas concentraces de Hg(ll), de 30 até 300 uM, em que 0 mecanismo
de resisténcia foi atribuido a volatilizacdo do Hg(Il) por acdo do merA localizados em
plasmideos'®-187, Nesta perspectiva, realizamos uma pesquisa na plataforma BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool)'® no banco de dados do National Center for
Biotechnology Information (NCBI) e o resultado indicou a auséncia do gene merA no
genoma de E. coli ATCC11775, usada em nosso estudo.

Recentemente, um estudo sobre biorremediacdo de Hg utilizando E. coli
(GIM1.223) se intitulou como sendo o primeiro a relatar a remoc¢édo de Hg(ll) por esta
bactéria. Segundo os autores, E. coli exposta a 40 pug L? reduziu o Hg(Il) a Hg(0), no
entanto, 0 mecanismo envolvido néo foi citado®®®.

No entanto, mecanismos de resisténcia de células de E. coli ao Hg, alternativos ao
merA, tém sido propostos. Thomas et al. (2017) sugeriram que a volatilizacdo do Hg(ll)
em culturas de E. coli ATCC 25922 expostas a 0,5 uM Hg(ll) pode ter ocorrido via
citocromos tipo x*°. Por outro lado, Colago et al. (2016) sugeriram que a metaloproteina
ZinT poderia desempenhar um papel no sequestro intracelular de Hg(ll), induzindo um
sistema de efluxo de Hg que reduz a toxicidade do metal*®®. Além disso, estudos indicam
que cepas como E. coli K-121% e E. coli 055 (ATCC 12014)'? empregam um mecanismo
adaptativo de resisténcia para sobreviver ao Hg(ll), atribuido aos polissacarideos
extracelulares (EPS). Esses EPS parecem se ligar eficazmente aos ions de mercdrio em
solucéo, tornando-os ineficazes em perturbar os processos bioquimicos normais da célula.

Para compreender a relevancia da resisténcia de E. coli ATTCC 11775 ao Hg,
analisamos na literatura a resisténcia de cepas de E. coli descritas como nao portadoras
de genes mer. Encontramos relatos de resisténcia a concentracdes de Hg(ll) semelhantes
as do nosso estudo (20 uM) em cepas como E. coli K-121% E. coli ATCC 25922, E. coli

DH50%" e uma cepa ndo especificada de E. coli'®. No entanto, em um outro estudo, a
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mesma cepa de E. coli ATCC 25922 mostrou-se sensivel a concentragdes superiores a
5,0 uM de Hg(11)!84. Por outro lado, para a cepa de E. coli GIM1.223, a menor dosa sem
efeito inibitorio observavel no crescimento bacteriano foi de 40 ug L™t (> 0,2 pM),
enquanto em 80 ug L™ (> 0,4 uM) o crescimento foi completamente inibido.*

Além disso, consideramos os indices de concentracdo de Hg(ll) presentes em
diversos tipos de aguas naturais!®®, que variam entre 0,73 ng L a 20,3 ug L?, para
destacar a relevancia da resisténcia de E. coli a concentragdes de Hg(ll) téo altas quanto
20 uM (4,0 mg L),

Assim, podemos considerar que E. coli ATCC 11775 demonstrou resisténcia a
uma quantidade expressiva de Hg, sugerindo seu potencial para biorremediacdo em
ambientes aquaticos mesmo que contaminados por Hg(ll). No entanto, é importante
considerar que a indugdo dos mecanismos de resisténcia pode ser influenciada por fatores
ambientais e experimentais sob estudo.

Diante do exposto, e considerando que a concentracdo de 20 uM de Hg(ll)
encontra-se no limiar entre a resisténcia e a sensibilidade das células de E. coli ao Hg,
optou-se por utilizar a concentracdo de 15 uM de Hg(ll) nos experimentos subsequentes
de exposicdo de células de E. coli, tanto individualmente quanto na coexposi¢do com Se.

Cabe salientar que, na concentracdo de 15 uM de Hg(Il), conforme observado na
curva de crescimento na Figura 13, E. coli apresentou crescimento exponencial até 16 h.
Portanto, um periodo de incubacdo de 16 h também € adequado para a exposi¢cdo ao Hg.

Dessa forma, um experimento de exposicdo de células de E. coli a 15 uM de
Hg(1l) foi realizado. O experimento foi repetido em dias diferentes, gerando triplicata de
experimentos.

Ao final do experimento, durante a etapa de coleta das amostras, observou-se um
precipitado de cor escura junto a biomassa apos a centrifugacdo que separou a biomassa
do meio de cultivo. No entanto, este precipitado aparentemente nao persistiu ou foi
dispersado apos a lavagem da biomassa com solucdo tampdo fosfato. As imagens da
Figura 14 mostram a biomassa resultante desses procedimentos, utilizadas para fins de

comparacao.
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Figura 14. Biomassa do ensaio de 15 UM de Hg: (a) ap0s centrifugacao para separar as

células do meio de cultivo; (b) apds lavagem da biomassa com solucéo tampao fosfato.

Este efeito ja foi relatado em trabalhos anteriores, o qual € atribuido a formacao
do composto HgS insollvel, apds exposicdo a concentragdes subinibitorias de Hg(ll). Foi
relatado que durante a fase exponencial de crescimento, E. coli degrada a cisteina,
presente no meio de cultivo, em sulfeto. Essa biossintese de sulfeto pode promover a
formacéo de espécies Hg(ll)-sulfeto dissolvidas e particuladas#%156:161.189,

A avaliacéo do efeito do Hg no crescimento de E. coli foi realizada por teste de
viabilidade celular, que se baseia na contagem de unidades formadoras de colbnias
(CFU), conforme descrito no tépico 4.5. Os dados, expressos em termos de logio(CFU
mL?), foram comparados com os dados dos demais tipos de exposicdo por analise
estatistica. Esses resultados estdo apresentados na Figura 15, no topico 5.4.2.

A presenca de 15 uM de Hg(Il) no meio de cultivo resultou em uma diminuigéo
significativa na viabilidade de E. coli, corroborando a toxicidade induzida por Hg nesta
concentracdo observada anteriormente pela curva de crescimento celular.

Para avaliar a recuperacdo total de Hg adicionado aos ensaios, o contetudo de Hg
nas amostras de biomassa (conteudo total), sobrenadante e solugbes controle de Hg foi
determinado por ICP-MS ap6s decomposicdo assistida por ultrassom. Os dados de
determinagdo de Hg nas amostras, obtidos em concentragio (ug L), foram convertidos
em porcentagem (%) de Hg recuperado.

A porcentagem média de recuperacdo total de Hg adicionado aos ensaios de
interacdo foi de 96,2%. Do total, 94,7 = 2,8% foi recuperado no sobrenadante, enquanto
1,5 + 0,7% foi encontrado junto a biomassa de células, (n = 3).

Na literatura, encontramos evidéncias de que o acumulo e a retencdo de Hg por
cepas ndao modificadas de E. coli estdo relacionados a sua afinidade substancial com
grupos sulfidrila. 1sso permite que o Hg se associe fortemente com tiois de uma variedade

de proteinas funcionais, considerando a ampla ocorréncia de cisteinas em praticamente
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todas as proteinas de E. coli. Essas proteinas, uma vez modificadas de forma estavel, sdo
inativadas pelo Hg'®®. Isso exemplifica os mecanismos de toxicidade induzida por Hg
para 0s microorganismos. Dentre esses mecanismos, destacam-se o deslocamento de
metais essenciais, como zinco®191% e coprel®” de sitios ativos de proteinas
(metalotioneinas), além da modulacdo da expressao génica de proteinas e da associacdo
do Hg a proteinas especificas, como a piruvato quinase®+1%,

Além disso, Troung et al. (2013) sugeriram que a presenca de altas concentracdes
de sulfetos dissolvidos no meio de cultivo resultou em uma diminuigdo da concentragédo
de Hg no sobrenadante e em um aumento da porcentagem de Hg na biomassa,
possivelmente resultado da formagao de HgS)™®*.

No entanto, ha uma escassez de estudos que quantificaram o conteldo de Hg
associado as células bacterianas. O estudo de Wang et al. (2018), revelou que 2,2% do
Hg adicionado (40 ug L%, equivalente a 0,2 uM) foi encontrado junto a biomassa de
células de E. coli, sendo 1,1% adsorvido na superficie celular e 1,1% intracelular'®®. Este
resultado concorda com os achados do nosso estudo, onde observamos que 1,5% do Hg
adicionado foi associado a biomassa de células.

Segundo as diretrizes da AOAC® para requisitos de desempenho de métodos
padrdo, um indice de 96,2% de recuperacéo total de Hg pode ser considerado aceitavel
para a faixa de concentragdo de analito estudada (15 uM de Hg equivale a 3,0 mg L ™).

Portanto, este estudo demonstrou que E. coli ATCC 11775 apresenta resisténcia a
uma quantidade significativa de Hg, 20 uM. Além disso, a presenca de Hg na biomassa
foi detectada por ICP-MS, assim como foi observada a presenca de um precipitado de cor
escura associado a biomassa. Recomenda-se, neste caso, investigacdes em estudos futuros
a fim de explorar sistematicamente essas descobertas.

Além disso, o experimento de exposicdo de células com 15 uM de Hg(ll)
proporcionou uma base comparativa valiosa para o estudo subsequente de coexposicdo

com Se.

5.4.2 Experimentos de coexposicao de células de E. coli ao Se e Hg

Para a realizacdo do experimento de coexposicdo de células de E. coli ao Se e Hg,
as condicOes experimentais e as relativas a espécies e concentracdes de Se e Hg foram as
mesmas usadas nos respectivos experimentos de exposicdo individual. Além disso, a
coexposicao foi testada em duas diferentes ordens de exposicdo das células aos elementos,

chamadas de pré-tratamento com Se e pds-tratamento com Se.
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No pré-tratamento, as células de E. coli foram inicialmente expostas apenas ao Se
(pré-tratadas) por um periodo de 2 h e na sequéncia foram expostas ao Hg, totalizando
um periodo de 16 h de exposicéo, sendo 14 h de coexposi¢do. Para o pos-tratamento,
apenas a ordem de exposicdo aos elementos foi invertida, as células de E. coli foram
expostas primeiramente apenas ao Hg e na sequéncia expostas ao Se. Cada experimento
de coexposicéo foi repetido em dias diferentes, gerando duplicata de experimentos.

O crescimento celular (dados coletados por contagem de col6nias expressos como
logi10 CFU mL™) e a bioacumulagéo de Se (determinacéo de Se na biomassa por GF AAS)
foram os parametros avaliados ao final de cada experimento de coexposicéo.

Para avaliar os efeitos conjuntos do Se e Hg sobre o crescimento celular de E. coli,
0s mesmos foram comparados aos seus efeitos individuais. Para isso, uma ANOVA foi
conduzida para verificar a existéncia de diferengas significativas no crescimento celular
de E. coli de acordo com quatro diferentes fatores: concentracdes de Se (0; 0,3; 3,0 ou 30
uM), concentragdes de Hg (0 ou 15 uM, ou seja, auséncia ou presenca de Hg,
respectivamente), ordem de coexposicéo (pre ou pos-tratamento) e especies de Se (Se(I1V)
ou Se(VI)). O teste de Shapiro-Wilk mostrou que os residuos do modelo seguem a
distribuicdo normal (p-valor=0,384) e o teste de Levene foi ndo significativo (p-
valor=0,866), portanto as variancias foram consideradas homogéneas entre os grupos. Os

resultados da analise de variancias sao mostrados na Figura 15.
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Figura 15. Viabilidade média (log:io CFU) de E. coli sob diferentes espécies de Se (Se(IV)
e Se(VI)), concentragdes de Se (0, 0,3, 3,0 e 30 uM), concentragdes de Hg (0 e 15 uM),
e ordem de coexposicdo (pré e pos-tratamento). A concentracdo de 0 uM representa o
controle. Viabilidade media de E. coli para (A) todas as combinagdes entre os quatro
fatores, (B) na interacéo entre espécie de Se, ordem de coexposicao e concentracdo de Hg
e (C) na interacdo entre as concentracdes de Se e de Hg. Asteriscos representam p-valores
ajustados para os testes de comparacdes maltiplas de Tukey. *: p-valor < 0,05; **: p-valor
<0,01; ***: p-valor < 0,001 e ****: p-valor < 0,0001.

Os resultados da ANOVA indicam que ndo houve interacdo envolvendo todos 0s
quatro fatores avaliados (p-valor = 0,228) sobre crescimento celular de E. coli.

No entanto, como indicado na Figura 15(B), ha interacdo entre entre a espécie de
Se, a ordem de coexposicdo e a concentracao de Hg (p-valor = 0,043). Os dados gerados
dessa andlise estdo disponiveis na Tabela D, presente nos Anexos. Os testes de
comparacdes multiplas (Tukey) revelaram que, para ambas as espécies de Se, a presenca
de Hg tem efeito negativo significativo no crescimento celular em ambas as ordens de
coexposicdo, pré (p-valor < 0,01) e pds (p-valor < 0,0001), conforme indicam 0s

asteriscos coloridos. Além disso, o teste também mostrou que com a espécie Se(VI) houve
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um efeito inibitdério significativamente maior (p-valor < 0,0001) no pds-tratamento do
que no pre-tratamento, conforme indicam os asteriscos pretos.

A ANOVA também indicou que ha interacdo entre concentracdo de Se e
concentracdo de Hg (p-valor = 0,003), como se observa na Figura 15(C). Os dados
gerados dessa analise estdo apresentados na Tabela E, disponivel nos Anexos. Os testes
de Tukey mostraram que o crescimento celular foi significativamente menor (p-valor <
0,01) na presenca de 15 uM de Hg em cada um dos niveis de concentracdo de Se,
conforme indicam os asteriscos pretos. O teste também revelou que a coexposicdo de Hg
com 30 uM de Se tem efeito negativo significativamente maior sobre a viabilidade (p-
valor < 0,05) em comparacdo com os demais niveis de coexposicdo com Se e até mesmo
em comparacao com a exposicéo individual a Hg (0 uM de Se + 15 uM de Hg), conforme
indicam os asteriscos azuis, evidenciando o efeito sinérgico desta interacao.

Esses resultados ndo estdo totalmente de acordo com a maior parte dos estudos
anteriores sobre as interacfes entre Se e Hg, que relatam o efeito antagdnico de Se em
relagdo ao Hg nos mais diversos organismos. Por exemplo, estudos mostraram um efeito
protetor significativo do Se contra o Hg em alho tratado com baixas dosagens de Se(1V)
e altos niveis de Hg(11)*°, em células de P. fluorescens expostas a 0,5 uM de Hg(ll) e
12,7 ou 127 uM de Se(I1V)**8, e em C. elegans, especialmente sob altas dosagens de Se,
sem diferencas significativas entre as espécies de Se(1V) e Se(VI1)?®,

Por outro lado, trabalhos relataram que o Se ndo produziu qualquer efeito benéfico
significativo sobre a toxicidade do Hg. Em células K-562 (eritroleucemia humana)
expostas a 5 ou 50 uM de Se(IV) e 35 uM de HgCl, observou-se uma clara inibicao do
crescimento celular, sem diferenca significativa dos tratamentos apenas com Hg?°t. O
mesmo foi observado em cianobactérias expostas com 0,1 a 20 mg L* de Se(IV) e 0,5 a
5 mg L de Hg(11)?°2. No estudo de Cheng-bin Liu (2018) com T. malaccensis verificou-
se que, na coexposicdo a dosagens de 10 uM, o Se ndo diminuiu significativamente a
toxicidade do Hg, porém uma diminuicéo significativa da toxicidade foi observada sob a
coexposicdo a dosagens altamente toxicas de Hg e Se'®’.

Além de 0 Se ndo apresentar efeito protetivo contra a toxicidade do Hg, observou-
se na coexposicdo do Hg com 30 uM de Se que a inibicdo do crescimento de E. coli foi
significativamente maior do que na exposicdo individual ao Hg, revelando o efeito
sinérgico toxico desta combinacdo. E importante ressaltar que, na exposicao individual a
30 UM de Se (topico 5.3.3), ndo houve inibicdo do crescimento; no entanto, a producéo

de Se(0) revelou um processo de desintoxicacdo de Se por E. coli.
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A literatura oferece poucos exemplos de efeito sinérgico negativo na interacdo
entre Se e Hg, especialmente em bactérias. Por exemplo, em D. desulfuricans, comparado
aos grupos controle, uma diminuicao significativa no crescimento foi observada quando
cultivada com 0,5 uM de Hg(ll) e 6,3 uM de Se(1V), a qual foi atribuida a um possivel
efeito toxico do Se em altas concentragdes®l. Além disso, em estudos com zebrafish, a
combinacéo de niveis elevados de Se e Hg teve um efeito sinérgico negativo em todos os
aspectos da reproducdo, em comparagdo a grupos alimentados com niveis elevados de
apenas um dos elementos®®®,

Portanto, em sintese, os resultados deste estudo demonstram que 0 Se,
independentemente da espécie, notavelmente ndo protege E. coli da toxicidade induzida
por Hg, inclusive, em uma concentragéo to alta quanto 30 puM, o Se em conjunto com
Hg pode causar um efeito sinérgico negativo sobre o crescimento celular de E. coli.

Posteriormente, da mesma forma como ocorreu na exposic¢ao individual ao Hg
(Figura 14), durante a etapa de coleta das amostras de biomassa, um precipitado de cor
escura foi observado junto a biomassa de células centrifugada, mas este aparentemente
ndo persistiu ou foi dispersado apos a lavagem da biomassa com solugédo tampao fosfato.
A biomassa resultante desses procedimentos esta representada nas imagens da Figura 16,
para fins de comparacdo. Tal precipitado nao foi observado no controle (apenas E. coli)
nem nas solugdes controle de Se e Hg (sem E. coli), mostrando que este precipitado é

resultante da interacéo entre E. coli e os elementos.

Figura 16. Ensaios do experimento de coexposicdo de células de E. coli ao Se e Hg, nas
combinacgdes de Hg com 3,0 e 30 uM de Se(IV) e Se(VI) no pré-tratamento, apds (a)
centrifugacao para separar as células do meio de cultivo e (b) lavagem da biomassa com

solucdo tampdo fosfato (PBS).
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E importante ressaltar que a cor escura observada na biomassa dos ensaios de
coexposicdo contrasta com a coloracdo alaranjada observada na biomassa dos ensaios de
exposic¢éo individual ao Se (Figura 8), especialmente com 30 uM de Se(1V), resultado da
reducdo de Se(IV) a Se(0) por E. coli, como parte de seu processo de desintoxicacdo de
Se. Portanto, em conjunto, esses resultados sugerem uma modificacdo na via biolégica de
desintoxicagéo de Se por E. coli na presenca de Hg.

Mudancas na aparéncia da biomassa de células bacterianas, ap6s a coexposi¢cdo
com Se e Hg, séo relatadas na literatura como resultado da formagdo de um composto
HgSe. Em uma cultura de P. fluorescens exposta a Hg(I1) e Se(IV), a formacéo bioldgica
de Se(0) foi bastante diminuida, conforme observado pelo desbotamento da coloragdo
avermelhada®®. Um estudo posterior comprovou que compostos no reativos de Hg—Se,
com razao molar préxima a 1, foram formados sob a mediacédo de P. fluorescente quando
exposta a Hg(Il) e Se(1V), sugerindo que o Se foi utilizado para capturar Hg na formacéo
de compostos HgSe estaveis'®®.

Em culturas de D. sulfuricans, foi sugerido que a capacidade dessa bactéria em
reduzir Se(1V) a seleneto [Se(l1-)] favorece a reacédo entre o Se [como Se(l1-)], e o Hg(ll),
resultando na formacdo de HgSe. Os autores também observaram que o Se(0) vermelho
foi localizado no citoplasma, enquanto o HgSe cinza escuro foi localizado na superficie
da membrana celular, o que mascarou a cor avermelhada do Se(0) no citoplasma'®*. Em
um estudo subsequente, Truong et al. (2014), confirmaram que o composto HgSe
formado por D. desulfuricans, por ser inerte e insoluvel, pode efetivamente diminuir a
biodisponibilidade de Se e impedir a entrada de Hg na célula, reduzindo inclusive a
biodisponibilidade de Hg para biometilagio*®°.

Em relacdo a bactéria E. coli, foi encontrada uma publicacdo recente que sugeriu
que, uma vez dento da célula, o Hg(Il) poderia capturar o Se(ll-) resultando na formacao
de particulas precipitadas de HgSe!®®. De fato, E. coli é capaz de converter Se(IV) em
Se(l1-) durante processos biolégicos e pode ainda posteriormente transformar o Se(ll-)
em Se(0)®3. Assim, é possivel que parte do Se, como Se(l1-), possa ter sido capturada pelo
Hg(ll) e, portanto, a formacdo de HgSe no presente estudo ser resultante da interacdo
entre E. coli e esses elementos.

Dessa forma, podemos inferir que o composto HgSe pode ter imobilizado parte
do Se disponivel e, nesse contexto, conforme sugerido em estudos anteriores, o sequestro
de Se pelo Hg pode ocorrer e diminuir o “pool” de Se metabolicamente ativo para a sintese

de selenoproteinas e acarretar em perda do efeito protetivo do Se contra a toxicidade do
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Hg, pode ajudar a explicar o efeito sinérgico negativo no crescimento de E. coli, relatado
no presente estudo?3204,

Posteriormente, para avaliar o efeito do Hg na bioacumulacdo de Se, as amostras
de biomassa foram digeridas e analisadas por GF AAS para a quantificacdo de Se.
Adicionalmente, para fins de célculo de balanco de massa de Se, o conteldo de Se
recuperado nos sobrenadantes dos ensaios e nas solugdes controle de Se e Hg foi
determinado por GF AAS por andlise direta, sem etapa prévia de decomposi¢do. Os
resultados do balanco de massa serdo discutidos posteriormente no tépico 5.5.

Para avaliar a bioacumulacdo de Se por E. coli na coexposi¢do, os dados da
determinagdo de Se nas amostras, obtidos em concentracdo (ug L™), foram convertidos
em porcentagem (%) de Se bioacumulado. Os resultados obtidos para cada espécie de Se,
nivel de concentragdo de Se e ordem de coexposi¢do, sao mostrados na Tabela 12.

Tabela 12. Valores percentuais de Se bioacumulado em células de E. coli apos
coexposicdo ao Se e Hg. Os valores representam a media + desvio padrdo de dois

experimentos independentes, n = 7.

% Se bioacumulado

Biomassa pré-tratamento pés-tratamento
Se(1V) Se(VI) Se(1V) Se(VI)
0,3 uM 25,6 +0,1 220+24 21,3+0,8 249126
3uM 17,4 +£0,9 13,7+ 1,6 18,3+ 2,0 15,2+0,8
30 uM 15,2+ 3,0 70+£04 11,0+£0,9 6,2+0,7

Segundo os valores percentuais de Se bioacumulado apresentados na Tabela 12,
quantidades significativas de Se, superiores a 6,2%, foram encontradas na biomassa de
células de E. coli apds a coexposicéo.

Para avaliar o efeito da presenca de Hg na bioacumulacdo de Se por E. coli, o
percentual médio de Se bioacumulado obtidos dos experimentos de coexposicdo foram
comparados aqueles obtidos nos experimentos de exposicdo individual ao Se. Para isso
foi conduzida uma ANOVA, com nivel de significancia de a=0,05, que verificou a
existéncia de diferencas significativas no percentual médio de Se bioacumulado avaliando
trés diferentes fatores: espécie de Se, concentracdo de Se e tipos de exposicao (exposicdo
individual ao Se, pré-tratamento e pos-tratamento da coexposicdo). Para tal analise,

realizou-se a média dos trés tipos de exposi¢do resultando em triplicatas para cada
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combinacéo dos trés fatores. O teste de Shapiro-Wilk mostrou que os residuos do modelo
seguem a distribuicdo normal (p-valor = 0,1059) e o teste de Levene foi ndo significativo
(p-valor =0,557), portanto as variancias foram consideradas homogéneas entre os grupos.
Os testes de comparaces multiplas foram realizados utilizando o teste de Tukey com p-
valores ajustados ao nimero de comparagdes.

Os resultados da ANOVA de trés vias revelaram a existéncia de duas interacées
significativas sobre o percentual médio de Se bioacumulado. Houve uma interacéo entre
a concentracdo de Se e a espécie de Se (p-valor = 0,003) e uma interacdo entre a
concentragéo de Se e o tipo de exposicdo (p-valor = 4,33 x 10°). Além disso, cada uma
dessas interacBes apresentou dois efeitos. Os dados gerados dessas analises estdo
apresentados nas Tabelas F e G, respectivamente, disponiveis nos Anexos.

Considerando a primeira interacdo, entre concentracdo e espécie de Se, a analise
indicou a existéncia de dois efeitos sobre o percentual médio de Se bioacumulado por
células de E. coli, o efeito das concentracdes de Se em cada espécie de Se e o efeito das
espécies de Se em cada concentracdo de Se. ANOVASs de uma via e testes de Tukey foram

realizados para avaliar cada um destes efeitos. Os resultados estdo representados na
Figura 17.
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Figura 17. Valores percentuais médios de Se bioacumulado por células de E. coli para
cada espécie de Se, Se(IV) e Se(VI), e nivel de concentracdo de Se, 0,3, 3,0 e 30 uM.
Asteriscos coloridos representam p-valores ajustados para os testes de Tukey entre
concentracBes de Se para cada espécie de Se. Asterisco preto representa p-valores

ajustados para a comparacdo do percentual de Se bioacumulado na concentragdo 30 pM.

*: p-valor < 0,05 e **: p-valor <0,01.
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Os resultados da ANOVA de uma via, que avaliou o efeito de cada espécie de Se
sobre cada nivel de concentragdo de Se, indicam que ndo ha diferencas significativas no
percentual médio de Se bioacumulado entre as espécies de Se(IV) e Se(IV) nas
concentragdes 0,3 uM (p-valor = 0,927) e 3,0 uM (p-valor = 0,370). Entretanto, para a
concentracdo de 30 uM, o percentual médio de Se bioacumulado ¢ significativamente
maior (p-valor < 0,0001) para Se(lV) (22,35 £ 14,23%) do que para Se(VI) (9,67 %
4,65%), indicado pelo asterisco preto na Figura 17. Este resultado indica que, da mesma
forma como observado no experimento de exposicéo individual ao Se, diferencas entre
as espécies de Se na bioacumulacéo de Se por E. coli em presenca de Hg emergem a partir
de determinada concentracdo empirica de Se, 30 UM, sendo o percentual médio de Se
bioacumulado significativamente maior (p-valor < 0,05) com a espécie Se(IV). Portanto,
a presenca de Hg nao tem influéncia sobre esta interacao.

Os resultados da ANOVA de uma via, que avaliou o efeito de cada nivel de
concentracdo de Se sobre cada espécie de Se, revelam que existem diferencas
significativas no percentual médio de Se bioacumulado entre as concentragdes de Se tanto
para Se(IV) (p-valor = 0,005) quanto para Se(VI) (p-valor = 0,00016). O teste de Tukey
mostrou que o percentual médio de Se bioacumulado foi estatisticamente diferente entre
as concentragdes 3,0 e 30 uM (p-valor = 0,0414) de Se(IV) ¢ 0,3 ¢ 3,0 uM (p-valor =
0,0106) e 0,3 e 30 uM (p-valor = 0,00253) de Se(VI), conforme mostram 0s asteriscos
coloridos na Figura 17. Portanto, diferentemente ao observado no experimento de
exposicdo individual ao Se, onde ndo foram observadas diferencas significativas na
bioacumulacgéo de Se entre as concentracdo de Se(V1), a bioacumulacdo de Se por E. coli
na presenca de Hg difere entre o0s niveis de concentracéo de Se para ambas as espécie de
Se.

Considerando a segunda interacdo, entre a concentracdo de Se e tipo de exposicao,
a analise indicou a existéncia de dois efeitos sobre o percentual médio de Se
bioacumulado por células de E. coli, o efeito das concentracdes de Se em cada tipo de
exposicdo e o efeito dos tipos de exposicdo em cada espécie de Se. ANOVASs de uma via
e testes de Tukey foram realizados para avaliar cada um destes efeitos. Os resultados estdo

representados pela Figura 18.
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Figura 18. Valores percentuais médios de Se bioacumulado em diferentes concentracoes
de Se e tipos de exposicdo. Asteriscos coloridos representam p-valores ajustados para 0s
testes de comparagdes multiplas entre concentracdes de Se para cada tipo de exposicao.
Asteriscos pretos representam p-valores ajustados para a comparacao do percentual de Se
bioacumulado nas concentragdes 3,0 ¢ 30 uM. *: p-valor < 0,05; **: p-valor < 0,01; ***:

p-valor < 0,001 e ****: p-valor < 0,0001.

Os resultados da ANOVA de uma via, que avaliou o efeito de cada nivel de
concentracdo de Se sobre cada tipo de exposicdo, mostraram que ha diferencas
significativas no percentual médio de Se bioacumulado entre as concentracdes de Se,
tanto na auséncia de Hg (p-valor < 0,0001) quanto no pre-tratamento (p-valor = 0,00052)
e no pds-tratamento (p-valor = 0,002). O teste de Tukey mostrou que o percentual medio
de Se bioacumulado foi estatisticamente diferente entre todas as concentracdes de Se em
cada tipo de exposicao, a excegdo de duas comparagdes: entre 0,3 e 30 uM na exposigdo
sem Hg (p-valor = 0,0991) e entre 3,0 ¢ 30 uM no pré-tratamento (p-valor = 0,0375),
conforme indicam os asteriscos coloridos na Figura 18. Este resultado indica que
diferencas na bioacumulacdo de Se por E. coli entre os niveis de concentracdo de Se
ocorrem em todos os tipos de exposicdo; individual ao Se, pré e pos-tratamento de
coexposicdo. Porém, diferentemente do observado na exposicdo individual ao Se, na
presenca de Hg, a % de Se bioacumulado diminui com o aumento das concentracdo de
Se.

Os resultados da ANOVA de uma via, que avaliou o efeito de cada tipo de

exposicdo sobre cada nivel de concentracdo de Se, indicaram que ndo ha diferencas

82



significativas no percentual médio de Se bioacumulado entre os trés tipos de exposi¢do
na concentragdo 0,3 uM de Se (p-valor = 0,2). Contudo, existem diferencas significativas
entre as exposigdes sem Hg e com Hg nas concentragdes 3,0 uM (p-valor = 0,004) e 30
uM de Se (p-valor = 6,0 x 10°°), conforme indicado pelos asteriscos em preto na Figura
18. Quando a presenga de Hg leva a uma alteracédo significativa na quantidade de Se
bioacumulado, podemos considerar este efeito como antagdnico em relacdo ao acimulo
de Se.

Para a concentragdo 3,0 uM de Se, observou-se que o percentual médio de Se
bioacumulado foi significativamente maior tanto no pré-tratamento (15,43 + 2,08%; p-
valor = 1,0 x 10®) quanto pds-tratamento (16,64 + 1,71%; p-valor = 5,0 x 107) em
comparagdo a exposicdo sem Hg (5,65 = 0,51%). A presenca de Hg resultou em um
aumento da quantidade de Se bioacumulado, sugerindo uma resposta protetora da bactéria
a toxicidade do Hg, possivelmente por meio da assimilagdo de uma maior quantidade de
Se em selenoproteinas. Assim, 0 Se pode ter desempenhado um papel importante na
protecdo de celulas de E. coli, embora ndo tenha aliviado a toxicidade induzida pelo Hg
sobre a viablilidade celular nesta concentracdo. Portanto, o crescimento celular sozinho
ndo é um parametro adequado para avaliar os efeitos da interacdo entre Se e Hg.

Com relacdo a concentracdo de 30 uM de Se, o percentual médio de Se
bioacumulado é significativamente menor no pre-tratamento (10,93 + 4,36%; p-valor =
0,007) e pos-tratamento (8,63 = 2,63%; p-valor = 0,003), em comparagdo a exposicao
sem Hg (28,48 + 13,94%). A diminuicao da quantidade de Se bioacumulado na presenca
de Hg pode ser considerada resultante de um efeito conjunto da toxicidade do Hg e do Se
em altas concentragdes. Este efeito correlaciona-se com outros resultados observados
para esta combinacdo, como a maior inibicdo do crescimento celular e a possivel
formacdo do composto HgSe e, portanto, corrobora o efeito sinérgico negativo desta
interacdo em células de E. coli.

Portanto, os diferentes efeitos da presenca de Hg na bioacumulacédo de Se por E.
coli na coexposicdo dependem da concentracdo de Se, havendo uma relacdo dose-
dependente na interacdo entre Se e Hg em células de E. coli, que pode ser protetiva ou
toxica.

Diante destes resultados de coexposicdo, em sintese, podemos inferir que: (a) a
ordem de exposicao dos elementos Se e Hg ndo tem efeito significativo na bioacumulacéo
de Se; (b) a presenca de Hg produziu resultados de bioacumulacdo de Se inversamente
correlacionados com a concentracdo de Se nos ensaios, isto é, o percentual médio de Se
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bioacumulado por células de E. coli diminui a medida que a concentragdo de Se aumenta;
(c) em comparacdo com a exposicédo individual a Se, a presenca de Hg causou efeitos
dependentes da concentracdo de Se, visto que o percentual médio de Se bioacumulado
por células de E. coli aumentou em 0,3 UM e Se e diminuiu em 30 uM de Se. Portanto,
h& uma relagdo dose-dependente na interacdo entre Se e Hg em células de E. coli.

Na literatura, estudos sobre a interacdo entre Se e Hg revelaram resultados
variados em diferentes organismos, fornecendo insights sobre os efeitos antagonicos e
sinérgicos desses elementos. Em estudos com alho exposto a baixas dosagens de Se(1V),
a presenca de Hg(ll) aumentou a absorgdo de Se, enquanto o efeito oposto foi produzido
quando exposto a altas dosagens de Se(lV), sugerindo um possivel papel do Hg na
atenuacio da toxicidade do Se ao limitar o acimulo de Se'**2%, Em estudos com ovos de
zebrafish, observou-se niveis mais altos de Se apds a coalimentacdo com MeHg e SeMeth,
o que foi atribuido a um efeito sinérgico Hg-Se'*®.

Estudos com T. malaccensis e P. fluorescens também corroboram essa
complexidade nas interacfes entre Se e Hg. Em T. malaccensis a interagdo Se-Hg resultou
em desintoxicacdo de Se em determinadas combinacdes e na desintoxicacdo de Hg em
outras, demostrando que a interacdo Se-Hg sofre influéncia das espécies e concentracdes
de Se e Hg envolvidas®®’. Por outro lado, P. fluorescens demonstrou um efeito de protegio
mutuo, em que a presenca de 0,5 uM de Hg(l1) reduziu significativamente o acimulo de
Se (12,7 ou 127 uM de Se(1V), a0 mesmo tempo em que a bioacumulacao de Hg também
foi inibida por Se. Este fenGmeno de protecdo mutua foi em parte atribuido a formacéo
de SeHg™®. Em outro estudo com P. fluorescens, a porcentagem de Se bioacumulada
diminuiu com o aumento do Se(lV) adicionado (1,6 ou 67 M) na presenca de Hg(ll)
(0,25 ou 0,5 pM). Além disso, o aumento da concentracdo de Se modificou a
desintoxicacdo do Hg, resultando em uma diminuicdo da volatilizacdo de Hg(0) e
favorecendo a imobilizagdo no composto HgSe™®°.

Em D. desulfuricans, a presenga de 0,5 uM de Hg(II) diminuiu o contetido de Se
intracelular de 5,2% na exposi¢do individual com 6,33 uM de Se(IV) para 3,2%, com
diminuicéo significativa no crescimento bacteriano, indicando o efeito antagonista entre
Hg e Se, sugerindo o efeito tdxico do Se em alta concentragdo (6,33 uM)*L. Em estudo
subsequente, os autores sugerem que o efeito antagonista da interacdo entre Se e Hg
ocorre em nivel da membrana celular, pela capacidade de proteger a célula da entrada de
Hg quando Se esta presente e vice versa, além da formacdo de compostos como HgSe na

superficie da membrana celular, limitando a biodisponibilidade®°.
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Portanto, a diversidade de resultados observados na literatura aliada aos achados
deste estudo, destaca a complexidade dos mecanismos subjacentes aos efeitos
combinados da interacdo entre Se e Hg, evidenciando a influéncia das diferentes espécies
e concentracles desses elementos. Nesse contexto, é razodvel esperar que 0s niveis de
acumulo de Se, ao serem aumentados ou diminuidos na presenca de Hg, manifestem uma
relacdo antagbnica em comparacdo aos niveis observados na auséncia de Hg, resultando
em efeitos protetivos ou ndo. Além disso, é importante investigar a formacdo de
complexos de HgSe, entre outros compostos, para melhor compreender a reducgdo do
acumulo de Se na presenga de Hg.

5.5. Balango de massa de Se

A recuperacdo total do Se adicionado aos ensaios de interacdo na exposicao de
celulas de E. coli ao Se sera apresentada em termos de balango de massa.

Para calcular o balanco de massa, considerou-se que parte do conteldo de Se
adicionado foi metabolizado por E. coli e distribuido entre os componentes da cultura: a
biomassa bacteriana (fase solida) e o sobrenadante do meio de cultivo (fase liquida).
Assim, o célculo do balanco de massa foi realizado pela soma dos valores percentuais
médios de Se bioacumulado e de Se recuperado no sobrenadante.

Os valores percentuais do balanco de massa e do Se recuperado em cada componente da
cultura, obtidos para cada espécie e concentracdo de Se em cada experimento de
exposicdo de células de E. coli ao Se, tanto individualmente quanto nos pré-tratamento e

pos-tratamento da coexposi¢do com Hg, sdo apresentados na Figura 19.
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Figura 19. Valores percentuais de Se no balanco de massa, (m) Se bioacumulado na
biomassa e (=) Se recuperado no sobrenadante, em experimentos de exposi¢do de células
de E. coli ao Se individualmente (n = 9) e nos pre-tratamento (n = 7) e pds-tratamento (n

= 7) da coexposicdo com Hg. Os dados representam a média + desvio padrao.

Os resultados do balanco de massa de Se na exposicao individual ao Se, conforme
apresentados na Figura 19, indicam que mais de 70% do Se adicionado foi recuperado
nos sobrenadantes, com excecdo do ensaio de 30 uM de Se(lV), onde a distribuicdo do
Se entre 0os componentes foi mais homogénea. Nesse ensaio, o percentual médio de Se
bioacumulado foi maior do que nos demais, possivelmente devido a producdo de Se

elementar, como discutido anteriormente (5.3.3).
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Os valores de recuperacao percentual de Se nos ensaios da exposicéo individual
resultaram em balangos de massa satisfatorios, variando de 82,1% a 94,5% do Se
adicionado sendo recuperado. De acordo com a AOAC!®®, esses valores de recuperacio
percentual total de Se sdo considerados aceitaveis para a faixa de concentragdo do analito
estudada (100 ppb a 10 ppm, 80 — 110%).

Os resultados do balango de massa de Se na coexposi¢do, tanto no pré-tramento
quanto no pés-tratamento, indicam que a maior parte do Se adicionado permaneceu no
sobrenadante. Entretanto, em comparagcdo com a exposi¢do individual ao Se, a
recuperacdo percentual de Se no sobrenadante diminuiu para a maioria dos ensaios,
exceto para 30 UM de Se(IV) em ambos os tratamentos e para 30 UM de Se(V1) no pré-
tratamento. A recuperacdo percentual de Se na biomassa aumentou para o0s ensaios de 3,0
MM de Se e diminuiu para os ensaios de 30 UM, para ambas as espécies e tratamentos.
Portanto, esses resultados indicam que a presenca de Hg influencia a distribuicdo de Se
entre 0os componentes da cultura.

Comparando os resultados da coexposicdo entre as concentracdes de Se e
tratamentos, a porcentagem média de recuperacdo de Se na biomassa diminuiu com o
aumento da concentracdo de Se, para ambas as espécies de Se e tratamentos. Enquanto a
porcentagem de recuperacdo de Se nos sobrenadantes dos ensaios de Se(lIV) foi
semelhante entre as concentracdes de Se e tratamentos, com uma média de 52%, a
porcentagem de recuperacdo de Se nos sobrenadantes dos ensaios de Se(VI) aumentou
com o aumento da concentracdo de Se para ambos os tratamentos, sendo maior no pré-
tratamento (variando de 64% para 82%) do que no pos-tratamento (de 50% para 66%),
sendo ambas maiores do que a média da espécie de Se(1V).

De acordo com a AOAC!®, os valores de balanco de massa de Se nos ensaios de
coexposicdo foram satisfatorios para a maioria dos ensaios do pré-tratamento, onde mais
de 81% do Se adicionado foi recuperado, exceto para 0s ensaios 3,0 e 30 uM de Se(1V),
nos quais o balanco de massa foi em torno de 67%. Contudo, os valores de balanco de
massa de Se da maioria dos ensaios do pds-tratamento ficaram abaixo do limite aceitavel
de recuperacdo total, exceto para 3,0 uM de Se(VI), onde 83% do conteudo de Se
adicionado foi recuperado.

Nossos resultados refletem a distribuicdo de Se entre os componentes do sistema
e sdo satisfatorios em relacdo aos valores de recuperacéo total de Se, quando comparados
a estudos precedentes com culturas bacterianas. Por exemplo, um estudo sobre a reducéo

de Se(VI1) (100 uM) por Desulfomicrobium sp encontrou niveis gerais de recuperagdo de
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Se bastante baixos, 75%, com apenas 1, 15 e 59% encontrados no headspace, biomassa e
sobrenadante da cultura, respectivamente. Isso foi atribuido a perdas de espécies cloradas
volateis geradas na reacdo com HCI durante a digestdo das amostras, etapa que reduziu o
Se(VI) para Se(IV) para a determinacdo de Se por voltametria, ASV!®. Outro estudo,
usando Espectrometria de Fluorescéncia Atdmica por Geracdo de Hidretos (HG-AFS),
mostrou uma recuperacdo média de cerca de 87% de Se adicionado apds a exposi¢do de
D. desulfuricans ao Se(IV). A mudanga na distribuicdo de Se também foi observada com
0 aumento da concentracdo de Se. Na exposicdo a 6,3 uM de Se(lV), 66% do Se
adicionado foi encontrado no sobrenadante, 17% na biomassa, e 8,6% como Se elementar.
Em contraste, na exposicdo a 12,6 uM de Se(IV), esses valores foram de 39% no
sobrenadante, 53% na biomassa, e 49% como Se elementar. Além disso, esse estudo
também sugere que D. desulfuricans € capaz de desintoxicar Se convertendo Se(IV) em
compostos volateis!®:,

No entanto, nossos resultados de balango de massa apds a coexposi¢do ndo estao
totalmente alinhados com a recuperacdo media de Se obtida de culturas de D.
desulfuricans na coexposicdo com 0,5 uM de Hg(Il), que foi em média de 84%. Esse
estudo também discutiu a capacidade de D. desulfuricans em formar compostos HgSe
insollveist®?.

Neste estudo, os valores de balanco de massa de Se revelaram perdas
significativas de Se adicionado: entre 5% e 18% na exposicao individual, 10% a 32% no
pré-tratamento e de 17% a 37% no pos-tratamento.

No entanto, essas perdas de Se, que poderiam explicar as variacdes na recuperacao
total de Se, ndo podem ser atribuidas ao metodo analitico. Os resultados do teste de adi¢cdo
e recuperacdo do analito, discutidos no tépico 5.2, demonstraram que a recuperacao
percentual média de Se nas solucdes controle foi satisfatoria, com valores variando de
99% a 105% para Se(IV) e Se(VI) em os todos niveis de concentracdo e tipos de
exposicao.

Estudos anteriores sugerem que bactérias podem metabolizar Se, produzindo
espécies volateis que contribuem para perdas de Se durante o processo. Embora a emissédo
de compostos volateis ndo tenha sido controlada em nossos experimentos de exposicdo
de células, dados publicados indicam que o Se volatil capturado de culturas bacterianas
geralmente representa menos de 2,0% do Se adicionado®>161:1%° Portanto, é improvavel

que a volatilizacdo do Se justifique as perdas observadas neste estudo.
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Nesse contexto, destaca-se a importéncia de padronizacdo e controle de todos os
procedimentos executados, do experimento de exposicdo de células as andlises das
amostras. Essas praticas sao essenciais para identificar etapas criticas e mitigar potenciais
fontes de perda na recuperacao de Se.
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6. Conclusoes

O presente estudo forneceu evidéncias relevantes sobre os efeitos das diferentes
espécies e concentracdes de Se, bem como do Hg e das interacdes entre Se e Hg, tanto no
crescimento celular quanto na capacidade de bioacumulagdo de Se por E. coli ATCC
11775.

O método analitico proposto para determinacéo de Se por GF AAS, que avaliou a
bioacumulagéo de Se por E. coli, demonstrou desempenho consistente com 0s requisitos
necessarios para uma analise precisa e exata da biomassa bacteriana, bem como para a
analise direta do sobrenadante do meio de cultivo.

E. coli demonstrou capacidade de resistir a altas concentragdes de Se(1V), na faixa
de 30 a 500 pM, reduzindo Se(IV) a Se(0), revelando sinais evidentes de desintoxicacao
de Se. Consequentemente, grandes quantidade de Se foram removidas do meio, variando
de 46 a 74%, numa relacdo dose-dependente, porém com efeito negativo na viabilidade
celular a partir de 60 pM.

A presenca de Se, independentemente da espécie (Se(IV) ou Se(VI)), nas
concentragdes de 0,3; 3,0 e 30 uM, ndo afetou a viabilidade de E. coli.

E. coli demonstrou capacidade de resistir a presenca de até 20 uM de Hg(Il),
embora efeitos negativos na viabilidade celular tenham sido observados a partir de 15
HM.

Nos experimentos de coexposicdo, os efeitos interativos entre Se (0,3; 3,0 e 30
UM de Se(1V) e Se(VI1)) e Hg (15 uM) na viabilidade de E. coli demonstram ser dose-
dependentes. A interagao entre Hg ¢ 30 uM de Se revelou um efeito sinérgico negativo
significativo na viabilidade celular.

A formacéo de Se(0), observada na exposicdo individual a 30 uM de Se(1V), ndo
foi detectada na presenca de Hg nos experimentos de coexposicdo. Em contraste, um
composto escuro foi observado junto a biomassa de células, revelando efeitos interativos
entre Se e Hg.

Em concentracdes variando de 0,3 a 30 uM de Se(1V) e Se(VI), E. coli demonstrou
capacidade de acumular Se em quantidades que variaram de 5,2% a 41,1%, sem
comprometer sua viabilidade celular. A bioacumulacéo de Se foi influenciada tanto pela

espécie quanto pela concentracdo de Se, sendo que o nivel de concentracdo de Se teve um
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efeito significativo na bioacumulacdo para a espécie Se(IV), mas ndo para a espécie
Se(VI).

Nos experimentos de coexposicédo, a presenga de Hg influencia a distribuicdo e a
bioacumulacdo de Se, em comparacdo com a exposicao individual ao Se. Esse efeito é
dependente da concentracdo de Se, mas ndo da espécie ou da ordem de coexposicao.

Perspectivas futuras:

De forma a complementar este trabalho, com relacdo a metodologia necessaria
para aprimorar o entendimento sobre a bioacumulacdo de Se por E. coli e os efeitos
interativos entre Se e Hg, destacam-se as seguintes abordagens:

I. Andlise das biotransformacbes de Se e Hg mediadas por E. coli,
considerando a especiagdo quimica para avaliar como a bactéria altera a forma quimica
desses elementos, destacando a importancia de identificar compostos especificos de
Se e Hg e suas respectivas toxicidades e biodisponibilidades.

ii. Identificacdo, quantificacdo e localizacdo intracelular de Se(0), SeNPs,
HgS e HgSe, fazendo uso de técnicas avangadas como:

v Microscopia eletrénica de varredura (MEV) e microscopia eletronica
de transmissdo (MET) para a visualizacdo e caracterizacdo detalhadas
das nanoparticulas e depositos intracelulares de Se e Hg.

v Anélise de célula dnica (Single cell Analysis) para obter perfis
detalhados de expressdo génica e protedmica em células individuais,
bem como a quantificacdo precisa e localizacédo intracelular de Se e Hg,
permitindo uma compreensdo mais profunda da heterogeneidade
celular e dos mecanismos de bioacumulacao e biotransformacao.

iii. Investigacdo da metabolizacdo de Hg por E. coli e dos mecanismos de
resisténcia, identificando 0s processos bioguimicos, genes e vias metabdlicas
responsaveis pela resisténcia a toxicidade do Hg.

iv. Determinacdo de Hg na biomassa bacteriana e no meio de cultivo.

V. Realizacdo de estudos dirigidos a viabilidade de aplicacdo de E. coli na
biorremediacdo de areas contaminadas com Se e Hg, considerando aspectos ecoldgicos

e de seguranca.
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ANEXOS

Tabela A. Médias e desvio padrdo para o percentual médio de Se bioacumulado (%) para

cada combinacdo de especie e concentrace de Se. ANOVA, F(1.28) = 9,299; p-valor =

0,005.
Se Técnica analitica Se(%)(sd) n  Se(%)(sd) n PWC
GF AAS 18,50 (0,101) 3
0,3uM 18,90 (0,981) 6 a
ICP-MS 19,31 (1,380) 2
GF AAS 6,09 (0,092) 3
Se(1V) 3,0 uM 590(0,395) 6 b
ICP-MS 5,71 (0,521) 2
GF AAS 41,13 (1,997) 3 _
30 uM 40,50 (1,460) 6 ;i
ICP-MS 39,88 (0,383) 2
GF AAS 17,75 (0,371) 3
0,3uM 17,80 (0,748) 6
ICP-MS 17,91 (1,116) 2
GF AAS 521(0,227) 3
Se(VI) 3,0 uM 5,24 (0,148) 6
ICP-MS 5,26 (0,037) 2
GF AAS 15,82 (1,054) 3 3
30 uM 14,60 (1,750) 6 i
ICP-MS 13,46 (1,541) 2

Comparacbes pareadas (PWC): Caracteres ardbicos (a, b) representam medias

significativamente diferentes entre concentracdes de Se(1V); caracteres romanos (i, ii, iii)

representam medias significativamente diferentes entre as espécies de Se na concentracdo

de 30uM.

A ANOVA de trés fatores entre técnica analitica, espécies e concentracdes de Se resultou
em F (1.28) = 0,00074 e p-valor = 0,978.
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Tabela B. Médias e desvios padrdes de viabilidade celular de E. coli (logioCFU mL™?)

em ensaios de interagdo com diferentes concentragdes de Se(I1V). ANOVA, F(1.13) =

9,41; p-valor = 0.0009.

Se(1V) (nM) Viabilidade sd n  Teste de Tukey
0 8,49 0,230 a
30 8,48 0,223 a
60 8,21 0,107 9 b
120 8,12 0,284 b
500 8,30 0,342 a,b

Teste de Tukey: Caracteres distintos representam médias significativamente diferentes

entre as concentragdes de Se(1V).

Tabela C. Médias e desvios padrdes de viabilidade celular de E. coli (logioCFU mL™?)

em ensaios de interacdo com diferentes concentracdes e espécies de Se. ANOVA, F(1.20)

= 0,006; p-valor = 0,941.

Se Viabilidade sd n
Se(1V) 9,09 0,026
0 uM 6
Se(VI) 9,09 0,020
Se(1V) 9,01 0,021
0,3 uM 6
Se(VI) 9,03 0,082
Se(1V) 9,05 0,036
3,0 uM 6
Se(VI) 9,02 0,061
Se(1V) 9,07 0,034
30 uM 6
Se(VI) 9,08 0,054

Se(1V) e Se(VI) 0 uM representam o controle.
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Tabela D. Médias e desvios padréo de viabilidade celular (logi10CFU mL™?) de E. coli na
interacdo entre espécie de Se, ordem de coexposicdo e concentracdo de Hg. ANOVA,
F(3.126) = 2,799; p-valor = 0,043.

Se  Coexposicdo Hg (uM)  Viabilidade sd n Teste de Tukey

] 0 9,09 0,090 14 a
Poés
Se(1V) 15 8,87 0,108 26 b
e
) 0 9,05 0,106 14 a
Pré
15 8,92 0,117 26 b
] 0 9,09 0,090 14 a
Poés )
15 8,79 0,146 26 b:i
Se(VI)
) 0 9,03 0,077 14 a
Pré §
15 8,95 0,070 26 b ii

Teste de Tukey: Caracteres arabicos (a, b) representam viabilidades médias diferentes
entre as concentragdes de Hg (0 e 15uM) em cada tipo de coexposicao e espécie de Se.
Caracteres romanos (i, ii) representam médias de viabilidade celular diferentes entre as

ordens de coexposicédo pre e pés com 15uM de Hg para a espécie de Se(V1).

Tabela E. Médias e desvios padrdo de viabilidade celular (logio0CFU mL™) de E. coli na
interacdo entre as concentracdo de Se e de Hg. ANOVA, F(3.126) = 4,893; p-valor =
0,0030

Se Hg (UM) Viabilidade sd n Teste de Tukey
0 9,10 0,085 18 a
0OpuM ]
15 8,94 0,113 20 b; i
0 9,02 0,082 12 a
0,3 uM _
15 8,92 0,106 28 b, i
0 9,04 0,120 12 a
3,0 uM _
15 8,89 0,126 28 b, i
0 9,08 0,067 12 a
30 pM )
15 8,80 0,119 28 b, i

Teste de Tukey: Caracteres arabicos (a, b) representam viabilidades celulares médias
diferentes entre as concentragdes de Hg (0 e 15uM) em cada nivel de concentracdo de Se.
Caracteres romanos (i, ii) representam médias de viabilidade celular diferentes entre as

concentragdes de Se na concentracdo de Hg de 15uM.
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Tabela F. Médias e desvios padrdes do percentual de Se bioacumulado na interagdo entre
espécies e concentragdes de Se. ANOVA, F(1.42) = 10,082; p-valor = 0,0030.

Se Se bioacumulado (%) sd n Teste de Tukey

Se(1V) 21,80 3,134 a,b

0,3 uM 9
Se(VI) 21,55 3,254 o
Se(1V) 13,83 5,835 a

3,0 uM 9
Se(VI) 11,32 4,639 B
Se(1V) 22,35 14,228 b;i

30 uM 9
Se(VI) 9,67 4,652 B;ii

Teste de Tukey: Caracteres arabicos (a, b) representam (%) médios de Se bioacumulado
diferentes entre as concentracdes de Se(IV); caracteres gregos (a, B) indicam diferencas
entre as concentracOes de Se(VI); caracteres romanos (i, ii) indicam diferencas entre as

espécies em cada nivel de concentragdo de Se.

Tabela G. Médias e desvios padrdes do percentual de Se bioacumulado na interacdo entre

concentracéo de Se e tipo de exposicio. ANOVA, F(2.42) = 16,81; p-valor = 4,3 x 10,

Se Exposicdo Se bioacumulado (%0) sd n  Teste de Tukey

Se 18,13 0,477 a

0,3 uM POs 23,06 2,321 6 o
Pré 23,84 2,020 A
Se 5,65 0,507 b; i

3,0 uM POs 16,64 1,711 6 B; ii
Pré 15,43 2,081 B; ii
Se 28,48 13,937 a; i

30 uM POs 8,63 2,629 6 v; ii
Pré 10,93 4,365 B; ii

Teste de Tukey: Caracteres arabicos (a, b) representam a % médios de Se bioacumulado
diferentes entre as concentragdes de Se(lV); caracteres gregos (a, ) indicam diferencas
entre as concentracdes de Se(VI) e caracteres romanos (i, ii) indicam diferencas entre as

espécies em cada nivel de concentracédo de Se.
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