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RESUMO

O selénio (Se) é um dos elementos traco essenciais para a saude humana
uma vez que atua em muitos processos fisioldgicos importantes. Sua relevancia esta
associada a sua participacdo como componente essencial de varias proteinas, entre
elas a enzima glutationa peroxidase, que desempenha func¢des antioxidantes no
organismo. Dessa forma, seus beneficios estdo associados tanto a espécie quimica
como a faixa de concentragcdo que esse elemento se encontra no organismo.
Estudos prévios do grupo de pesquisas demonstraram que células da bactéria
Escherichia coli (E. coli) sédo capazes de remover Se do meio a que estdo expostas,
concordando com o que é reportado na literatura. A avaliacdo da resposta celular,
que expressa a influéncia do Se no crescimento da bactéria e, possivelmente, no
estresse oxidativo, mostrou que diferentes espécies de Se, tanto inorganicas quanto
organicas, nao afetam significativamente o crescimento celular. Contudo, a
diminuicdo do teor de Se no meio ndo pode ser diretamente relacionada a
incorporacdo desse elemento pela bactéria sem que seja avaliado o teor de Se na
biomassa. Sendo assim, este trabalho avaliou o teor de Se na biomassa obtida pela
exposicao da bactéria E. coli ao Se(lV) através de métodos de analise para
determinacao de Se por Espectrometria de Absorcédo Atémica com Forno de Grafite
(GF AAS). O estudo sobre a viabilidade celular da E. coli mostrou que as
concentracbes de Se(lV) estudadas sdo tdéxicas, porém a bactéria mostrou ser
resistente ao Se nessas concentracbes. Os resultados obtidos mostraram que,
exceto para a biomassa dos ensaios de 540 uM, a andlise direta da amostra se

mostra uma técnica mais adequada, com maior recuperacao do Se.

Palavras-chave: selénio; Escherichia coli (E. coli); espectrometria de absor¢éo

atdmica com forno de grafite (GF AAS); andlise direta.



ABSTRACT

Selenium (Se) is one of the essential trace elements for human health since it
acts in many important physiological processes. Its relevance is associated with its
participation as an essential component of several proteins, among them the enzyme
glutathione peroxidase, which plays antioxidant functions in the body. In this way, its
benefits are associated with both the chemical species and the concentration range
that this element is in the organism. Previous studies by the research group have
demonstrated that Escherichia coli (E. coli) cells are able to remove Se from the
medium to which they are exposed, in agreement with what is reported in the
literature. The evaluation of the cellular response, which expresses the influence of
Se on bacterial growth and possibly on oxidative stress, has shown that different
species of Se, both inorganic and organic, do not significantly affect cell growth.
However, the decrease in the content of Se in the medium can not be directly related
to the incorporation of this element by the bacteria without evaluating the content of
Se in the biomass. Thus, this work evaluated the content of Se in the biomass
obtained by the exposure of E. coli bacteria to Se(IV) by means of analysis methods
for determination of by Atomic Absorption Spectrometry with Graphite Furnace (GF
AAS). The study on the cellular viability of E. coli showed that the concentrations of
Se(lV) studied are toxic, but the bacterium showed to be resistant to Se at these
concentrations. The results showed that, except for the biomass of the 540 uM, the

direct analysis shows a more adequate technique, with a higher recovery of Se.

Keywords: selenium; Escherichia coli (E. coli); atomic absorption

spectrometry with graphite furnace (GF AAS); direct analysis.
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1 INTRODUCAO

O selénio (Se) é um dos elementos traco essenciais para a saude humana
uma vez que atua em muitos processos fisiolégicos importantes. Esse elemento
participa como componente essencial de varias proteinas, entre elas a enzima
glutationa peroxidase, que desempenha func¢des antioxidantes no organismo. Sendo
assim, seus beneficios estdo associados tanto a espécie quimica como a faixa de
concentragdo que esse elemento se encontra N0s organismos.

Estudos reportados da literatura demonstram que as células da bactéria
Escherichia coli (E. coli) sdo capazes de crescer em meios contendo diferentes
concentracbes de Se e também remover esse elemento do meio ao qual estédo
expostas. Estudos prévios do grupo de pesquisa avaliaram a resposta celular, que
expressa a influéncia de diferentes espécies de Se no crescimento da bactéria. Os
resultados mostraram que, tanto as espécies inorganicas de Se, quanto organicas,
nao afetam significativamente o crescimento celular com relacdo a medida do
namero total de células. Entretanto, visto que o teor de Se no meio diminui, ndo se
pode atribuir essa diminuicdo diretamente a incorporacdo desse elemento pela
bactéria sem que seja avaliado o teor de Se na biomassa da E. coli.

Dessa forma, este trabalho avaliou a possivel incorporacéo de Se pela E. coli,
estimando o teor de Se presente na biomassa dessa bactéria. Para isso, foram
investigados métodos de andlise direta na forma de suspenséo para a determinagao
de Se por Espectrometria de Absor¢cdo Atdmica com Forno de Grafite (GF AAS). Os
resultados foram comparados com técnica de preparo de amostra utilizando
irradiacdo por micro-ondas. Além disso, foi determinado o teor de Se residual
presente nos sobrenadantes dos ensaios, bem como o Se adsorvido, avaliado pela
solucéo utilizada para a lavagem da biomassa, afim de se obter ao final um balanco
de massas e adequada estimativa do Se incorporado.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Desenvolver um método analitico para determinacdo de selénio na biomassa
de células de Escherichia coli (E. coli) usando a técnica de Espectrometria de
Absorcéo Atdémica com Forno de Grafite (GF AAS) e amostragem direta na forma de

suspensao.

2.2 ESPECIFICOS

e Realizacdo de ensaios de cultura celular para obtencdo da biomassa a
partir de ensaios de incubacdo Se-E.coli.

e Otimizacdo do programa de temperatura para determinacdo de Se por GF
AAS.

e Otimizacdo dos métodos de preparo de amostras de biomassa com
amostragem direta de suspensao.

e Comparacédo dos resultados de andlise direta na forma de suspensdo com
método de preparo de amostra com aquecimento induzido por micro-
ondas.

e Balanco de massa do Se apés os estudos de interacdo Se-E. coli.

11



3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 SELENIO

O selénio (Se) € um dos elementos trago essenciais para a saude humana
uma vez que atua em muitos processos fisiologicos importantes (RAYMAN, 2012). O
seu comportamento como micronutriente essencial é conhecido por estar presente
em proteinas, bem como a sua atividade anticarcinogénica e seus efeitos frente a
toxicidade de metais pesados. Os elementos podem ser chamados de essenciais
somente se a auséncia total deles no organismo prejudica seu funcionamento
causando danos irreversiveis.

Na natureza e nos organismos, 0 Se estd presente nas formas organicas e
inorganicas, sendo geralmente os compostos organicos de Se mais biodisponiveis
do que as formas inorganicas (YAO et al., 2015). Na forma inorganica, o Se pode
estar presente em varios estados de oxidacdo, como selenato (SeO.*, Se(Vl)),
selenito (SeO3%, Se(IV)), seleneto (Se?) e elementar (Se®). Na forma organica, os
principais compostos sdo a selenocisteina (SC3H;NO,Se) e a selenometionina
(CsH12NO,Se) (LEMLY, 1993).

Se/

HSe
@) OH
HoN HoN
OH () O

Figura 1. Estrutura dos dois principais compostos de Se organicos: (a)

selenometionina e (b) selenocisteina.

O selenato e o selenito sdo altamente solUveis em agua e sdo conhecidos por
serem toxicos em sistemas bioldégicos, mesmo em concentracbes baixas. Em
contraste, o Se elementar é essencialmente nao téxico, porém insolivel em agua. O
seleneto & altamente toxico, porém € rapidamente oxidado a Se elementar. Assim, 0

Se se comporta de maneira antagonista em sistemas biologicos, havendo uma linha
12



ténue entre as concentracbes que sao fisiologicamente essenciais e aquelas que
sao toxicas (TURNER; WEINER; TAYLOR, 1998).

O Se também pode ser incorporado em proteinas como parte dos
aminoacidos selenocisteina ou selenometionina. A reacdo do selenito com a
glutationa produz a selenodiglutationa que, por sua vez, leva a subsequente reacao
de reducdo ao glutatioselenol e esses sdo provavelmente o0s principais
intermediarios para o0s possiveis destinos metabdlicos do Se (GERRARD;
TELFORD; WILLIAMS, 1974).

A quantidade diaria de Se(lV) recomendada para seres humanos depende do
sexo e da idade, mas é proxima de 75 pg de Se para homens e 55 pug de Se para
mulheres (ROSA et al., 2002), enquanto o limite maximo diario estabelecido pela
WHO é de 400 pg (WHO /FAO, 2004).

A primeira fungéo atribuida ao selénio na biologia foi como uma toxina. A
investigacgdo feita por Kurt Franke sobre as causas da selenose mostrou que essa
doenca é causada pela ingestao de altas doses de selénio encontradas em cereais,
forragem animal e plantas acumuladoras cultivadas em solos com alto teor de
selénio (MANVILLE, 1939).

Entretanto, assim como o excesso, a deficiéncia em Se esta associada a
varias doencas em animais e humanos. Em humanos, a Doenca de Keshan, um tipo
de cardiomiopatia (PROGRESS IN THE STUDY OF KESHAN DISEASE, 1978) e a
Doenca de Kashin-Beck, uma desordem osteoarticular (Sokoloff, 1988), sdo as mais
conhecidas.

Niveis insuficientes de Se estdo associados também ao aumento do estresse
oxidativo e neurodegeneracao, pois o Se é cofactor de uma grande quantidade de
enzimas, tais como glutationa peroxidase, tioredoxina redutase,
desiodinasesiodotironina, seleno phosphate sinthetase, selenoproteina P, e outros
selenoproteinas envolvidas na protecéo celular contra a oxidacao grave por radicais
livres (CRAVEDI et al., 2015).

Alguns estudos indicam que o Se atua como agente de desintoxicacao de
metais pesados e pode prevenir ou minimizar efeitos téxicos do arsénio, do cadmio e
do mercurio. No entanto, esta relacdo € complexa e envolve uma variedade de
processos bioquimicos e toxicoldgicos que ainda nao estdo bem esclarecidos
(KHAN; WANG, 2009).
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Nesse contexto, estudos mostraram que essas interagcbes sdo geralmente
antagonistas, mas também efeitos ainda mais téxicos e sinérgicos foram relatados.
Para compreender o antagonismo, em geral, os estudos levam em consideracdo as
espécies quimicas envolvidas, os modelos experimentais e rotas de administracao
dessas espécies. Assim, é especialmente relevante o estudo da exposicdo de
bactérias como a E. coli a diferentes concentracdes de Se para avaliar tanto o efeito
do Se no crescimento celular como a incorporacdo deste elemento pelo

microorganismo (KHAN; WANG, 2009).
3.2 INTERACAO Se-E. coli

Existe um interesse consideravel na funcao bioquimica do Se, quanto ao seu
papel na relagdo com o metabolismo da vitamina E, como um nutriente essencial
para o sistema da enzima formiato desidrogenase em células da bactéria E. coli, que
requer selénio para a sintese. Esta enzima esta relacionada com sua capacidade de
neutralizar o envenenamento por mercudrio e como um possivel inibidor do
crescimento neoplasico (GERRARD; TELFORD; WILLIAMS, 1974).

Estudos com a bactéria E. coli tem sido reportados (ALLER; ROBLES, 1998a;
ROBLES et al.,, 1999), pela sua utilizacdo do ponto de vista analitico, para a
especiacdo de compostos inorganicos e organicos, pelo desenvolvimento de um
método de bioensaio. Nestes estudos, os sistemas celulares foram capazes de
incorporar algumas espécies de Se.

A E. coli € uma bactéria que se encontra no trato gastrointestinal inferior dos
organismos de sangue endotérmicos, como humanos, e é capaz de reduzir o
selenito (SeOs*) e o selenato (Se0.*) em o Se elementar (Se®) (TURNER;
WEINER; TAYLOR, 1998).

Estudos relatam que células de E. coli podem crescer na presenca de
concentracdes maiores que 32 000 mg mL™ de selenato e em concentracdes
menores que 1600 mg mL™ de selenito. Além disso, estudos reportam que o Se se
distribui nas células com as seguintes percentagens: 28% na parede celular e
membrana, 18% na fragdo ribossbmica e 40% no citoplasma (GERRARD;
TELFORD; WILLIAMS, 1974).
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3.3 DETERMINACAO DE SELENIO

Para avaliar o efeito do Se em células expostas a este elemento e sua
incorporacdo na biomassa, técnicas analiticas sensiveis sdo necessarias. A
Espectrometria de Absorcdo Atdomica com Forno de Grafite (GF AAS) é uma
ferramenta importante que tem sido grandemente empregada para avaliar a
acumulacdo de Se em diferentes tecidos e fluidos biolégicos animais. As limitacdes
relacionadas a esta técnica como perdas por volatilizacdo em etapas prévias a
atomizacdo tem sido contornadas pelo uso adequado de modificadores quimicos
(QUINAIA; NOBREGA, 2000).

3.3.2 Espectrometria de Absorcao Atbmica com Forno de Grafite

A espectrometria de absorgdo atomica com forno de grafite (GF AAS) tem
sido bastante usada por ser uma ferramenta analitica sensivel e que tem os
problemas relacionados a perdas por volatilizagcdo em etapas prévias a atomizacao
contornados pelo uso adequado de modificadores quimicos. Além disso, usando
correcdo do sinal de fundo pode se executar com sucesso a determinacéo direta de
selénio por GF AAS (ZANAO et al., 2002).

A GF AAS também apresenta caracteristicas que a elegem como uma das
técnicas mais adequadas para analise direta de sdlidos, seja na forma de suspensédo
(SIS GF AAS) ou de sélido direto (SS GF AAS) (SCHWEIZER et al., 2004). Dentre
as suas principais caracteristicas, destacam-se: 0 programa de aquecimento que
permite o pré-tratamento térmico da amostra, sobretudo durante a etapa de pirdlise,
o que facilita a remocdo de parte dos concomitantes que podem provocar
interferéncias durante a atomizacdo; as pequenas quantidades de amostras que
podem ser analisadas; apresenta boa seletividade e sensibilidade; os problemas
relacionados ao sistema de transporte sao praticamente inexistentes, uma vez que o
transporte das suspensfes € feito por amostragem discreta (ndo depende de
nebulizadores), e sdo, posteriormente, introduzidas no atomizador eletrotérmico; a
adequada otimizacao do programa de aquecimento, aliada ao uso de modificadores
quimicos, possibilita, na maioria das vezes, a calibracdo do equipamento com
solugdes aquosas (SOARES et al., 2008); (Welz, 1999); (WELZ; VALE, 2005).
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3.3.2.1 Modificadores Quimicos

Modificadores quimicos sdo reagentes que sao adicionados em excesso a
solucdo a ser medida em GF AAS para converter o analito a uma fase de maior
termoestabilidade e/ou aumentar a volatilidade dos contaminantes. O objetivo da
modificacdo do analito e da matriz em GF AAS € permitir temperaturas de pirélise
suficientemente altas para remover o volume de contaminantes durante o pré-
tratamento térmico da amostra sem perder qualquer elemento analitico antes do
estagio de atomizacdo (SCHLEMMER, 1986).

O palédio, por ndo ser um elemento frequentemente determinado, pode ser
obtido em alta pureza, ndo reduz a vida util do tubo e nédo produz qualquer
atenuacdo de fundo excessiva. Portanto, cumpre todas as expectativas se a
estabilizacdo para temperaturas de pirélise suficientemente altas puder ser obtida. A
estabilizacdo térmica do Se no atomizador de grafite vem apresentando uma boa
aceitacdo através do uso de modificadores baseados principalmente em paladio
(ALLER; ROBLES, 1998).

Estudos reportados da literatura mostram que modificadores mistos com
nitratos de paladdio e magnésio sdo superiores aos sem magnésio, pelo menos
guando se trata da analise de materiais biologicos (CORPORATION, 1988). A
estabilizacdo térmica do Se no atomizador de grafite também vem apresentando
uma boa aceitacdo através do uso de modificadores baseados principalmente em
paladio (SCHLEMMER, 1986).

3.4 PREPARO DE AMOSTRA

A maioria das amostras submetidas para determinacdo elementar por
espectrometria de absor¢do atbmica com forno de grafite (GF AAS) encontra-se na
forma sélida (QUINAIA; NOBREGA, 2000). Materiais biolégicos preparados por
técnicas de preparo de amostra convencionais, como a decomposicdo acida,
envolvem a completa solubilizacdo do analito e da matriz através da mineralizacao
oxidativa da matéria organica e da solubilizacdo dos residuos em um solvente

adequado.
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A decomposicdo acida é uma alternativa amplamente utilizada, podendo
conduzir processos de extragao, dissolugdo e decomposicdo quando aplicadas a
amostras solidas em po, que se encontram dispersas em um meio liquido apropriado
(ORESTE E. Q. et al., 2017).

O uso de ondas de ultrassom em processos de preparo de amostra também
podem ser utilizados, pois sdo responsaveis pela desagregacdo e ruptura do
material pela acdo de microjatos aumentando a superficie de reacdo, 0 aumento da
atividade quimica a partir de espécies presentes no solvente, a renovacao do
solvente na interface solvente-soluto sélido e, até mesmo, a fusdo do solido devido
as temperaturas extremas atingidas no momento do colapso das bolhas de
cavitacao (KRUG, 2010).

O procedimento de decomposicdo pode ser muito trabalhoso, consumir
bastante tempo e promover erros por contaminagdao (CHEN; MARSHALL, 1999).
Erros sistematicos devido a contaminacdo ou perdas por volatilizacdo estédo entre os
mais frequentes, podendo afetar diretamente a exatiddo e precisdo dos resultados
analiticos. Além disso, esses procedimentos requerem elevado volume ou massa de
amostra (SOARES et al., 2008).

Considerando que a GF AAS é uma técnica destinada a determinagdo de
tracos e ultratracos de elementos, os cuidados no preparo das amostras tornam-se
cruciais para o sucesso do método empregado (SCHWEIZER et al., 2004). Por isso,
h&a um interesse continuo no desenvolvimento de técnicas simples de preparo de
amostra bem como pela analise direta das amostras, com minima manipulagéo.

A andlise direta de amostras, que pode ser efetuada por meio de suspensoées
ou por meio da amostragem direta de uma amostra pulverizada, com tamanho de
particula controlado, apresenta algumas vantagens quando comparada aos
procedimentos convencionais (CRAVEDI et al., 2015): simplificacdo no pré-
tratamento da amostra, possibilitando reduzir o tempo gasto nessa etapa,
aumentando, assim, a frequéncia analitica; minimizacdo dos riscos de contaminacao
devido ao uso de quantidades reduzidas de reagentes, pouca manipulagdo ou baixa
exposicdo ao ambiente; minimizacdo das perdas do analito de interesse; menor
periculosidade devido a nédo utilizacdo de reagentes tOxicos ou COrrosivos;
minimizacdo de geracdo de residuos, o que permite classificar os métodos como

‘limpos”; maior detectabilidade, uma vez que as amostras ndo sdo diluidas e,
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possibilidade de analisar uma pequena quantidade de amostra, permitindo estudos
de micro homogeneidade (SOARES et al., 2008).

A preparacdo de amostras em suspensdo continua para analise direta vem
atraindo consideravel atencdo pelo seu preparo facil e sua compatibilidade de
manipulacdo com técnicas liquidas. O uso de amostras em suspensdo tem se
tornado uma das mais populares abordagens para a determinacdo direta de
elementos tracos (CHEN; MARSHALL, 1999), uma vez que essa técnica combina as

vantagens da amostragem solida e liquida (MILLER-IHLI, 1990).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 INSTRUMENTACAO

Neste trabalho, a quantificacdo do Se foi realizada por espectrometria de
absorcdo atbmica com forno de grafite (GF AAS). Para tanto, foi utilizado um
espectrometro de absorcdo atdbmica Pin AACle 900T equipado com autosampler
AS900 (ambos Perkin Elmer) e sistema de corretor de fundo baseado no efeito
Zeeman. Foram utilizados fornos de grafite com aquecimento transversal com
plataforma integrada (THGA) e lampada de descarga sem eletrodos (EDL) de
selénio como fonte de radiacdo, operada sob uma corrente de 290,0 mA. A
avaliacdo do sinal foi feita pela absorvancia integrada (area do pico) na linha
analitica de 196,03 nm, com fenda espectral de 2,0 nm.

A manipulacdo de qualquer material contendo o microrganismo E. coli, bem
como de vidrarias esterilizadas foi realizada em capela de fluxo laminar vertical,
dotada de filtro de alta eficiéncia HEPA (do inglés, High Efficiency Particulate
Arrestance) e lampada germicida com radiacdo UV (Pachane, Brasil). A incubagéao
foi feita e mantida em um agitador orbital com banho termostatizado para tubos de
ensaio (New Brunswick Scientific, USA) e a incubacédo da E. coli cultivada em placas
foi feita em estufa (Thermoelectron Corporation, Alemanha).

Para a avaliagdo do crescimento celular da E. coli nos experimentos, a
contagem de células totais (viaveis e ndo viaveis) foi feita em um espectrofotbmetro
UV-visivel (Thermo Scientific, USA). O numero de células totais é dado pela
densidade otica (OD) da suspensdo de células que € a turbidez causada quando
ocorre o crescimento celular. A medida da OD foi obtida pela leitura da absorvancia
em 600 nm.

Para a pesagem dos reagentes, foi utilizada uma balanca analitica Europe
modelo EU60 (Gibertini Elettronica, Italia).

Para auxiliar na decomposicao acida das amostras, utilizou-se um digestor de
micro-ondas Mars6 (CEM, USA).
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4.2 LIMPEZA E ESTERILIZACAO DO MATERIAL

A vidraria e o0s recipientes utilizados no trabalho foram previamente
descontaminados e secos para posterior uso. Uma solucédo de HNO3 1,4 mol L™ foi
introduzida nestes recipientes, ficando em contato com o acido por um periodo de 24
horas para a completa descontaminacdo. Apos retirar a solugdo &cida, os frascos
foram lavados com agua ultrapura.

Para o0s ensaios de cultivo celular, todo material utilizado apos
descontaminacéo foi esterilizado em autoclave vertical (Phoenix, Sdo Paulo) durante
30 minutos, a 121 °C e 1,2 Kgf cm?. Apds o término do experimento, todo material
passou pelo processo de desinfeccdo feito por imersdo completa do material em
hipoclorito de sodio 1,0% ou alcool etilico 70% por 30 minutos. Em seguida, foi
realizada a limpeza com agua e sabdo com auxilio de uma escova, 0 enxague em

égua corrente e secagem.

4.3 REAGENTES E SOLUCOES

Agua ultrapura, obtida de um sistema de purificacédo de agua Milli-Q (Millipore,
Massachusetts, USA), foi utilizada para o preparo de todas as solucbes padréo e
amostras.

Todos os reagentes utilizados no trabalho foram de grau analitico. Acido
nitrico (Synth, Diadema, Brasil) foram destilados abaixo do seu respectivo ponto de
ebulicdo em um sistema de destilagdo de quartzo (Marconi, Piracicaba, Brasil).

As solucbes padrao de Se(lV) foram preparadas por diluicdo a partir de uma
solucdo de 1 g L™ de selenito de sédio (Na,SeOs), preparada pela diluicdo em agua
de uma solucdo estoque de 1000 mg L™ de Se(lV) (SpecSol, Jacarei, Brasil).
Solugbes padrdo de 250, 500, 1000 e 4000 mg L™ de selenito (Se(lV)) foram
preparadas por diluicdo a partir de uma solucdo de 1 g L™ de Na,SeOs (Sigma-
Aldrich, Munique, Alemanha) em &gua. As solugbes de Se(lV) utilizadas nos
experimentos de cultivo celular foram previamente esterilizadas em autoclave.

O meio de cultura utilizado nos experimentos de interagdo com a E. coli foi o
Luria Bertani (LB) cuja composicdo consiste em 10 g L™ de triptona, 5 g L™ de

extrato de levedura e 5 g L de NaCl. Ambos os meios LB, liquido ou solido
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(contendo 2% de Agar), foram preparados diariamente e imediatamente esterilizados
em autoclave.

Foi, ainda, utilizado nos experimentos com a E. coli o cloreto de sédio (NaCl)
0,85%, para lavagem do pellet contendo a biomassa bacteriana.

Uma solucéio de 10,0 + 0,2 g L™ de paladio (Pd) em 15% (v/v) HNO3 (Merck,
Darmstadt, Alemanha) e uma solucéo de 10,0 + 0,2 g L™ de magnésio (Mg) em 15%
(v/v) HNO3 foram utilizadas como modificador quimico para determinacao de Se por
GF AAS.

Argbnio de elevada pureza (99,999%) foi usado como gas de purga e
protecdo em GF AAS.

4.4 ESTUDO DA INTERACAO DO Se COM CELULAS DE Escherichia coli

As células de Escherichia coli (E. coli) ATCC 11775 foram primeiramente
cultivadas em meio LB sélido (previamente preparado em placas de Petri) a 37 °C
por 24 horas. A cultura foi estocada a 4 °C até o uso.

A partir deste cultivo em meio sélido, a E. coli foi inoculada em meio LB 20 g
L™ previamente esterilizado. Este cultivo em meio liquido foi mantido sob agitacéo
por 20 horas a 37 °C, originando um in6culo com alta concentracdo de células de E.
coli, com densidade Optica em torno de 1,79, denominada de pré-inéculo.

Deste pré-inéculo, uma suspensdo de células de E. coli foi preparada em
meio LB 15 g L™ previamente esterilizado. O preparo desta suspensédo se deu pela
necessidade de se controlar a concentracdo de células usada nos ensaios de
interacdo, deste modo a concentracao de células da suspenséo foi padronizada em
uma densidade o6ptica de 0,33.

Para o estudo de interacdo, dois tipos de in6culos em triplicata foram
preparados com esta a suspensdo de células padronizada, o controle positivo
(referéncia de desenvolvimento celular basal da E. coli) e os ensaios de interacao.
Também foram preparadas solucdes em meio LB 15 g L™ na auséncia de células
bacterianas, denominados controles negativos e brancos. Para a interagdo E.coli-
Se(lV), os ensaios e controles negativos foram suplementados com 30, 60, 120 ou

540 uM Se(lV) , pois essas concentracbes compreendem limites abaixo, entre e
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acima da quantidade diaria de Se recomendada. Todos os in6culos e solugbes
foram incubados sob agitacao por 16 horas a 37 °C.

Apés o término da incubacdo, os controles negativos e o branco foram
coletados em frascos tipo Falcon e armazenados a 4 °C e dos ensaios e dos
controles positivos foram retiradas aliquotas de cada replicata para a avaliacdo da
resposta celular, conforme descrito a seguir no item 4.5 e, entdo, o restante da
suspensao foi transferido para frascos tipo Falcon e centrifugado a 9000 rpm por 10
minutos. Esse processo separou o sobrenadante (meio LB) das células. Esses
sobrenadantes foram separados e armazenados a 4 °C juntamente com 0s controles
negativos e o branco para posterior determinacéo de Se por GF AAS.

As células foram ressuspendidas em 10 mL de solugéo salina, NaCl 0,85%, e
centrifugadas. O sobrenadante salino foi armazenado para posterior analise. Esse
processo de lavagem das células foi repetido por mais uma vez e resultou em um
pellet de células chamado de biomassa. A biomassa foi liofilizada e armazenada a 4

°C para posterior determinacéo de Se por GF AAS.

4.5 RESPOSTA CELULAR

A resposta celular foi avaliada por dois métodos indiretos de contagem de
microrganismos. O método de contagem pela densidade 6tica (OD) estima a
concentracdo de células totais (viaveis e ndo viaveis) e o método de contagem de
unidades formadoras de colonia (CFU, do inglés colony forming unit) estima a
viabilidade celular, ou seja, a concentracdo de células viaveis. Célula viavel é a
aguela que mantém as atividades metabdlicas minimas para possibilitar o seu
crescimento.

A avaliacdo da resposta celular da E. coli nos estudos de interacdo foi
realizada logo apds o término do tempo de incubacao.

Para a medida da OD foi coletado 1,0 mL de cada replicata dos controles
positivos e dos ensaios e feita leitura da absorvancia em 600 nm.

Para a contagem de CFU foi coletado 100 pL de cada replicata do controle
positivo e dos ensaios e esta aliquota foi transferida para frascos tipo Eppendorf e
diluicbes em séries de 10, 100, 1.000, 10.000 e 100.000 vezes foram feitas em PBS

0S ensaios com concentragdo de Se(lV) igual a 30 e 60 uM. Para os controles
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positivos e 0s ensaios com concentracdo de Se(lV) igual a 120 e 540 pM foi
necessario uma diluicdo maior, de 1.000.000 de vezes. Uma aliquota de 50 pL da
série mais diluida foi espalhada com o auxilio de uma alca de Drigalski em meio LB
sélido, previamente preparado em placas de Petri. As placas foram mantidas a 37
°C, overnight e em seguida foi feita a contagem das coldnias crescidas nas placas.

O resultado é dado em CFU mL™.

4.6 PREPARO DA AMOSTRA

Neste trabalho o Se total foi determinado como i) Se residual, ou seja, no
sobrenadante dos ensaios obtidos apds a interacdo Se-E. coli e centrifugacao; ii) Se
adsorvido, pela avaliacdo da solucdo para lavagem da biomassa e iii) Se
incorporado na biomassa.

As amostras dos sobrenadantes e a solugéo salina de lavagem da biomassa
foram diluidas e analisadas diretamente por GF AAS, sem nenhum preparo prévio. A
determinacdo de Se na biomassa foi feita por andlise direta por suspensdo. Para
comparacao dos resultados obtidos, as amostras sofreram decomposic¢do via umida

com aquecimento induzido por micro-ondas.

4.6.1 Suspensao da biomassa de E. coli

Para o preparo das suspensdes da biomassa de E. coli para a analise direta
por GF AAS foram medidas massas de aproximadamente 5 mg de biomassa de E.
coli, previamente liofilizada, em Falcons de 50 mL. Foram adicionados, em todas as
suspensdes, acido nitrico e Triton X-100, a fim de que a concentracdo final de cada
um fosse 0,5 e 0,005% (v/v), respectivamente Para as biomassas provenientes dos
controles positivos e dos ensaios de 30 uM, completou-se com agua ultrapura até o
volume de 20 mL. Para as biomassas provenientes dos ensaios de 60 €120 uM,
completou-se com agua ultrapura até o volume de 40 mL. Para as biomassas
provenientes dos ensaios de 540 pM, completou-se com agua ultrapura até o
volume de 50 mL.

As suspensdes das amostras foram entdo agitadas por 30 segundos em um

vortex (Phoenix AP56) e, apos, mantidas em banho de ultrassom por 30 minutos.
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Para a analise por GF AAS, cada amostra foi agitada novamente por 30
segundos em vortex, imediatamente antes da pipetagem pelo amostrador
automatico do GF AAS.

4.6.2 Decomposicédo Acida

4.6.2.1 Sobrenadante

Para decompor os sobrenadantes dos controles positivos e dos ensaios, uma
aliquota de 1 mL foi pipetada em frascos de teflon do digestor de micro-ondas (tipo
easyprep), juntamente com 2,5 mL de acido nitrico (HNO3) concentrado e 0,5 mL de
peréxido de hidrogénio (H,O,) 30%. Apds, as amostras foram levadas ao digestor e
submetidas a um programa de aquecimento que consistiu de uma rampa de
temperatura até 160 °C por 15 minutos, mantidas nessa temperatura por mais 10
minutos e, apos, resfriadas a temperatura ambiente. Por fim, as amostras foram

diluidas até 40 mL e armazenadas a 4 °C até a analise por GF AAS.

4.6.2.2 Biomassa de E. coli

Para decompor a biomassa das células de E. coli dos controles positivos e
dos ensaios, aproximadamente 10 mg de biomassa foram medidos em frascos de
teflon do digestor de micro-ondas (do tipo easyprep), juntamente com 2,5 mL de
HNO; concentrado e 0,5 mL de H,0,30%. Apos, as amostras foram levadas ao
digestor e submetidas a um programa de aquecimento como descrito no item
4.6.2.1. Por fim, as amostras foram também diluidas até 40 mL com agua ultra pura

e armazenadas a 4 °C até a andlise por GF AAS.

4.7 DETERMINACAO DE Se POR GF AAS

Neste trabalho o Se foi determinado por GF AAS como Se total apos o estudo
de interacdo E. coli-Se, avaliando-se os controles negativos, o teor residual nos
sobrenadantes dos controles positivos e dos ensaios, na biomassa de E. coli e na

solugéao utilizada para a lavagem da biomassa.
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As amostras foram diluidas com agua ultrapura de forma que a concentracao
ficasse dentro da faixa da curva de calibragcdo (no minimo dez vezes e no maximo
150 vezes). O volume de amostra injetada no atomizador foi 20 uL juntamente com 3
uL de 1,0 g L' de Mg e 5 pL de 1,0 g L™ de Pd. O Argénio foi utilizado em uma
vazdo de 2,5 mL min™ em todas as etapas do programa de temperatura, exceto na
etapa de atomizagcdo. Todas as medidas foram feitas em triplicata e o programa de
temperatura otimizado utilizado para todas as determinacfes esta representado na
Tabela I.

Tabela I. Programa de temperatura para a determinagao de Se por GFAAS.

Etapa Temperatura (°C) Rampa (°C s™) Permanéncia (s)
Secagem 1 110 10 30
Secagem 2 180 15 50
Pirdlise 1200 10 20
Atomizacéo 1900 0

Limpeza 2300
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 RESPOSTA CELULAR

A resposta celular foi avaliada por dois métodos indiretos de contagem de
microrganismos. O método de contagem pela densidade ética (OD) e método de
contagem de unidades formadoras de col6nia (CFU) que determina a concentracao
de células viaveis, ou seja, a viabilidade celular.

Apbs a definicdo do tempo de incubacéo pela curva de crescimento, estudos
de interacdo E. coli-Se foram realizados e a resposta celular da E. coli a esta
interacao foi avaliada nas amostras coletadas ap6s 16 horas de incubacéo.

Na Figura 2, que exibe 0s ensaios apos a interacdo, € possivel observar a
formacao da coloracao alaranjada nos ensaios de Se(lV) de 120 uM e 540 uM da
interacdo E. coli-Se.O surgimento da coloracdo alaranjada pode ser explicado pelos
mecanismos envolvidos na interacdo Se-bactéria que descrevem a reducdo do
selenito a selénio elementar, 0 qual possui essa cor caracteristica, evidenciando
essa reacdo. A intensidade da cor aumenta com o aumento da concentracdo de
selenito no meio de cultivo, pois quanto maior a concentragdo de selenito, maior a

producéo de selénio elementar.

Figura 2. Cultivo celular para estudo da interacdo E. coli-Se(IV): controle positivo (a),
ensaios 30uM (b), 60uM (c), 120 uM(d) e 540uM (e) apo6s 16 horas de incubacao.
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Para a avaliacdo da resposta celular da E. coli na presenca de Se(lV), a
concentracdo de células totais foi determinada pela OD ap0s a interacdo e esta

representada pela Figura 3.

1,80 -
€ 150
o
o
(U-)
= 1,20 -
=)
S
80,90 -
=)
o]
(]
T 0,60 -
T
2
8 0,30 -
0,00 \ \
C+ 30 60 120 540
Ensaios

Figura 3. Densidade 6tica dos controles positivos e dos ensaios apds 16 horas de
interacao E. coli-Se (n=3).

Considerando que a medida da OD do controle positivo € a referéncia de
desenvolvimento celular da E. coli na auséncia de Se(lV), pelos resultados obtidos
para todas as concentracdes de Se avaliadas, pode-se dizer que ndo houve inibicao
do crescimento celular.

Os ensaios de 30 e 60 uM apresentaram um desenvolvimento similar ao dos
controles positivos, 0s ensaios de 120 uM apresentaram um desenvolvimento médio
um pouco abaixo dos controles positivos e 0s ensaios de 540 uM exibiram uma OD
superior ao controle.

Nesse caso, entretanto, € dificil relacionar a densidade otica exclusivamente
ao crescimento celular, pois a turbidez da suspensdo pode, também, ser
consequéncia da presenca de selénio elementar.

A resposta celular da E. coli na presenca de Se(IV) também foi investigada
em termos de viabilidade celular através do método de CFU. Nesse método, além de
mostrar o efeito toxico do Se no crescimento celular, ndo ha a interferéncia do Se
elementar nos resultados. Os resultados da viabilidade celular estdo apresentados

na Figura 4 e expressados em CFU mL™.
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Figura 4. Concentracdo de células viaveis do controle positivo e dos ensaios (30,

CFU 106 mL!

60, 120 e 540 pM) apés 16 horas de interacdo E. coli-Se, expressa em CFU mL™.
Barras de erro representam o desvio padrdo entre as replicatas de cada ensaio
(n=3).

O resultados de viabilidade celular para o ensaio de 30 pM (6,63 10° CFU mL’
Y, de 60 pM (3,73 108 CFU mL™), de 120 pM (5,06 108 CFU mL™) e de 540 uM (2,54
10® CFU mL™) foram inferiores a viabilidade apresentada pelo controle positivo (1,94
10° CFU mL™). O ensaio de 540 pM foi o ensaio no qual a concentracdo de Se
apresentou maior efeito negativo sobre a viabilidade celular.

Uma vez que a viabilidade celular do ensaio 540 uM foi inferior a viabilidade
apresentada pelo controle positivo, é possivel afirmar que a OD do ensaio de 540
UM néo é consequéncia somente do crescimento celular e, sim, tem contribuicdo da
turbidez causada pelo selénio elementar. Portanto, embora esta avaliagdo evidencie
o numero total de células, para estabelecer efeito toxico, ela ndo é a mais indicada.

O efeito do Se na viabilidade celular da E. coli neste trabalho concorda com o
que j& foi reportado na literatura, onde concentracdes de selenito de sodio acima de
2 UM causaram efeito toxico (NODA; TAKANO; SAKURAI, 1979). Estudos prévios
relataram que a reducédo de Se(lV) para uma forma menos toxica, como o selénio
elementar, feita por algumas espécies de bactérias, incluindo a E. coli, pode ser

explicado como um processo de desintoxicacdo de Se pelas bactérias, o qual as
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torna tolerantes/resistentes a altas concentracdo de Se (KRAMER; AMES, 1988);
(TETTEH et al., 2014).

5.2 DETERMINACAO DE SELENIO POR GF AAS

5.2.1 Otimizag&o das condi¢des instrumentais

Neste trabalho, a determinacéo de Se foi feita por GF AAS. E conhecido que
a determinacdo de espécies volateis como Se requerem o uso de modificadores
quimicos para estabilizacao até a etapa de atomizagdo. Além disso, a determinacéo
pode sofrer interferéncia dos constituintes da matriz.

Para tornar as propriedades fisico-quimicas do analito nas solucdes padrdo e
na amostra o mais semelhantes possivel, sdo empregados modificadores quimicos.
Estes podem atuar como modificadores de matriz quando auxiliam na volatilizacao
da matriz. Entretanto, 0 emprego mais comum € na estabilizacdo do analito através
da formacdo de um composto ou fase do analito mais estavel, o que permite utilizar
temperaturas mais altas durante a pir6lise para a remoc¢do dos constituintes
indesejados da matriz, sem perda do analito. A mistura de Pd e Mg na forma de
nitrato, utilizada para estabilizar um grande niumero de elementos, é conhecida como
modificador universal (ALLER; ROBLES, 1998b).

A otimizacao das temperaturas de pirdlise e de atomizacdo adequadas para
as determinacdes de Se foi investigada através de curvas de absorvancia integrada
versus temperatura, utilizando-se uma massa de Se (total) de 4 ng (em solucéo
preparada em meio LB 1,5 g L) e Pd-Mg como modificador quimico (5 e 3 pg
respectivamente). Para estimar a temperatura de pirélise (Tp) foi estabelecido 1900
°C como temperatura de atomizagdo e para estimar a temperatura de atomizagao
(Ta) usou-se 1200 °C como temperatura de pirdlise. Os resultados foram avaliados
em relacdo a sensibilidade através da absorvancia integrada. As curvas de pirélise e

atomizacgao estdo apresentadas na Figura 4.
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Figura 4. Curvas de pirélise (a) e atomizacéo (b) para 4 ng de Se preparado em (m)
agua e em (o) LB 1,5 g L™. Barras de erro representam o desvio padrédo entre as
medidas (n=3). Condicdes experimentais: volume injetado 20 pL de 200 ugL™ Se; Ta
1900 °C; Tp1200 °C; modificador quimico 5 pug Pd e 3 pg Mg.

A temperatura de pirélise mais alta possivel é requerida para separar
efetivamente o analito dos concomitantes/matriz. Neste trabalho, foi comparado o
comportamento do sinal analitico de Se em agua e em LB. Os resultados obtidos
tanto em 4gua como em LB mostraram que temperaturas de pir6lise entre 1000 e
1300 °C produziram maior sensibilidade, ndo havendo diferenca maior que 5% entre
elas. Contudo, o sinal analitico do Se em meio LB diminuiu significativamente para
temperaturas maiores que 1300 °C. Sendo assim, a temperatura de pir6lise usada
para todas as determinacgdes de Se foi 1200 °C.

Para estabelecer a temperatura de atomizacdo devem-se evitar perdas do
analito por difusdo que ocorrem em altas temperaturas. O uso do modificador
quimico Pd-Mg ajuda a tornar o analito mais estavel e favorece o uso de
temperaturas de atomizacdo mais altas que as requeridas quando na auséncia de
modificador quimico. Os resultados, avaliados tanto com relacdo a sensibilidade
guanto ao perfil do sinal analitico, mostraram que, em meio LB, a maior sensibilidade
foi obtida em 1800 °C, enquanto que em agua foi em 1900 °C. Contudo, como a

maioria das amostras tem uma diluicio em que a concentracdo de LB € menor que
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1,5 g L™, optou-se por usar 1900 °C como condigdo compromisso para as todas as
determinacdes. O perfil do sinal analitico apdés a otimizacdo das condiges
experimentais esta representado na Figura 6. Assim, as temperaturas de pirélise e
de atomizacdo usadas no decorrer do trabalho foram 1200 °C e 1900 °C,

respectivamente.
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Figura 6. Perfil do sinal analitico de uma solucédo padrdo de 4 ng Se preparado em
meio LB 15 g L* (AA: absorcdo atébmica; BG: background). CondicBes
experimentais: volume injetado 20 pL de 200 ugL™ Se; Ta 1900 °C; Tp 1200 °C;
modificador quimico 5 pug Pg e 3 pg Mg.

AplOs a otimizacdo das condicdes experimentais, foram estabelecidos os
parametros de mérito faixa de concentracdo, limites de deteccdo (LD) e
quantificacdo (LQ) instrumentais e massa caracteristica (m,). Para isso, foi
construida uma curva de calibracao utilizando cinco soluc¢des padrao na faixa de 50-
300 pg L™ de Se (equivalente a uma faixa de 1,0 — 6,0 ng). Os resultados estéo
apresentados na Tabela Il. A massa caracteristica obtida estd acima da que é

reportada pelo fabricante do equipamento (45 pg).
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Tabela Il. Pardmetros de mérito para a determinacao de Se por GF AAS com
sistema de correcéo de fundo baseado em efeito Zeeman.

Parametro Resultado
Regressao Linear Ai=0,0036+0009m
R 0,9962
LD (ng) 14
LQ (ng) 4,7
Mo (PY) 89

5.2.2 Determinacao de Se

Primeiramente, para avaliar o teor de Se residual dos ensaios, foi feita a
determinacao de Se por GF AAS nos controles negativos de 30, 60, 120 e 540 uM.
Os resultados obtidos estdo expressos em termos de recuperacao (%) de Se

calculada em relacdo a quantidade de Se adicionada nos respectivos controles

como mostrado na Tabela lll.

Tabela Ill. Recuperacao de Se nos controles negativos.

Ensaio (uM)  Se adicionado (mg/L) Se encontrado (mg/L) Recuperacao (%)

30 2,5 19 77
60 5,0 4,1 82
120 10,0 8,7 87
540 45,0 36,4 81

Os resultados da recuperacao de Se dos controles negativos ficaram entre 77
e 87% quando calculados em relacdo a curva de calibracdo. E importante destacar
gue a solucéo de Se utilizada para os ensaios de interacao foi preparada a partir do
sal selenito de sodio. Apesar dos valores de recuperagdo estarem abaixo do
esperado, o valor de Se encontrado foi a referéncia para a estimativa percentual de
Se residual, bem como o Se adsorvido e Se incorporado na biomassa.

Para avaliar o teor de incorporacédo do Se pela E. coli, fez-se a determinacgéo
desse elemento na biomassa da bactéria. Para isso, mediu-se a massa da biomassa
obtida a partir de cada ensaio e assim estimou-se a massa média de biomassa para

cada replicata com a mesma concentracéo inicial de Se. O teor de Se encontrado a
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partir da determinacdo, tanto por analise direta, como via decomposi¢do acida, foi
relacionado com a massa média total de biomassa. As massas de Se em cada etapa
estdo expressas na Tabela IV.

A interacdo da E. coli com o Se presente no meio foi avaliada pela
determinacdo de Se residual nos sobrenadantes dos ensaios através da andlise
direta e também apds a decomposi¢cdo &cida dos mesmos. Os resultados das
replicatas desse experimento estdo expressos em termos de concentracdo de Se no
sobrenadante (ug/L) e em percentagem de Se residual também na Tabela IV.

Como ja mencionado, o teor de Se no meio foi avaliado e comparado com os
valores encontrados nos respectivos controles negativos, que serviram de referéncia
(100% de Se) para avaliar a capacidade da E. coli em remover o Se presente no
meio. Os resultados obtidos mostraram que, em geral, a concentracdo de Se nos
sobrenadantes diminuiu com o aumento da concentracdo de Se no ensaio, ou seja,

quanto maior o suplemento de Se, mais a bactéria o remove do meio.
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Tabela IV. Teor de Se residual e na biomassa apoés a interacéo E. coli — Se(lV) por

analise direta e decomposicao 4cida.

Ensaio Se residual (ug/L) Biomassa (ug/g)
(uM) Andlise direta Decomposicao Analise direta  Decomposigcao
580 425 252 128
30 501 356 312 138
557 484 369 178
Média * sd 546 + 41 422 + 64 311 + 58 148 + 26
% Residual 28 - - -
1022 548 710 358
60 946 497 828 202
1076 594 682 250
Média * sd 1015+ 65 546 + 48 740 + 77 270 + 80
% Residual 25 - - -
1907 1149 1501 995
120 2141 1413 1193 1007
1891 1120 1128 1067
Média * sd 2980 + 140 1227 + 161 1274 + 199 1023 + 39
% Residual 23 - - -
9990 6237 2015 2398
540 8145 4909 2826 3196
8139 5207 2894 3529
Média * sd 8758 + 1067 5451 + 697 2578 + 489 3041 + 581
% Residual 24 - - -

Como o0s resultados obtidos por analise direta apresentaram maior
recuperacdo de Se, com excecdo dos valores encontrados para biomassa dos
ensaios de 540 uM, fez-se o balanco de massas desse elemento em cada ensaio, a
partir da determinacdo da quantidade total de Se residual no sobrenadante, na
solucéo utilizada para a lavagem da biomassa e na prépria biomassa, como esta

mostrado na Tabela V.
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Tabela V. Balanco de massas do Se por andlise direta ap6s a interacdo com a

E.coli.
] Total de Se Se _ Total de Se
Ensaio o ] Lavagem Biomassa Recuperacéao
(referéncia) residual encontrado
(uM) (H9) (M) (%)
(Mg) (Mg) (H9)
30 96,5 27,3 1,0 14,2 42,6 44
60 206 50,7 1,9 33,8 86,4 42
120 434 99,0 0,8 56,4 156 36
540 1820 437 2,3 112 552 30

A avaliacdo do balanco de massas mostrou recuperacgdes variando entre 30 e
44% comparando-se com o valor total da referéncia (controle negativo). Pode-se
notar, também, que a maior parte do Se recuperado encontra-se no sobrenadante
(Se residual), seguido pela biomassa (Se incorporado) e, por ultimo, na solugcédo
utilizada para a lavagem da biomassa (Se adsorvido).

Com relacdo ao total de Se recuperado, cerca de 30% desse elemento é
incorporado pela biomassa de E. coli para os ensaios com concentracao de Se
adicionado de até 120 uM, como pode ser visto na Figura 7. No ensaio de 540 uM,
como a producdo de Se elementar é mais evidente, o teor de Se encontrado na

biomassa foi de 20%.

100 +

80 I

60 - M Incorporado
Adsorvido
40 -
M Residual
20 -
0 4
30 60 120

540

Figura 7. Balanco de massas do Se recuperado ap0s o estudo de interacéo
Se-E. coli.
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E possivel ressaltar que, quando se avalia a recuperacdo de Se residual
individualmente, os resultados mostraram que a maior parte ndo estava no
sobrenadante, uma vez que a percentagem de Se residual variou de 23 a 28%
guando comparada somente em relacdo ao controle negativo. Isso corresponde a
uma diminui¢éo de até 77% de Se do meio.

A fim de identificar se o Se ficou apenas adsorvido nas paredes das células,
fez-se a determinacdo de Se na solucdo utilizada para a lavagem da biomassa.
Pode-se notar que a fracdo de Se encontrada nessa solucao é relativamente baixa
quando comparada a referencia, o que pode indicar que a maioria do Se é
incorporado pela bactéria, e ndo apenas adsorvido por ela.

Além disso, é possivel perceber que, quanto maior a concentracdo de Se no
meio, maior € a incorporacdo do mesmo pela bactéria. Entretanto, ndo se pode dizer
que essa relacdo € proporcional, visto que a percentagem de incorporacdo de Se
ndo € a mesma entre 0s ensaios.

Pela avaliacdo dos resultados obtidos, € possivel estabelecer uma relacdo
entre a remocdo de Se do meio e a viabilidade celular (CFU). Quanto maior a
concentracdo de Se no ensaio, maior € a remocdo de Se do meio e menor é a
viabilidade celular. No entanto, o ensaio de 60 uM teve um comportamento distinto,
uma vez este ensaio teve o maior efeito sobre viabilidade celular, porém néo foi o
ensaio que apresentou a maior remocao.

E importante ressaltar que provavelmente parte da remocéo de Se do meio
pela E. coli ocorreu através da producdo de selénio elementar, como mencionado
anteriormente, pois observou-se a formacdo de um sélido alaranjado (Figura 1-e)
que ficou parcialmente aderido as paredes do frasco e parte ficou depositada sobre

o pellet da biomassa.
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho evidenciaram que um método simples de
preparo de amostra pode ser empregado para determinacdo de Se em biomassa de
células de E. coli.

Os resultados obtidos a partir da determinagéo de Se mostraram que, exceto
para a biomassa dos ensaios de 540 uM, a andlise direta da amostra se mostra uma
técnica mais adequada, uma vez que apresenta uma maior recuperacdo de Se em
relacdo ao que foi adicionado quando comparado ao preparo da amostra por
decomposicado acida.

Os resultados de viabilidade celular da E. coli mostraram que as
concentracbes de Se estudadas sao toxicas, porém a bactéria mostrou ser
resistente ao Se nessas concentracdes. A toxicidade do Se também foi evidenciada
pela necessidade da E. coli em realizar um processo de desintoxicacao, através da
reducdo do Se(lV) para uma forma menos téxica, como o Se elementar.

Para estabelecer uma recuperacdo proxima a 100% com relacdo ao balanco
de massas, outros estudos acerca do preparo de amostra de biomassa de E. coli se
fazem necessarios. Isto ficou mais pronunciado em relagdo ao Se elementar
produzido nos ensaios de interacdo Se-E. coli de maior concentracdo, uma vez que
ficou visualmente retido tanto na parede dos frascos como também sobre o pellet de

biomassa.
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