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1. UvVOD

Selen je otkrio JOns Jacob Berzelius (,,otac $vedske kemije) jos 1817. god. Bioloska
toksi¢nost selena je prvi put prepoznata 1856. godine, kada je otkriveno da je bio uzrok
bolesti danas znane kao selenoza, €iji su simptomi abnormalni gubitak kose, slomljeni nokti,
ljustenje noktiju, debeli nokti i lezije na kozi. Da nije samo toksican i da moze imati dobar
ucinak na ziva bi¢a je otkriveno tek 1957. godine, kada se pokazalo da selen moze sprijeciti
nekroze jetre u Stakora. Danas se zna da je esencijalni element u tragovima Koji je neophodan
za sintezu aminokiseline selenocisteina, kao i da je vazan za biosintezu koenzima Q, glutation
peroksidaze, tioredoksin reduktaze, te za mnoge druge fizioloske funkcije. Razlika u
koncentracijama u kojima je selen koristan ili toksi¢an je vrlo mala, stoga male promijene u
okolisu mogu uzrokovati veliku §tetu zivom svijetu tog podrué¢ja (Nancharaiah i Lens 2015).

Poznato je da razni mikroorganizmi u okolisu imaju sposobnost razli¢itih modifikacija
selena, kao Sto su redukcija, oksidacija, metilacija i demetilacija (Eswayah i sur. 2016).
Bakterije koje su sposobne provoditi reakcije oksidacije i redukcije selena su klju¢ne u
njegovom ciklusu kruzenja u prirodi (Nancharaiah i Lens 2015). Razli¢ite vrste bakterija su
sposobne podnijeti vece koncentracije toksi¢nih selenovih spojeva, odnosno selenovih
oksianiona, u svojoj okolini (Oremland i sur. 2004, Bajaj i sur. 2012, Nancharaiah i Lens
2015, Eswayah i sur. 2016). Mehanizmi zbog kojih su neke bakterije sposobne podnijeti vece
koncentracije toksi¢nih selenovih spojeva su raznoliki, a mnogi jo$ nisu ni u potpunosti
razja$njeni (Bajaj i1 sur. 2012, Nancharaiah i Lens 2015, Eswayah i sur. 2016). Veliki dio
takvih bakterija u stanju je reducirati u anaerobnim uvijetima selenove oksianione do
elementarnog selena kojeg izlu¢uju u okoli§ u obliku nanosfera. Uglavnom su to selen-
respiriraju¢e bakterije, bakterije koje mogu Koristiti selenove oksianione kao konacne
akceptore elektrona pri anaerobnoj respiraciji i time si omoguciti izvor energije (Nancharaiah
i Lens 2015). Mehanizmi koji ne ukljuéuju respiraciju selenovih oksianiona nisu sasvim
razjaSnjeni, te su uglavnom poznati neki detoksifikacijski mehanizmi koji ukljucuju
reduktaze, poput glutation reduktaze (Oremland i sur. 2004, Nancharaiah i Lens 2015) i tiol
reduktaze (Nancharaiah i Lens 2015). Neke su bakterije sposobne metilirati i reducirati
selenove oksianione, otpustajuci selen u obliku hlapljivih spojeva (Eswayah i sur. 2016).
Nanosfere selena, koje najcesce proizvode bakterije s nekim oblikom rezistencije na selen,
imaju specifi¢na fizikalna svojstva (Oremland i sur. 2004), te razli¢ite mogucnosti uporabe,
poglavito u industriji i tehnologiji (Bajaj i sur. 2012, Nancharaiah i Lens 2015, Eswayah i sur.
2016).



2. SELEN I CIKLUS KRUZENJA SELENA U PRIRODI

Selen (Selenij, simbol Se) je kemijski element s atomskim brojem 34 i atomskom
masom od 78.96 amu (Silberberg i Amateis 2015), te spada u 16. skupinu periodnog sustava
elemenata (Eswayah i sur. 2016), odnosno u halkogene elemente (Nancharaiah i Lens 2015).
Pojavljuje se u obliku 6 razligitih izotopa, od kojih su *°Se i ®Se najesée nadeni na Zemlji
(Nancharaiah i Lens 2015). Svrstava se u metaloide, te je kemijski slican sumporu i teluriju.
U prirodi se pojavljuje u +6, +4, 0, -2 oksidacijskim stanjima. U oksidacijskom stanju +6 se
pojavljuje u obliku selenata (SeO4*), a u oksidacijskom stanju +4 u obliku selenita (SeO3%)
(Oremland i sur. 2004). Ti selenovi oksianioni su stabilni, dobro topivi u vodi, potencijalno
mobilni u oksi¢nim uvijetima, bioloski lako dostupni i toksicni. Elementarni selen (Se®) moze
postojati u razli¢itim alotropskim modifikacijama (kristalni, metalan, amorfni). Elementarni
selen se uglavnom smatra bioloski nedostupnim zbog lose topivosti u vodi, ali u koloidalnom
obliku moze biti mobilan i postati bioloski dostupan morskim organizmima. Elementarni
selen je rijedak u prirodi. Selen u -2 oksidacijskom stanju, odnosno Se(-Il), se pojavljuje u
obliku selenida koji se moze vezati s metalima u metaloselenide, ili s organskim tvarima u
organoselenide (pr. selenoproteini). Selenid moZe biti i u metiliranoj formi. Metilirani oblici
selenida su uglavnom hlapljivi. Postoji i vodikov selenid (H,Se) koji je vrlo hlapljiv i vrlo
toksian (strukturni analog H,S). Metalni selenidi su ograni¢ene topivosti i oni su stoga
manje mobilni u okolisu (Nancharaiah i Lens 2015).

Selen je kljuan element u tragovima koji se nalazi u sve tri domene zivih bica
(bakterije, arheje, eukarioti), kao i virusa (Oremland i sur. 2004). Vodik, kisik, ugljik, dusik,
fosfor, sumpor i selen neki navode kao dominantne komponente svih Zzivih sustava
(Nancharaiah i Lens 2015). Dio je seleno-aminokiselina kao S§to su selenometionin i
selenocistein, koja je 21. geneticki kodirana aminokiselina. Selenocistein je dio nekih
prokariotskih enzima, kao $to su format dehidrogenaze kod E. coli i rodova Salmonella,
Clostridium i Methanococcus, glicin reduktaza kod nekih klostridija, te nekih hidrogenaza
kod roda Methanococcus. U sluc¢aju da je dostupno previse selena, stanica ugraduje selen
umijesto sumpora u stani¢ne komponente (Eswayah i sur. 2016). Visoke koncentracije selena
su toksi¢ne za ve¢inu mikroorganizama, kao 1 za zivotinje kod kojih mogu uzrokovati teske
poremecaje ili smrt. Toksi¢nost selena potjeCe upravo zbog toga §to se selen ugraduje
umijesto sumpora u proteine koji imaju tiolne skupine (Stolz i Oremland 1999).

Postojanje ciklusa kruzenja selena u prirodi je predlozio Shrift 1964. godine. U prirodi

selen kruzi izmedu oksi¢nih i anoksi¢nih stanista, te prelazi u razli¢ita oksidacijska stanja.



Distribucija razlicitih oblika selena (razli¢itih oksidacijskih stanja) ovisi o prevladavaju¢im
redoks uvijetima stanista. U prirodi je selen dostupan u organskim i anorganskim spojevima.
Pojavljuje se u krutinama, tekucinama i plinovima (kao dio razli¢itih spojeva). Nalazi se u
svim prirodnim okoliS§ima — stijenama, tlu, vodi i atmosferi. Selen ima nejednoliku
distribuciju u Zemljinoj kori (Nancharaiah i Lens 2015). Potpuni ciklus selena u prirodi ovisi
0 geokemijskim i mikrobnim transformacijama selena i njegovih spojeva. Stopa redukcije
selena i selenovih spojeva je veca od stope oksidacije selena i selenovih spojeva u prirodi
(Bajaj i sur. 2012). Selenat i selenit, u kojima je selen u najoksidiranijem stanju, se
prvenstveno nalaze u oksigeniranim okoli§ima (staniStima), kao Sto su povrSinske vode. U
anoksi¢nim i anaerobnim uvijetima se ocekuje stvaranje elementarnog selena zbog
prevladavajuéih redukcijskih uvijeta. U vrlo reduciraju¢im uvijetima elementarni selen moze
biti jo§ viSe reduciran u selenid, koji se veze s metalima u metaloselenide, ili s organskim
tvarima u organoselenide. U prirodi se selenid uglavnom nalazi u obliku metaloselenida u
mineralima, odnosno stijenama i sedimentima. Naj¢es¢i organoselenid je selenocistein.
Selenid u obliku H,Se je u uobicajenim uvijetima u plinovitom stanju i jako je reaktivan, te se
u prisutnosti kisika spontano oksidira u elementarni selen. Metilirani selenovi spojevi su
hlapljivi (Nancharaiah i Lens 2015). Najveci rezervoari selena na Zemlji su sumporne rude,
pirit, ugljeni s velikom koli¢inom sumpora (Nancharaiah i Lens 2015), skriljevci bogati
ugljikom i fosforne stijene (Bajaj i sur. 2012). Geoloski izvori (poput vulkanskih erupcija) i
ljudska djelatnost (rudarenje, izgaranje fosilnih goriva, poljoprivredne djelatnosti) ispustaju
selen u okoli§ (atmosferu, tlo i vodu) u obliku selenovih oksianiona — SeO4* i SeOs”
(stabilni, topivi u vodi, mobilni u okolisu). Selen se asimilira kao esencijalni element,
pretvorbom (uglavnom) iz selenovih oksianiona u organoselenide (selenoproteine) od strane
mikroorganizama i biljaka na dnu hranidbene mreze, koji onda biva asimiliran na vi§im
stupnjevima (zooplankton, razne Zivotinje). Raspadanje 1 dekompozicija zivih bi¢a otpusta
selen nazad u okoli§ (Slika 1). Mikroorganizmi imaju klju¢nu ulogu u kruzenju selena u
prirodi. Razne bakterije i arheje metaboliziraju selen i provode razli¢ite reakcije na selenu,
poput asimilacije, metilacije, detoksifikacije i anaerobne respiracije, odnosno redukcije i
oksidacije. Neke bakterije i arheje mogu provoditi disimilatornu redukciju selenovih
oksianiona, odnosno koristiti selenat i selenit kao konac¢an elektron akceptor i na taj ih nacin
reducirati do elementarnog selena u anaerobnim uvijetima. Postoje bakterijski sojevi koji su
sposobni reducurati selenove oksianione u elementarni selen u aerobnim ili mikroaerofilnim
uvijetima. Neki mikroorganizmi mogu elementarni selen ili selenove oksianione reducirati do

topivih selenida. Selen-oksidiraju¢e bakterije mogu oksidirati selenid ili elementarni selen u
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selenit ili selenat, a stopa oksidacije ovisi o koncentraciji (otopljenog) Kkisika. Stopa
oksidacije je za 3 do 4 reda veli¢ine manja od stope redukcije selena kod mikroorganizama
(Nancharaiah i Lens 2015). Cak je poznata vrsta fotosintetske purpurne sumporne bakterije
koja koristi oksidaciju elementarnog selena u H,SeO, kao jedini izvor energije (Eswayah i
sur. 2016). Neki mikroorganizmi su sposobni koristiti selenove oksianione iz okolisa za
stvaranje metiliranih spojeva selena, poput dimetilselenida i dimetildiselenida. Posto su ti
spojevi hlapljivi, ti mikroorganizmi imaju ulogu otpustanja selena u atmosferu. Cini se da
neke vrste bakterija mogu provoditi demetilaciju selenovih spojeva, stoga mogu Koristiti
dimetilselenid ili dimetildiselenid kao izvor energije. Predlozeno je da bi neke metanogene i
sulfat-reducirajuce bakterije mogle biti sposobne anaerobno transformirati dimetilselenid u
metan, ugljikov dioksid i H,Se (Eswayah i sur. 2016). Se-respiriraju¢e bakterije imaju
klju¢nu ulogu u ciklusu selena u prirodi. Se-reducirajuée bakterije takoder utje¢u na ciklus

ugljika, dusika i fosfora u prirodi (Nancharaiah i Lens 2015).
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Slika 1. Ciklus kruzenja selena u prirodi. Preuzeto iz Nancharaiah i Lens (2015) i prevedeno.



3. BAKTERIJSKA REDUKCIJA SELENOVIH OKSIANIONA

Razlicite vrste bakterija su sposobne Zivjeti i umnazati se u podrucjima zagadenima
selenovim spojevima, jer mogu reducirati toksi¢ne selenove oksianione — selenat (SeO4?) i
selenit (Se0s%) do elementarnog selena (Se°), koji onda biva izbagen iz stanice ili se odmah
akumulira izvan stanice u obliku selenovih nanosfera. Se reducirajuc¢e bakterije su nadene i u
netaknutim 1 u kontaminiranim vodenim okoli§ima i tlima na razli¢itim geografskim
podru¢jima. Zive i na mijestima gdje koncentracija selenovih oksianiona nije prevelika
(Nancharaiah i Lens 2015). Smatra se da je bakterijska redukcija selenovih oksianiona ili u
svrhu respiracije u anaerobnim uvijetima (disimilatorna redukcija), ili nacin detoksifikacije,
ili “nusprodukt” enzima koji u tih vrsta obavljaju drugu funkciju (Eswayah i sur. 2016).
Bakterijska redukcija selenovih oksianiona se moze provoditi i u anaerobnim i u aerobnim
uvijetima, ali ju provode razli¢ite skupine razli¢itim mehanizmima, s razliCitom svrhom
(Nancharaiah i Lens 2015). Neke bakterijske vrste, poput soja Shewanella oneidensis MR-1 i
bakterije Rhodobacter sphaeroides, su sposobne provoditi redukciju selenovih oksianiona i u
anaerobnim i u aerobnim uvijetima (Eswayah i sur. 2016). Postoje bakterijski sojevi koji su
sposobni reducurati selenove oksianione u elementarni selen u aerobnim ili mikroaerofilnim
uvijetima postupkom detoksifikacije, ili redoks homeostazom kod fototrofnih bakterija
(Nancharaiah i Lens 2015). Mehanizmi aerobne bakterijske redukcije selenovih oksianiona
nisu jo$ sasvim razjaS$njeni. Do danas je vecina istrazivanja bila usmjerena na bakterije koje
reduciraju selen i stvaraju selenove nanosfere u anaerobnim i anoksi¢nim uvijetima, stoga je
poznavanje vrsta koje su sposobne provoditi te reakcije u aerobnim uvijetima vrlo
ograni¢eno. Poznate takve vrste uglavnom spadaju u rodove Pseudomonas i Bacillus, kao $to
su P. fluorescens, P. aeruginosa, B. subtilis i B. megaterium (Bajaj i sur. 2012). Poznato je da
su neke sulfat-reduciraju¢e bakterije sposobne reducirati znacajne koli¢ine selenata u
anaerobnim uvijetima, pri cemu se ne povecava broj tih bakterija. Neke fototrofne bakterije
mogu provoditi redukciju selenata u anaerobnim uvijetima. Poznat je veéi broj bakterija koji
je sposoban koristiti disimilatornu redukciju selenovih oksianiona u procesu proizvodnje
energije, odnosno koje koriste selenove oksianione kao terminalne akceptore elektrona u
anaerobnoj respiraciji. Anaerobna respiracija selenovih oksianiona je najvazniji proces nad
selenom u okolisu (Nancharaiah i Lens 2015).

Redukcijski potencijal za redukciju SeO,% u SeOs” (SeO,* + 2e”+ 2H*— SeOs” +
H,0) je +0.48 V, $to je manje od redukcijkog potencijala za konverziju NO3™ u N; (+0.75) i

redukcijskog potencijala za konverziju MnO; u Mn?* (+0.53), ali je veéi od redukcijskog



potencijala za konverziju NOs u NHy4 (+0.36). Redukcijski potencijal za redukciju SeOs* u
Se® (SeOs” + 4e”+ 6H*— Se° + 3H,0) je manji od sviju prije navedenih (+0.21), ali je veéi
od redukcijskih potencijala za konverziju Fe** u Fe?* (+0.10), SO4* u SO5* (-0.516), i Se® u
HSe™ (-0.73). Izracuni slobodnih Gibbsovih energija s H, kao elektron donorom pokazuju da
su redukcije selenovih oksianiona energetski povoljni procesi i mogu biti vazan mehanizam
za odrzavanje energije u prirodnim okruzenjima za neke mikroorganizme (Nancharaiah i
Lens 2015).

Razli¢iti mikroorganizmi koji disimilatorno reduciraju selen kao donore elektrona
mogu koristiti razne organske spojeve poput alkohola, Secera, organskih kiselina, ali i vodik
(Eswayah i sur. 2016). Treba napomenuti da bakterije koje spajaju oksidaciju organskih
spojeva (alifatskih i aromatskih) s redukcijom selenovih oksianiona imaju ulogu u ciklusu
ugljika u prirodi. Se-reduciraju¢e bakterije oksidiraju u nekim prirodnim anaerobnim
okolisima produkte fermentacije i neke druge organske spojeve do CO; i pritom reduciraju
selenove oksianione. Nisu poznate Se-respirirajuce bakterije koje oksidiraju duge lance
ugljika. Mnoge bakterije koje respiriraju selenove oksianione su sposobne Koristiti i druge
spojeve kao elektron akceptore poput nitrata, nitrita, arsenata, ali i organskih tvari poput
fumarata (Nancharaiah i Lens 2015).

Postoje i bakterije koje mogu reducirati selenove oksianione do Se(-11), ali je poznato
samo nekoliko vrsta bakterija koje su za to sposobne, kao §to su Salmonella enterica,
Micrococcus lactilyticus, Clostridium pasteurianum, Desulfovibrio desulfuricans, Thaurea

selenatis AX i Veillonella atypica (Nancharaiah i Lens 2015).



3.1. BAKTERIJSKA REDUKCIJA SELENATA

Razligiti mikroorganizmi su razvili sposobnost koristenja SeO4” kao konatnog
elektron akceptora u anaerobnoj respiraciji. Pri respiraciji selenata u anaerobnim uvijetima
Se04” se transformira u SeOs”, pa onda u Se. Pojava Se® se moZe primijetiti (u pokusima)
kao pojava zarko crvene boje u otopini (Nancharaiah i Lens 2015). Jednadzbe koje prikazuju
redukciju selenata kod mikroorganizama su:

Se0,” +2¢ + 2H" — Se0z” + H,0

SeOs” +4e + 6H" — Se® + 3H,0 (Nancharaiah i Lens 2015).
Slike postignute transmisijskim elektronskim mikroskopom selenat respiriraju¢ih bakterija su
pokazale da se pri respiraciji selenata stvaraju nanosfere elementarnog selena unutar
bakterijskih stanica 1 izvan njih u izvanstanicnom mediju. Selen mora mo¢i ulaziti u stanicu
posto je esencijalni element, ali velike koncentracije selenovih oksianiona su toksi¢ne, pa ako
ih bakterija reducira u elementarni selen on se u viSku mora precipitirati unutar stanice
bakterije Sto najvjerojatnije predstavlja problem za samu stanicu. Anaerobna respiracija
selenata sveukupno obuhvaéa postupak redukcije selenata (selenat u selenit te on u
elementarni selen) te formiranja nanosfera elementarnog selena. Postupak formiranja
selenovih nanosfera i na¢in njihove sekrecije su slabo prouceni. Mehanizam redukcije
selenata je primarno proucavan kod vrsta Thauera selenatis i Enterobacter cloacae SLD1a-1
koje su Gram-negativne bakterije, te kod Gram-pozitivne bakterije Bacillus selenatarsenatis
SF-1 (Nancharaiah i Lens 2015).

Thauera selenatis spada u betaproterobakterije, sposobna je reducirati selenat u

elementarni selen i izolirana je iz voda koje sadrze selen u vi$im koncentracijama iz podrucja
Joaquin Valley, Kalifornija. Redukcijom stvara unutarstani¢ne i izvanstanicne nanosfere
crvenog elementarnog selena. Istrazivanja su pokazala da se enzim selenat reduktaza (kratica
Ser) ove vrste nalazi u periplazmatskom prostoru. Taj enzim katalizira redukciju selenata u
selenit, trimerni je molibdoenzim zvan SerABC selenat reduktaza. Reakcija redukcije se
odvija u periplazmatskom prostoru bakterije. SerABC se sastoji od: kataliticke podjedinice
SerA (96kDa), zeljezo-sumpor proteina SerB (40 kDa), hem b proteina SerC (23 kDa) i
molibden-kofaktora. SerA i SerB imaju cistein bogat motiv. SerB sadrzi jedan [3Fe-4S]
klaster i tri [4Fe-4S] klastera. Citokrom c4 (cytc4) unutar periplazmatskog prostora prenosi
elektrone do SerC. Smatra se da elektrone citokromu c, predaje kinol citokrom c
oksidoreduktaza (kratica QCR) koja nabavlja elektrone za redukciju SeO,%, ali da istu ulogu
moze imati/ima i kinol dehidrogenaza (kratica QDH). To je testirano inhibitorima tako §to je

umnazanje T. selenatis djelomic¢no zaustavljeno inhibitorom za QCR, a redukcija selenata je
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potpuno inhibirana tek kad je T. selenatis izlozena i inhibitoru za QCR 1 inhibitoru za QDH.
QCR i QDH se oba nalaze unutar unutarnje stanicne membrane. Jo$ je pronaden i
citoplazmatski SerD protein koji bi mogao imati ulogu Saperona koji umece molibden
kofaktor u SerA. Ovaj model prijenosa elektrona obja$njava redukeiju SeO,> u SeOs”, ali ne
i daljnju redukciju selenata u elementarni selen. Neki smatraju da se nastali SeOs* prenosi u
citoplazmu uz pomo¢ sulfat transportera i tamo reducira u Se’ tiol-posredovanom
detoksifikacijom. Druga ideja za redukciju selenita je detoksifikacija u metilirani oblik
selenida R-Se-R (Nancharaiah i Lens 2015). Prikaz ovog procesa je na slici 2. Eswayah i sur.
(2016) navode (izvor im je istrazivanje iz 1993.) da se veé¢ina SeO3” proizvedena redukcijom
Se0,* kod T. selenatis ne reducira u elementarni selen ako je SeO,* jedini dostupni elektron
akceptor, ali da se sav SeOs* reducira u Se° ako je kao elektron akceptor dostupan i NO3".
Takoder navode da mutanti T. selenatis koji nemaju nitrat reduktazu ne mogu reducirati
SeOs* (niti NO3), a mutanti s pojacanom aktivno$éu nitrat reduktaze pokazuju ubrzanu
redukciju SeOs> (i NO3), §to implicira da je za redukciju SeOs* kod T. selenatis potrebna
nitrat reduktaza (Eswayah i sur. 2016). Otkriven je i protein zvan selen faktor A (SefA) koji
ima ulogu u stabilizaciji selenovih nanosfera tako da sprje¢ava njihovu agregaciju, a mozda
pomaze i U njihovoj sekreciji (Nancharaiah i Lens 2015).

Enterobacter cloacae SLD1a-1 je SeO,*-respiriraju¢a bakterija izolirana iz voda

bogatih selenom iz odvoda San Luis u Kaliforniji. Predpostavlja se da je njena SeO4*
reduktaza trimerni kompleks s katalitickom jedinicom od 100 kDa, te da je molibdoenzim
(naden je molibden u proci§¢enom enzimu, te je reduktazna aktivnost E. cloacae SLDla-1
inhibirana tungstenatom, a aktivirana molibdatom). Ta reduktaza se nalazi u unutarnjoj
stani¢noj membrani s aktivnim mjestom enzima okrenutim prema periplazmatskom prostoru
(Nancharaiah i Lens 2015). Sadrzi molibden, hem i ne-hem zeljezo u svojim prostetickim
grupama (Eswayah i sur. 2016). Redukcija selenata u elementarni selen se dogada unutar
periplazmatskog prostora i nanosfere elementarnog selena se izlu¢uju u izvanstaniéni prostor.
Kod E. cloacae SLD1a-1 nije primije¢eno stvaranje intracelularnih nanosfera selena prilikom
respiracije selenata (Nancharaiah i Lens 2015). Mogu¢i naéin prijenosa elektrona kod E.
cloacae SLD1a-1 prikazana je na Slici 3. E. cloacae SLD1a-1 je fakultativni anaerob i moze
provoditi redukciju selenata i u aerobnim uvijetima. Selenat reduktaza ovog soja, osim na
selenatu, pokazuje aktivnost i na kloratu i bromatu, ali ne i na nitratu. Selenat reduktaza ovog
soja je kontrolirana na razini gena globalnim anaerobnim fumarat nitrat redukcija (FNR)

regulatorom i inducira se pri uvijetima niskih koncentracija kisika (Eswayah i sur. 2016).



Selenat reduktaze vrsta T. selenatis i E. cloacae SLD1a-1 su sli¢ne: obje imaju
aktivno mjesto u periplazmatskom prostoru, oboje su molibdoenzimi i imaju kataliticke
podjedinice sli¢nih veli¢ina, te obje imaju kao dio citokrome b-tipa (Eswayah i sur. 2016).

Bacillus selenatarsenatis SF-1 je Gram-pozitivna bakterija koja je izolirana iz

sedimenta odpadnih voda tvornice stakla. SeO,”-reduktaza ovog soja je trimerni
molibdoenzim vezan na stani¢nu membranu. Elektroni iz kinol bazena (QH3) se prenose na
podjedinicu SrdC, s nje na zeljezo-sumpor protein SrdB (4[4Fe-4S] klastera), a s njega na
kataliticku podjedinicu SrdA. Elektroni se prenose na SeO,> sa SrdA preko molibden-
kofaktora. Aktivni dio enzima je na strani prema izvanstani¢nom prostoru. Kona¢ni produkt
redukcije selenata je elementarni selen koji se u obliku nanosfera ispusta u izvanstani¢ni
medij (Nancharaiah i Lens 2015). Slika 4 prikazuje opisani moguci tok elektrona.

Postoje indikacije da kod vrste Sulfurospirillum barnesii, koja je Se-respirirajuca
bakterija sposobna reducirati selenat, u putu transporta elektrona sudjeluju hidrogenaza
ovisna o niklu i aldehid feredoksin oksidoreduktaza. Uloga feredoksina kao elektron
transportera pri redukciji selenata je dokazana kod roda Synechocystis (Lenz i sur. 2011).
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Slika 2. Selenat redukcija kod vrste Thauera selenatis — moguci

put transporta elektrona. QCR — kinol citokrom ¢ oksidoreduktaza; QDH —
kinol dehidrogenaza; SerA, SerB, SerC — podjedinice selenat reduktaze; cytc4 —
citokrom c4; SefA/B — selen faktor A/B. Isprekidane crte i upitnici predstavljaju
nerazja$njene procese. Slika preuzeta iz Nancharaiah i Lens (2015.) i prilagodena.
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Slika 3. Redukcija selenata kod soja Enterobacter cloacae SLD1a-1 —

Moguc¢i model puta transporta elektrona. Isprekidane crte i upitnici oznacavaju
nerazjasnjene procese. Slika preuzeta iz Nancharaiah i Lens (2015.) i prilagodena.
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Slika 4. Redukcija selenata kod soja Bacillus selenatarsenatis SF-1 —

Moguci put transporta elektrona. SrdA, SrdB i SrdC — podjedinice selenat reduktaze.

Isprekidane crte i upitnici oznac¢avaju nerazjasnjene procese.
Slika preuzeta iz Nancharaiah i Lens (2015.) i prilagodena.
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3.2. BAKTERIJSKA REDUKCIJA SELENITA

Redukciju SeOs” mogu provoditi razlidite bakterije. Nancharaiah i Lens (2015.)
navode da bi se redukcija selenita kod bakterija mogla podijeliti na detoksifikaciju i
anaerobnu respiraciju. Detoksifikacija SeOs> u Se” moZe biti postignuta na razli¢ite nadine,
odnosno razli¢itim mehanizmima. Neke vrste koje mogu reducirati selenat mogu Koristiti i
selenit kao konatan akceptor elektrona. Redukcija SeOs” u Se° je energetski povoljna
reakcija. Stopa redukcije selenita, kao i svojstva bioreduciranog selena (odnosno nanocestica
selena) ovise o redukcijskom mehanizmu, kao i o vrsti bakterije koja provodi redukciju.
Modelni organizmi za fiziologiju i biokemiju selenit respiriraju¢ih bakterija su Shewanella
oneidensis MR-1 i Veillonella atypica (Nancharaiah i Lens 2015).

PredloZeno je nekoliko mehanizama redukcije selenita do elementarnog selena, a to
su: reakcije Painter-tipa s tiolinim grupama glutationa, sustav tioredoksina i tioredoksin
reduktaze, reakcija posredovana sideroforima, sulfid-posredovana reakcija, disimilatorna
redukcija, rad razlicitih respiratornih reduktaza (Nancharaiah i Lens 2015).

Painter tip reakcije. Nancharaiah i Lens (2015.) navode da je Painer je primijetio

veliku reaktivnost izmedu SeOs” i tiola koji zajedno stvaraju selenotrisulfid, odnosno spoj
oblika RS-Se-SR. PredloZena jednadzba je: 4RSH + SeOs* + 2H" — RS-Se-SR + RSSR +
3H,0. Nakon toga je predlozena analogna reakcija izmedu reduciranog glutationa (GSH) 1
SeOs”, i dokazano je nastajanje selenotrisulfida glutationa, odnosno GS-Se-SG, koji je
kasnije preimenovan u selenodiglutation. Selenodiglutation se konvertira u selenopersulfid
anion (GS-Se”) uz pomo¢ NADPH-glutation reduktaze. Selenopersulfid anion je nestabilan
intermedijer koji biva hidroliziran u elementarni selen i GSH. Kasnije je primije¢eno
nastajanje superoksida za vrijeme redukcije selenita mehanizmom glutationa kod vrste
Escherichia coli uzgajane u prisustvu SeOs®, pa je jednadzba modificirana u: 6GSH +
3503 — 3GS-Se-SG + 30, + 3H,0. Zatim nastaje selenopersulfid anion: GS-Se-SG +
NADPH —GSH + GS-Se” + NADP", te na kraju nastanak elementarnog selena: GS-Se™ + H”
—GSH + Se° (Nancharaiah i Lens 2015).

Tioredoksin i tioredoksin reduktaza sustav. Reducirani tioredoksin reagira sa

selenodiglutationom (nastanak prije opisan) i nastaju oksidirani tioredoksin, reducirani
glutation i selenopersulfid anion. Selenopersulfid anion se hidrolizira u elementarni selen i
GSH (kao i prije opisano). Oksidirani tioredoksin se nazad reducira uz pomo¢ NADPH koji
se oksidira u NADP" (Nancharaiah i Lens 2015).

Sulfid-posredovana reakcija. Selenit moze reagirati s reaktivnim biogenim sulfidima i

abioticki proizvesti elementarni selen i elementarni sumpor, $to je prikazano reakcijom:
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Se0s” + 2HS + 4H" — Se” + 25° + 3H,0 (Nancharaiah i Lens 2015).

Siderofor-posredovana  reakcija.  Zeljezov  siderofor  zvan  piridin-2,6-

bis(tiokarboksilna kiselina), ili skraceno PDTC, kojeg proizvodi Pseudomonas strutzeri KC,

se smatra mogu¢im mehanizmom detoksifikacije selenita. PDTC se hidrolizira na

dipikolinsku kiselinu i H,S, a onda HS reducira SeOs* u Se® (Nancharaiah i Lens 2015).
Respiratorne reduktaze. Razne respiratorne reduktaze, poput nitrit reduktaze, sulfit

reduktaze, hidrogenaze 1, mogu kod nekih vrsta podpomoéi redukciju SeOs>. To je
primijeceno i kod T. selenatis AX (Nancharaiah i Lens 2015).
Disimilatorna redukcija. Nancharaiah i Lens (2015.) navode da (do tada) postoji samo

jedno istrazivanje koje detalino proucava redukciju SeOs® preko respiratornog lanca
elektrona, a ono je provedeno na bakteriji zvanoj Shewanella oneidensis MR-1. Kod soja
Shewanella oneidensis MR-1 je predlozeno da postoji veza izmedu redukcije selenita i
anaerobne respiracije, jer mutanti koji nemaju sposobnost redukcije selenita se nisu mogli
umnazati u anaerobnim uvijetima koriste¢i Fe(III), NO3z", NOy, 8032', Mn(IV) ili fumarat kao
jedine elektron-akceptore pri respiraciji. Pokazano je da redukcija selenata kod S. oneidensis
MR-1 nije u vezi s nitrit i nitrat reduktazom, ali dosta ovisi o fumarat reduktazi. Smatra se da
oksidacijom laktata elektroni prelaze na NADH koji preko NADH dehidrogenaze predaje
elektrone u kinolni bazen (engl. quinol pool) i onda na CymA (Nancharaiah i Lens 2015).
CymA je citokrom c-tipa usidren u membranu (Eswayah i sur. 2016). CymA predaje
elektrone fumarat reduktazi koja reducira SeOs* u Se® (Slika 5). CymA inace sudjeluje u
prijenosu elektrona i na druge respiratorne reduktaze kod ove bakterije. Redukcija SeOs* u
elementarni selen se dogada unutar periplazmatskog prostora. Kod S. oneidensis MR-1 se ne
zna da li redukcija selenata omogucava respiraciju bakterije ili ona respirira uz pomo¢ drugih
elektron akceptora, a da je redukcija selenata proces nastao uz pomo¢ postojecih reduktaza i
pomaze detoksifikaciji bakterije jer ne dopusta ulazak selenita u citoplazmu (Nancharaiah 1
Lens 2015).

Primjeri bakterija koje reduciraju selenit. Pseudomonas seleniipraecipitans soj CA-5

je bakterija sposobna reducirati i selenat i selenit u elementarni selen. Taj soj je rezistentan na
velike koncentracije selenita (>150 mM). Kod tog soja su nadene dvije reduktaze koje su
sposobne reducirati SeOs” u Se° u prisutnosti NADPH, te se smatra da su to najvjerojatnije
glutation reduktaza i tioredoksin reduktaza. Princip njihovog sudjelovanja u redukciji selenita
je najvjerojatnije na nacin Painter-tipa reakcije (Eswayah i sur. 2016). Kod vrste Rhizobium
selenitireducens se smatra da protein koji spada u flavoproteine ima sposobnost redukcije

SeOs* u Se° koriste¢i NADH kao elektron-donor (Eswayah i sur. 2016). Veillonella atypica
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moze reducirati SeOs”" kada ima H. kao elektron donor, i to s velikom stopom redukcije (ako
je laktat elektron donor onda je malo selenita reducirano, a ako su kao donori stavljeni acetat
ili format nije doslo do redukcije u pokusima). V. atypica u pokusima moze reducirati selenit
u crveni elementarni selen, a zatim u bezbojni selenid. Nancharaiah i Lens (2015.) navode
kako su Pearce i sur. (2009.) usporedivali redukciju SeOs®> kod vrsta Geobacter
sulfurreducens, Shewanella oneidensis i V. atypica, gdje su zakljucili da V. atypica

najuéinkovitije provodi redukciju SeOs> u Se°

, te da su pretpostavili da kod G.
sulfurreducens i S. oneidensis postoji kristalni intermedijer kojeg kod vrste V. atypica nema u
procesu redukcije (Nancharaiah i Lens 2015).

Bajaj i sur. (2012.) su otkrili dva soja roda Duganella i dva soja roda Agrobacterium
izoliranih iz selenom zagadenih tala iz podrucja Punjaba u Indiji, koji su bili sposobni
reducirati selenit i stvarati nanosfere selena u aerobnim uvijetima (kad su imali dostupnu
glukozu). Bakterije oba soja roda Duganella su se bile sposobne umnazati i u odredenim
koncentracijama selenata (40 mg/L), ali su selenat reducirali u jako malom postotku. Sojevi
roda Duganella su se pokazali ucinkovitijima u reduciranju selenita od sojeva roda
Agrobacterium. Oba soja iz oba roda su proizvodili izvanstani¢ne savrSeno okrugle
nanocestice ¢istog selena, dok unutarstani¢ne nanocestice nisu uoc¢ene (Bajaj i sur. 2012).

Dhanjal i Cameotra (2010.) su izolirali bakteriju vrste Bacillus cereus iz tla rudnika
ugljena koji se nalazi u gradu Asansol u Indiji, koja je imala sposobnost reducirati selenit i
stvarati unutarstanicne 1 izvanstanitne nanosfere selena u aerobnim uvijetima.
Predpostavljaju da redukciju selenita provodi reduktaza ili razli¢ite reduktaze vezane za
membranu, te da su izvor elektrona za redukciju molekule NADPH ili NADH. Mehanizam
redukcije selenita u aerobnim uvijetima nije jo§ potpuno razjaSnjen (Dhanjal i Cameotra
2010).
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Slika 5. Predlozeni put prijenosa elektrona pri anaerobnoj redukciji
selenita kod bakterije Shewanella oneidensis MR-1.

FccA — fumarat reduktaza; CymA — citokrom c tipa. Isprekidane crte i upitnici
oznacavaju nerazjasnjene procese.

Slika preuzeta iz Nancharaiah i Lens (2015.) i prilagodena.
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4. METILACIJA SELENA | SELENOVIH OKSIANIONA

Neki mikroorganizmi su sposobni koristiti SeOs* i SeO,% iz okolisa i stvarati
metilirane spojeve selena, poput dimetilselenida i dimetildiselenida. Ti spojevi su hlapljivi te
bakterije koje to provode imaju ulogu u ciklusu selena u prirodi tako §to otpustaju selen u
atmosferu. Takvi mikroorganizmi su nadeni na mjestima poput tla, kanalizacijskog mulja i
vode. Kao izvor selena osim SeOs” i SeO,%, neki mikroorganizmi mogu koristiti i
selenocistein i selenometionin. Metilirani spojevi selena koje razni mikroorganizmi
proizvode, osim dimetilselenida (CH3SeCHs) i dimetildiselenida (CH3SeSeCHs), su dimetil
selenon  ((CHs3),Se0,), dimetil-triselenid  (CH3;SeSeSeCH3),  dimetil-selenil-sulfid
(CH3SeSCHg3),  dimetil-selenil-disulfid ~ (CH3SeSSCH3) i dimetil-diselenil-sulfid
(CH3SeSeSCHs) (Eswayah i sur. 2016).

Ako je izvor selena neki od selenovih oksianiona ili elementarni selen, onda mora
do¢i i do redukcije selena i do metilacije. Danas postoji vise predlozenih puteva
biometilacije. Identificirane su razli¢ite metiltransferaze koje su sposobne metilirati selenove
spojeve (Eswayah i sur. 2016).

Istrazivanje provedeno na Se-rezistentnoj bakteriji Pseudomonas fluorescens K27 je
pokazalo da je otpuStena veca koli¢ina dimetilselenida 1 dimetidiselenida kada je kulturi
dodan dimetil selenon, nego kada je izvor selena SeO,*. To implicira da je dimetil selenon
mozda intermedijer u procesu redukcije i metilacije selenovih oksianiona. Eswayah i sur.
(2016) navode da se to slaze s putem metilacije kojeg je predlozio Challenger (put metilacije
kojeg provode gljive) koji se sastoji od 4 koraka (Slika 6). Postoji i preinaka Challengerovog
puta za mikrobnu metilaciju selenovih spojeva, gdje se CH3SeO, moze, osim u dimetil
selenon, prevesti u CH3SeH ili CH3SeOH te iz jednog od njih u dimetildiselenid (Eswayah i
sur. 2016).

Eswayah i sur. (2016) navode put koji je predlozio Doran za metilaciju inorganskog
selena od strane Corynebacterium gdje predlaze da se selenit prvo reducira u Se°, a onda tek
metilira do dimetilselenida. Smatra se da bi selenovodik i CH3SeH mogli biti intermedijeri u
tom procesu (Eswayah i sur. 2016).

Bakterijska tiopurin metiltransferaza iz vrste Pseudomonas syringae, koja katalizira
reakcije transfera metilne skupine koriste¢i S-adenozilmetionin kao donor metilne skupine, je
dodana vrsti Escherichia coli koja je time dobila sposobnost proizvoditi dimetilselenid iz
selenita. Poznata je i metiltransferaza iz vrste roda Hydrogenophaga koja takoder daje E. coli

sposobnost stvaranja metiliranih selenovih spojeva (Eswayah i sur. 2016).
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Slika 6. Challengerov put metilacije selena kod mikroorganizama. Pruzeto iz Eswayah i sur.
(2016) i prevedeno.
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5. NANOSFERE SELENA

Kao $to je ve¢ reCeno, neke anaerobne bakterije mogu respirirati toksi¢ne selenove
oksianione i pri tom stvarati izvanstani¢ne, ali i unutarstanicne akumulacije elementarnog
selena u obliku selenovih nanosfera (Oremland i sur. 2004). Neke od njih su Thauera
selenatis, Enterobacter cloacae SLD1la-1, Bacillus selenatarsenatis SF-1 (Nancharaiah i
Lens 2015), Sulfurospirillum barnesii, Bacillus selenitireducens, Selenihalanaerobacter
shriftii (Oremland i sur. 2004). Osim anaerobnih Se-reducirajucih bakterija, i neke aerobne
bakterije (poput Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis i
Bacillus megaterium) su sposobne stvarati nanocestice selena (Bajaj i sur. 2012).

Oremland i sur. (2004) su provodili pokus gdje su bakterije vrsta Sulfurospirillum
barnesii, Bacillus selenitireducens, Selenihalanaerobacter shriftii  izlozili viSim
koncentracijama selenovih oksianiona kako bi proucavali svojstva proizvedenih nanosfera i
usporedili ith medusobno, kao 1 sa svojstvima Cestica elementarnog selena sintetiziranog
kemijskom oksidacijom H,Se i svojstvima cestica crnog, staklastog elementarnog selena
kemijski stvorenog redukcijom selenita s askorbatom. Bakterije su proizvele izvanstani¢ne
granule sastavljene od stabilnih, uniformnih nanosfera elementarnog selena s monoklinskom
kristalnom strukturom. UocCene su i unutarstani¢ne Cestice selena (Slika 7). Bakterijski
proizvedene nanosfere selena su bile veli¢ine od 200 do 400 nm, $to je jako razli¢ito od
amorfnog Se’ stvorenog kemijskom oksidacijom H.Se koji je bio u obliku nepravilnih
amorfnih agregata veli¢ine 200-800 nm, i od staklastog Se° stvorenog redukcijom selenita s
askorbatom ¢ime su nastali nestrukturirani agregati razli¢itih dimenzija i oblika (Slika 8).
Uocene su velike razlike u opti¢kim svojsvima (absorbcija UV-vidljivog spektra i Ramanov
spektar) procCis¢enih izvanstanicnih nanosfera napravljenih anaerobnom bakterijskom
respiracijom selena izmedu razli¢itih vrsta. Spektralna svojstva tih (razli¢itih) bakterijski
proizvedenih nanosfera su bila vrlo razli¢ita i od svojstava amorfnog Se® stvorenog
kemijskom oksidacijom H,Se i od crnog, staklastog Se’ kemijski stvorenog redukcijom
selenita s askorbatom. Autori smatraju da su razlike u nanosferama proizvedenih od strane
razli¢itih vrsta bakterija odraz razli¢itosti enzima koji sudjeluju u procesu stvaranja nanosfera
kod razli¢itih vrsta. Autori navode kako se aktualnim kemijskim procesima ne mogu dobiti
Cestice selena sa svojstvima kakve imaju nanosfere selena proizvedene bakterijama. Sto se
tiGe razmjedtaja atoma, Se® moze imati atome rasporedene u troélane prstenove, $esteroGlane

prstenove, osmeroc¢lane prstenove i beskonacne lance u obliku a-zavojnice. Oremland i sur.
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(2004) predlazu da su nanosfere gradene od trodimenzionalnih medusobno povezanih mreza
atoma selena u kojima se nalaze i prstenovi i lanci selena (Oremland i sur. 2004).

Poznato je da nanocestice selena koje proizvode bakterije mogu imati na sebe vezane
proteine koji imaju ulogu u njihovom stvaranju, rastu i kontroli veli¢ine. Cini se da se na
(nekim) bakterijski proizvedenim nanocesticama nalaze polimerne substance kao Sto su
proteini i ugljikohidrati koji odreduju naboj na povrsini selenovih nanocestica, te odreduju
njihova koloidalna svojstva (Eswayah i sur. 2016). Svojstva i podrijetlo organskih
komponenti koje oblazu selenove nanosfere bi mogli biti u vezi s lokacijom u stanici
bakterije gdje se nanocestice stvaraju (Nancharaiah i Lens 2015).

Jo$ uvijek se dosta ne zna o naCinu stvaranja unutarstani¢nih i izvanstanic¢nih
nanosfera selena. Nije poznat ni nacin sekrecije unutarstani¢nih nanosfera. Predlozeno je da
vrsta Rhodospirillum rubrum izlucuje selenove Cestice u izvanstani¢ni medij nakon redukcije
selenita sistemom vezikularne sekrecije. Kod vrste Desulfovibrio desulfuricans postoji
mogucnost ispustanja nanocCestica selena lizom bakterijskih stanica ($to je naravno pogubno

za bakteriju) (Nancharaiah i Lens 2015).

500nm

300 nm

Slika 8. SEM nanocestica Se° koje je proizvela
vrsta:
A) B. selenitireducens

Slika 7. Bacillus selenitireducens i nano-
sfere Se° koje je ta bakterija proizvela:
A)SEM bakterija koje su uzgajane na

selenitu s vidljivim izvanstani¢nim B) S. barnesii
nanosferama Se” C) S. shriftii
B) TEM bakterije koja je uzgajana na D) Se’ stvoren kemijskom oksidacijom H,Se
;?ﬁggeust'i(\:’e'dslg(}’ & unutarstanicne E) i F) Crni Se” stvoren redukcijom selenita
Preuzeto iz Oremland i sur. (2004). s askorbatom, vece (E) i manje (F) uvecanje

Preuzeto iz Oremland i sur. (2004).
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6. UPORABA BAKERIJA REZISTENTNIH NA SELEN

Bakterije koje respiriraju selenove oksianione, kao i nanosfere koje proizvode, imaju
ili mogu imati primijenu u mnogim aspektima ljudskog Zzivota, kao §to su industrija I
tehnologija (Bajaj i sur. 2012, Nancharaiah i Lens 2015, Eswayah i sur. 2016), medicina
(Bajaj i sur. 2012, Cruz i sur. 2018), te bioremedijacija podru¢ja zagadenim selenovim
spojevima (Bajaj i sur. 2012, Nancharaiah i Lens 2015, Eswayah i sur. 2016).

6.1. INDUSTRIJA | MEDICINA

Zbog svojih jedinstvenih optickih svojstava i1 svojstava provodenja struje, bakterijski
proizvedene nanosfere se razmatraju kao dobar materijal u industriji fotonaponskih celija i
industriji poluvodica (Bajaj 1 sur. 2012). Mnoge Se-respirirajuce bakterije su proucavane za
koriStenje u proizvodnji nanomaterijala. Neka istrazivanja su pokazala da bi se Se-
respiriraju¢e bakterije mogle korisititi u proizvodnji poluvodi¢a nanoveli¢ine, odnosno
kvantnih tocaka, tako Sto Se-respirirajuce bakterije reduciraju selenove oksianione u selenide,
koji se onda spajaju s metalnim kationima i stvaraju metal-selenid (CdSe, ZnSe) kvantne
toCke. Za takvu vrstu industrije je vazno dobiti viSe saznanja o na¢inu stvaranja nanosfera
selena 1 nacinu kontrole njihove veli¢ine (Nancharaiah i Lens 2015). Uz pomo¢
bioremedijacije produkcija selenovih nanosfera bi mogla biti dovoljno jeftina za potrebe
tehnoloske industrije (Eswayah i sur. 2016). Se-reduciraju¢e bakterije se mogu koristiti i u
prehrambenoj industriji. Bakterije koje reduciraju selenat su koristene kod uzgajanja skampa
koji su postali obogaceni selenom, §to je postignuto kroz prehrambenu mrezu. Posto je selen
esencijalan mikronutrijent, ti su Skampi bili dobri za prehranu (Eswayabh i sur. 2016).

Nanosfere selena su, zbog svoje velike aktivnosti i male toksi¢nosti u bioloskim
tkivima, sve viSe razmatrane za primjenu u medicini. Se-nanosfere pokazuju in vitro i in vivo
aktivnost poput antioksidansa tako Sto aktiviraju selenoenzime, te kao kemo-preventivna i
terapeutska sredstva. Takoder Se-nanocestice inhibiraju umnazanje bakterije Staphylococcus
aureus, stoga su predlozene za lijek protiv infekcije tom bakterijom (Bajaj i sur. 2012). Cruz i
sur. (2018.) su izlozili bakterijske vrste Staphylococcus aureus, S. aureus rezistentan na
meticilin  (MRSA), Escherichia coli i Pseudomonas aeruginosa otopini Na,SeOj3
koncentracije 2 mM, koje su posljedi¢no proizvodile Se-nanocestice. Testirali su toksi¢nost
proizvedenih Se-nanocestica na vrstama E. coli i S. aureus. Proizvedene Se-nanocestice svih
bakterijskih vrsta su smanjile brzinu umnazanja bakterija vrste S. aureus, a najvise one Se-

nanocCestice koje je proizvela sama vrsta S. aureus. Autori predpostavljaju da bi uzrok tome
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mogao biti moguca sposobnost bakterije S. aureus (a mozda i drugih bakterija) da bolje
prepoznaje organski sloj koji oblaze te nanocestice ako ga je proizvela ista vrsta. Se-
nanocestice svih bakterijskih vrsta su inhibirale umnazanje bakterija vrste E. coli u razli¢itim
stupnjevima. Testirali su i toksi¢nost tih Se-nanocestica na kulturi fibroblasta, pri ¢emu nije

zapazena znacajna citotoksi¢nost (Cruz i sur. 2018).

6.2. BIOREMEDIJACIJA

U vecini tala koncentracija selena je niska — od 0.01 do 2 mg/kg. Kod selenifernih tala
koncetracija selena moze biti puno veca, te je zabiljeZena koncentracija i od 1200 mg/kg. U
prirodnim se vodama koncentracija selena kre¢e od <0.1 do 100 pg/L. Kod selenifernih voda
je zabiljezena koncentracija 1 do 1000 pg/L, te cak do 2000 pg/L u slanim jezerima
(Nancharaiah i Lens 2015). Faktori koji utjecu na koncentraciju selena u tlu (i na povisene
koncentracije) su geologija stijene od kojeg je tlo nastalo, ostatci lave i pepela iz vulkanskih
erupcija, topografija mjesta, klima, odlaganje otpadnog materijala iz rudnika, izgaranje
fosilnih goriva, navodnjavanje vodom s visokom koncentracijom selena, gnojenje tla
fosfatnim gnojivima s viSom koncentracijom selena (Bajaj i sur. 2012). Prirodno zagadenje
selenom moze nastati troSenjem selenifernih stijena i tala. Ljudi zagaduju rudarenjem,
rafiniranjem metala, ispusnim plinovima i raznim industrijskim aktivnostima (Nancharaiah i
Lens 2015). Kako se sve viSe povecava koriStenje selena u industriji i poljoprivredi, sve se
vise otrovnih selenovih spojeva, pogotovo selenata i selenita, ispusta u okolis. Eswayah i sur.
(2016) izvjestavaju da se proizvodi oko 2700 tona selena godiSnje, od Cega se samo 15%
reciklira (Eswayah i sur. 2016). Selen se koristi u raznim industrijskim procesima i
proizvodima, kao §to su elektronika, proizvodnja stakla, proizvodnja pigmenata, nehrdajuceg
Celika, fotoelektriénih Celija i pesticida (Nancharaiah i Lens 2015). Se-reducirajuce bakterije
se mogu koristiti za uklanjanje toksi¢nih selenovih oksianiona tako $to ih konvertiraju u
netoksican elementarni selen koji se moze lakse ukloniti (Nancharaiah i Lens 2015). Vrsta
Thauera selenatis je ve¢ bila testirana za bioremedijaciju otpadnih voda, gdje je s velikom
uspjes$noscu reducirala toksiéne selenove oksianione u elementarni selen (Eswayah i sur.
2016). Bakterije koje mogu metilirati toksi¢ne selenove oksianione u hlapljive metilselenide
bi se mozda mogle koristiti u bioremedijaciji voda i tala zagadenih selenom. Prednosti
uporabe takvih bakterija su moguénost potpunog uklanjanja selena zbog toga Sto su
proizvedeni metilselenidi u plinovitoj fazi, kao 1 ¢injenica da bi se taj selen mogao nazad
povratiti uz pomo¢ demetiliraju¢ih mikroorganizama. Nedostatak uporabe takvih bakterija u

bioremedijaciji je (za sad) mala stopa metilacije selenovih spojeva (Eswayah i sur. 2016).
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8. SAZETAK

Selen je esencijalni element u tragovima za sve tri domene zivih bica (bakterije,
arheje, eukarioti), ali je u visokim koncentracijama toksi¢an. Selenovi oksianioni (selenat i
selenit) su dobro topivi u vodi i vrlo toksi¢ni, te u okoli§ dospijevaju prirodnim procesima ili
ljudskom djelatnos¢u (industrija, poljoprivreda). Neke bakterije su sposobne podnijeti veée
koncentracije toksi¢nih selenovih spojeva, odnosno selenovih oksianiona u svojoj okolini, a
to im je omoguceno razli¢itim mehanizmima poput redukcije selenovih oksianiona u procesu
anaerobne respiracije ili rjede uocCene redukcije u aerobnim uvijetima procesima
detoksifikacije. Bakterije koje reduciraju selenove oksianione proizvode nanosfere
elementarnog selena sa specificnim fizikalnim svojstvima, ili ih rjede metiliraju i reduciraju
do selenida stvarajuci tako plinovite metilirane selenove spojeve.

Cilj ovog rada je sakupiti sadaSnja saznanja o bakterijama koje imaju neku vrstu
rezistencije na selen, odnosno na njegove toksi¢ne spojeve, kao i 0 mehanizmima kojima to
postizu. Mehanizmi koji bakterijama omogucavaju rezistenciju na selen nisu jo§ sasvim
razja$njeni, pogotovo oni koji se dogadaju u aerobnim uvijetima, te su otvorena mnoga

pitanja poput nacina izlu¢ivanja samih nanosfera selena iz stanica bakterija.

22



9. SUMMARY

Selenium is an essential trace element for living creatures from all three domains of
life (Bacteria, Archaea, Eukaryota), but it is toxic in high concentrations. Selenium
oxyanions (selenate and selenite) are water soluble and highly toxic, and get released in the
environment through natural processes or through human activity (industry, agriculture).
Some bacterias are capable of coping with higher concentrations of toxic selenic forms, i. e.
selenium oxyanions in its environment, and that is possible due to different mechanisms
possessed by those bacteria like reduction of selenium oxyanions in a process of anaerobic
respiration or, not as often, aerobic reduction through processes of detoxification. Bacteria
that reduce selenium oxyanions produce nanospheres of elemental selenium that have
specific physical properties, or rarely methylate them and reduce them to selenide, producing
gaseous methylated selenium compounds.

The main objective of this paper is to collect the current knowledge of bacteria that
exhibit some kind of resistance to selenium — to its toxic forms, as well as the mechanisms
whit which it is obtained. The mechanisms that provide resistance to selenium are not jet well
explained, especially the ones that occure in aerobic conditions, and many questions remain
unanswered like the ones regarding the expulsion of the selenium nanospheres out of the

bacteria cells.
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