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AVALIACAO DA ADERENCIA BACTERIANA SOBRE FILMES
ENZIMATICOS PROTELITICOS PARA APLICACOES
EM BIOSSENSORES

Luis C. Morais', Tatiane Duarte Mattos?, Odilio B.G. Assis?, Rubens Bernardes Filho?

"Universidade Federal do Acre — UFAC, Rio Branco, AC.
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Projeto Componente: PC2
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Resumo

Filmes enzimaticos multicamadas foram preparados pela técnica de auto-montagem. Solugdes de
pepsina, lisozima e tripsina na concentragdo de 10° M (em pH 6.4, pH 6.4 ¢ pH 7.6
respectivamente) foram usados como precursores para a formagdo dos filmes. Os padrdes de
superficie foram examinados por microscopia de forga atdmica (AFM) sendo as caracteristicas
anteriores ¢ posteriores a interagdo com a bactéria (E. coli) avaliada. Os resultados indicam que o
grau hidrofilicidade tem papel fundamental na adesdo da bactéria e que a rugosidade pode ser
considerada um fator secundario. A avaliagdo objetiva usos na confec¢do de biossensores para

alimentos.

Palavras-chave: filmes enziméticos, proteases, auto-montagem, interagdo bacteriana.

Introducio

Biossensores podem ser definidos como
dispositivos que utilizam um bioreceptor seletivo
com afinidade com uma amostra ou analito de
interesse. Os bioreceptores (geralmente uma espécie
bioquimica tal como anticorpo, oligonucleotideo ou
enzima) sdo conectados a um transdutor que faz uso
do sinal tipico do reconhecimento bioquimico e
converte o resultado da interagdo em um sinal
mensuravel. O uso de enzimas em associa¢io com
um eletrodo é um dos mais simples e eficiente tipo de
biossensor. Essa configuragdo faz uso da
especificidade de uma reagdo enzimatica com a
detec¢do de um sinal eletroquimico.

Proteases ou enzimas proteoliticas sdo
indicadas para a interagdo com bactérias
considerando que estas tém uma fungdo catalitica
que hidrolisa as ligagdes peptidicas destruindo as
estruturas extracelulares das bactérias (BARRET et
al., 2003), atividade essa que pode ser interpretada
em termos do mecanismo de Phillips (PHILLIPS,
1996), envolvendo uma transferéncia iénica cujo

Padrdo pode ser amplificado e reconhecido.
Segundo a literatura a intensidade deste sinal esta
relacionada com o namero de camadas
(KOBAYASHI e ANZAI, 2001). A formagdo de
filmes multicamadas sobre um substrato solido pode
ser conseguida pela técnica de auto-montagem
(LVOV et al., 1995). Por sua vez, as interagdes entre
filme e bactéria podem ser entendidas, em uma
primeira analise, como um fenémeno superficial
envolvendo a molhabilidade e adsor¢do, que sdo
passiveis de avaliagdo por microscopia e demais
técnicas. No presente estudo, trés tipos de filmes
formados por proteases globulares (lisozima,
tripsina e pepsina) em formag¢ao multicamadas sido
caracterizados e suas interagdes com solugdes
contendo E. coli, sdo avaliadas usando AFM.

Materiais ¢ métodos

Tripsina (EC 3.4.21.4), pepsina (EC 3.4.23.1)
e lisozima (EC 3.2.1.47) foram adquiridas da
Sigma—Aldrich Chemical Co. Laminas de vidro
(5mm x 10mm x 2mm optical glass plates) foram
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quimicamente funcionalizadas pelo método
‘piranha’ (KERN, 1993). Os filmes foram formados
pela imersdo direta dos slides tratados nas solugdes
enzimaticas (10~ M) por 10 min. Os substratos foram
entdo removidos e brevemente lavados em agua
destilada para a remogdo de fragdes ndo-aderidas.
Apos secagem as laminas foram novamente imersas
nas solugdes, cujos procedimentos foram repetidos
até a formacgfo de 10 camadas de cada material (cada
imersdo ¢ assumida como formadora de uma
camada). As solugdes foram obtidas pela dissolugéo
das proteinas em tampdo fosfato e pHs ajustados a
7,6 para tripsina e 6,4 para lizosima e pepsina.

Imagens topograficas foram avaliadas por
AFM no modo contato (TopoMetrix 2010 Discover
System). A avaliagdo da rugosidade se deuem 5S¢ 10
camadas em areas de 3 X 3 pm. A espessura foi
estimada como a diferenga entre regies do substrato
com e sem deposito.

Cultura de bactérias E.coli (microorganismo
teste) foi crescida a 37 °C em meio LB e suspensdo
preparada com a média de ~10° células/mL, segundo
determinagdo 6tica (KOCH, 1994). A suspensao foi
centrifugada e os microorganismos dispersos na
solugdo tampdo seguido de desagregagdo em sistema
vortex. Depositos com 10 camadas foram
separadamente imersos na suspensdo com bactérias
por 30min. Apos breve lavagem e secagem as
laminas foram analisadas por AFM.

Resultados e discussio

A adsorgdo de proteinas sobre superficie
solida é frequentemente modelada como uma
formagdo bi-dimensional ordenada com arranjos
paralelos a superficie. O principal mecanismo que
rege a formagdo de filme é assumida como a
interagdo eletrostatica entre as moléculas das
enzimas ¢ a superficie (PASCHE et al., 2005). As
propriedades finais de um filme de proteina
dependem do volume de moléculas adjacentes a
superficie (FIGUEIREDO et al, 2005) e da
uniformidade com que essas moléculas ocupam os
sitios na superficie. A Tabela | apresenta os dados
obtidos por AFM. De um modo geral todas as
superficies aparentam estar completamente
revestidas, cujos detalhes topograficos podem ser
encontrados em MORAIS etal., 2009.

Proteinas globulares tendem a mudar a
conformagdo quando adsorvidas na superficie,
normalmente formando filmes de alta densidade
(SETHURAMAN et al. 2004). O calculo da
rugosidade realizado sobre os filmes indica que a
lisozima forma filmes menos rugoso que as demais.
O carater hidrofilico ou hidrofébico da superficie é
também fundamental na interagdo com
microorganismos. Como registrado, a adesdo
bacteriana com uma superficie parece ser superior
com o0 aumento do carater hidrofébico da superficie
(GALLARDO-MORENO et al., 2002; SHENG et
al., 2007). Em nossos filmes a superficie de tripsina
mostrou ser a mais hidrofobica (MORAIS et al.,

2009) e os resultados da interagdo com bactérias
confirmam os dados da literatura.

Tabela 1. Dados obtidos para 5 e 10 deposigoes.

5 depositos 10 depdsitos
Enzima | Rugosidade | Espessura | Rugosidade | Espessura
RMS (nm) (nm) RMS (nm) (nm)
Lisozima 1,21 17.0 1,06 40,0
Tripsina 1.32 28.0 2,10 40,0
Pepsina 4,25 28,0 5,26 40,0

A Figura | apresenta a aparéncia das
superficies ap0s a interagdo com a E.coli nas quais
duas caracteristicas principais sdo notadas: regides
de intumescimento e bactérias aderidas a superficie
(identificadas na superficie da lisozima, Fig. la).
Uma contagem direta no numero de bactérias
aderidas por unidade de éarea indica para a pepsina
0,034 + 0,002 organismos por um?; 0,038 = 0,005
paralisozima e 0,097 +0,011 paraatripsina.

(a) " Monched

Fig. 1. Examplos das superficies enzimaticas apos
interagdo com solugdo contaminada com E. coli:
(a) pepsina, (b) lisozima e (¢) tripsina.
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A tripsina é a enzima mais hidrofébica na qual
e a densidade de bactérias aderidas ¢
aproximadamente 3 vezes superior as contadas nas
superficies de lisozima e de pepsina, o que confirma
aafinidade de superficies hidrofébicas coma E.coli.

E importante observar que analises similares
realizadas por Silva Jr e Teschke (2005), baseadas
em imagens por AFM de E.coli imobilizadas sobre
mica (suporte altamente hidrofilico) apés interagdo
com peptideo antimicrobiano, observou-se que o
rompimento da membrana exterior do
microorganismo provoca uma redugdo da
estabilidade de aderéncia a superficie o que pode
interferir em uma contagem precisa sobre os filmes
enzimaticos.

Conclusoes

Filmes de enzimas proteoliticas como a
lisozima, a tripsina e a pepsina podem ser facilmente
formados por técnica de auto-montagem. A tripsina €
a molécula mais hidrofébica em comparagdo com as
demais e apresenta comportamento distinto.
Observagdes microscopicas revelam que a lisozima
forma filmes menos rugosos enquanto a tripsina
atinge uma melhor aderéncia bacteriana. Os
resultados indicam boa relagdo entre propriedades
fisico-quimicas e interagdo com E.coli, dados que
podem ser uteis na selecio de materiais para a
confecgdo de biossensores para a detec¢do de
bactérias em meio aquosos. O proximo estagio deste
trabalho ¢ avaliar esses filmes como geradores de
sinais quando depositados sobre superficie
condutora, »
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