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Introducao

Um dos pardmetros indicativos de multiplicacao de
microrganismos em cultivos é o acumulo de proteinas
ao longo do tempo.

Diversos métodos espectrofotométricos podem ser
utilizados para a quantificacdo de proteinas (LOWRY et
al., 1951; ITZHAKI e GILL, 1964; BRADFORD, 1976;
SMITH et al., 1985). Porém, a maioria apresenta
interferéncia de reagentes utilizados para extracao de
proteinas e outros compostos, como detergentes,
polimeros e 4cidos, como tampodes (CHAPS, Tris,
MOPS, etc), além de outras substancias presentes em
amostras de fluidos bioldgicos e em meios de cultivo,
como acucares e diversos sais (Jl et al., 1973;
KROHN, 2001; BARBOSA et al., 2009). Para
determinar a atividade especifica "in vitro" de uma
enzima, é essencial determinar em que quantidade ela
estd presente em uma reacdo. O método de Lowry foi
validado para quantificacdo de proteinas em culturas
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de bactérias diazotréficas cultivadas em diversos
meios de cultivo semi-sélido (GUEDES et al., 2007).

Embora um dos grandes problemas do método de Lowry
seja a susceptibilidade da reacao a interferéncia de
inUmeros compostos, dentre eles os aclcares, nao foi
detectada interferéncia da quantificacao de proteinas em
cultivo de Gluconacetobacter diazotrophicus em meio
LGI-P semi-sélido, na presenca de 100 g de acUcar cristal
como fonte de carbono. No entanto, recentemente,
durante cultivo de G. diazotrophicus em meio contendo
sais de LGI-P suplementado com 50 g L' de glicose, a
aplicacdao do método de Lowry para dosagem de proteinas
foi prejudicada devido a presenca de agentes interferentes.
Em decorréncia disso, este comunicado técnico apresenta
observacoOes sobre os efeitos interferentes da glicose, e
fornece subsidios para uma abordagem alternativa para
dosagem de proteinas, quando glicose estiver presente no
meio de cultivo em determinadas condicdes.
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Interferéncia na quantificacdo de proteinas em cultura de G. diazotrophicus em meio semi-sélido contendo glicose

Acéao interferente de glicose na
determinacdo de proteina pelo
método de Lowry

A interferéncia da glicose foi evidenciada durante o
preparo da curva de calibracao, com diferentes
concentracdes de Albumina de Soro Bovina (BSA), em
meio contendo sais de LGI-P e suplementado com

50 g L' de glicose, e em sua utilizacdo como ponto de
referéncia de diferentes concentracdes de proteinas.

A curva de calibracao foi preparada conforme
recomendado por Guedes et al. (2007). Porém, foi
observada a formacao de produto com cor que variou
de ferrugem a marrom escuro, logo apds adicao de
NaOH nas amostras de referéncia (0 a 50 ug mL") e
aquecimento a 65°C (Fig. 1A).

O uso de uma aliquota da amostra de referéncia sem
adicao de BSA (também considerado o "Branco" da
reacao), utilizado como um dos pontos de referéncia
para a calibracdo do método, resultou na formacao de
uma cor azul escuro intensa, na presenca de meio
liquido e também de semi-sélido contendo glicose, ao
contrario da cor azulada de tons variaveis observada na
curva de calibracao preparada em meio LGI-P (Fig. 1B).

Diante dos dados experimentais apresentados, o
método de Lowry nao deve ser aplicado para
quantificacdo de proteinas em culturas de G.
diazotrophicus em meio semi-sélido contendo 50 g L
de glicose. Isso se deve ao fato de aclcares,

Fig. 1. Preparacdo da amostra (A) e reacdo de Lowry (B) em
meio semi-sélido contendo sais de LGI-P suplementados com
100 g L' de acucar cristal (1) ou 50 g L' de glicose (2). As
imagens apresentadas se referem ao comportamento
observado em relacdo ao ponto de referéncia zero (sem BSA),

considerado o Branco da reacéo.

principalmente os redutores, entrarem em reacao com
o reagente cuprico e o reativo de Folin-Ciocalteau,
principal constituinte do reagente de Lowry,
produzindo um falso positivo (ZAIA et al., 1998). E
importante salientar que nao foram realizados testes
adicionais para determinar a concentracao minima de
glicose que interfere na quantificacao de proteinas pelo
método de Lowry nas condi¢cdes experimentais
aplicadas neste estudo.

Teste do método de Bradford como
alternativa para quantificar proteinas
em presenca de meio semi-sélido
contendo glicose

Como alternativa ao método de Lowry foi testado o
método de Bradford, considerado mais resistente a
acao de agentes interferentes e que apresenta maior
sensibilidade em relacao ao nivel de deteccao da
proteina (ZAIA et al., 1998; GEORGIOU et al., 2009).

De acordo com diversos autores, o método de Bradford
pode ser utilizado em presenca de diversos sais e
acucares, inclusive 10% de sacarose e 1M de glucose
(KROHN, 2001; ANTHARAVALLY et al., 2009).

Para a curva de calibragao, foram preparados diversos
pon-tos de referéncia, tendo sido utilizados 100 uL de
solucoes de BSA de concentracdes pré-definidas (100 -
500 ug mL"), seguidos de adicdo de 400 ul de meio
semi-sélido contendo sais de LGI-P, suplementado com
glicose 50 g L' e pH inicial 5,5. Posteriormente, as
amostras de referéncia foram tratadas com 1 volume
de NaOH 1N e aquecidas em banho-maria a 65°C.
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Fig. 2. Dosagem de proteinas totais pelo método de Bradford
em culturas de G. diazotrophicus sete dias apds inoculacdo em
meio semi-sélido contendo sais de LGI-P suplementado com

50 g L' de glicose.
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A complexacao do reagente Coomassie Brilliant Blue
G-250 com a proteina ocorreu apdés a adicdo de 5 mL
de reagente de Bradford e a dosagem de proteina foi
feita imediatamente, em espectrofotémetro, com
comprimento de onda de 595 nm.

Os valores obtidos variaram linearmente entre as
concentracoes de proteinas do padrao, conforme
observado pelo valor de coeficiente de correlacao da
reta (R?), que foi de 0,989.

O método de Bradford permitiu quantificar proteinas
em culturas com sete dias de incubacao (Fig. 2). No
entanto, foram observadas interferéncias durante a
quantificacao de proteina em culturas de estirpes
coletadas entre o terceiro e quinto dia de cultivo.

Em ambos os casos, as culturas foram submetidas ao
tratamento com NaOH 1M, na proporc¢éao de 1:1,
homogeneizadas em vértex e incubadas em banho-
maria, a 65°C por 30 min. Porém, nas amostras
coletadas entre o terceiro e quinto dia de cultivo, logo
apos a adicao de NaOH, ocorreu a formacao de
coloracdo marrom ferrugem, como descrito durante a
preparacao da curva de calibracdo do método de
Lowry. Outra observacao foi a formacao de
precipitado, poucos minutos apés a homogeneizacao, o
que também interferiu na quantificacao. Relatos
encontrados em revisdes de literatura tém indicado
que esse método também esta sujeito a interferéncias
de agentes surfactantes e caotrépicos entre outros,
principalmente aqueles utilizados no preparo de
extratos proteicos para isoeletrofocalizacdo (KROHN,
2001; CHIAL e SPLITTGERBER, 1993).

Avaliacdo de possiveis interferentes
na quantificacdo pelo método de
Bradford

Para identificar qual(ais) fator(es) presente(s) na
cultura interfere(m) na dosagem de proteinas, foram
realizadas curvas de calibracdo em presenca de sais
em meio contendo diferentes concentracdes de glicose
e em dois pHs distintos: pH 5,5 (correspondente ao
inicial do meio em que a bactéria é inoculada) e pH 3,5
(correspondente ao observado durante a condicao de
cultivo, ap6s o crescimento da bactéria).

As solucdes foram tratadas com NaOH 1M, na
proporcao de 1:1, como descrito no item 2, e
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Fig. 3. Influéncia do pH 5,5 (A) e pH 3,5 (B) sobre a

quantificacdo de proteinas em presenca de diferentes

concentracdes de glicose.

incubadas em banho-maria, a 65°C, por 30 minutos.
Posteriormente, a reacao foi realizada com 400 uL de
solucao a ser testada, 100 uL dos padroes de BSA e
5mL de reagente de Bradford.

Houve efeito do pH sobre o potencial de interferéncia
da glicose (figura 3A e 3B). Em pH 3,5, houve uma
crescente elevacao de absorvancia, concomitante a
elevacao da concentracao de glicose em solucéo. Isso
se deve, possivelmente, ao fato da mesma apresentar-
se suscetivel ao estabelecimento de reacao com o
reagente de Bradford em condicdes de baixo pH. Por
outro lado, pode ser observado que, em pH 5,5, a
glicose apresentou efeito interferente minimo, nas
diversas concentracoes de glicose testadas, diferindo,
entretanto, da curva padrao na auséncia de glicose.

Os resultados mostram que a glicose, mesmo em
concentracao inferior a citada na literatura, foi identificada
como principal interferente na dosagem de proteinas pelo
método colorimétrico de Bradford em cultivos semi-sélidos.

Para entender o mecanismo de reacdo desse método
colorimétrico, é importante esclarecer que o corante
Coomassie Brilhant Blue G-250 se liga efetivamente aos
aminoéacidos com grupos radicais basicos ou aromaticos
de polipeptideos, quando estd em suas formas neutras e
anidnicas (cor verde e azul). No entanto, em solucdao em
meio acido, a forma predominante do corante é a
protonada, que apresenta cor avermelhada e absorve
luz em comprimento de onda de 470 nm. Portanto,
quando ocorre complexacao das formas verde e azul
com as proteinas, por interacdes hidrofdbicas e
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eletrostaticas, ha alteracao de absorvéancia no
comprimento de 595 nm (CHIAL e SPLITTGERBER,
1993; GEORGIOU et al., 2008).

Uma nota técnica publicada recentemente comprovou
o poder sequestrante da glicose, da sacarose e de
outros acucares sobre o reagente de Bradford, durante
a forma-cdo do complexo Coomassie - protein (BANIK
et al., 2009). No entanto, esse efeito pode ter sido
maior do que o observado anteriormente, devido a
influéncia do pH. Durante a quantificacao de proteinas
nas culturas utilizadas como amostras, a influéncia
pode ter sido direta ou indireta, considerando que,
durante o cultivo em presenca de glicose,

G. diazotrophicus é capaz de produzir 4cidos gliconicos
e cetoderivados (STEPHAN et al. 1991). O acido
gliconico é termoestavel e apresenta um poder
quelante semelhante ou melhor que EDTA e NTA, em
pH alcalino, sendo portanto capaz de quelar célcio e
outros ions metalicos di e trivalentes
(RAMACHANDRAN et al., 2006).

Conclusoes

A glicose interfere na quantificacao de proteinas pelo
método de Bradford quando sob acidificacdo do meio
de cultivo semi-sélido.

Em pH 3,5, ocorre efeito interferente da glicose, desde
a concentracdo minimade 5 g L.

O efeito interferente é menor em pH 5,5. Portanto, em
cultivos semi-sélidos, onde nao ha alteracao no pH ou
acidificacao significativa do meio, o método de
Bradford pode ser utilizado para quantificacdo de
proteinas, desde que a curva de calibracao seja feita
em presenca de glicose.
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