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Introducgao

A metodologia de determinagdo de proteinas
totais por espectofotometria €& rotineiramente
utilizada por profissionais, tanto ligados a industria
de alimentos e laboratérios de analises clinicas,
como por pesquisadores de diversas areas do
conhecimento. Na agricultura, pode ser usada na
quantificacdo de processos como a Fixacao
Biolégica do Nitrogénio (FBN) e produgéo de
fitormonios.

Os métodos espectrofotométricos geralmente
mais utilizados para determinagdo de proteinas
totais sdo o do Biureto, Bradford e o de Lowry
(ZAIA et al., 1998). Apesar da alta sensibilidade,
estes métodos estdo sujeitos a agentes
interferentes e €& necessario avaliar quais
condicoes especificas serao utilizadas.
Geralmente para quantificar a FBN relaciona-se a
atividade da nitrogenase, medida através da
técnica de reducao de acetileno, com a dosagem
de proteinas totais que é determinada a partir de
bactérias crescendo em meio de cultura semi-
solido. Nesta condigdo, além das células
bacterianas, estao presentes diferentes
substancias como por exemplo sais e agar
provenientes do meio de cultura, que podem
provocar a formacao de precipitados e interferir na
reacdo. Para esta situagdo especifica, foi
adaptada a metodologia de quantificagdo de
proteinas totais de culturas bacterianas puras em
meio semi-solido utilizando-se o0 método de Lowry
(LOWRY et al., 1951), que mesmo apods sua
introducdo na década de 80, ainda é atual
(TEIXEIRA, 1991). O principio do método baseia-
se numa mistura contendo molibdato, tungstato e
acido fosférico (reagente de Folin-Ciocalteau), que

sofre redugdo quando reage com proteinas na
presenca de cobre e produz um composto com
absor¢gao maxima em 750 nm.

Metodologia

1- Crescimento das culturas bacterianas:

Para este ensaio foram testadas as estirpes PAL5
(BR11281), PAL3 (BR11280), AF32 (BR11529),
PRJ55 (BR11300) e PPed4 (BR11284) de
Gluconacetobacter diazotrophicus e BR11340 de
B. brasilensis e BR119119 de B. silvatlantica,
obtidas da colegdo de bactérias diazotréficas da
Embrapa Agrobiologia.

Uma colénia caracteristica de cada isolado foi
inoculada em tubo de ensaio contendo 5 ml de
meio de cultura liquido DYGS (BALDANI, 1996),
permanecendo sob agitagcao constante de 150 rpm
por 18 h a 30°C. Desta suspensio, 20 pl foi
inoculado no meio do meio de cultura, em frascos
com capacidade de 10 ml, contendo 5 ml de meio
de cultura semi-sdlido, em triplicata. Os meios de
cultura, LGI-P (D(")BEREINER et al., 1995) para
Gluconacetobacter diazotrophicus e BMGM
(ESTRADA DE LOS SANTOS, 2001) para
Burkholderia, foram usados sem o corante azul de
bromotimol e nitrogénio.

2-Dosagem de proteinas das culturas
bacterianas:

Apo6s o periodo de incubacado os frascos foram
submetidos ao agitador de mesa para tubos de
ensaio, até a completa homogeneizacdo da
pelicula e o meio de cultura.
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Uma aliquota de 100 pul da amostra
homogeneizada da cultura crescida foi colocada
em tubos de ensaio, contendo 400 pul de agua
destilada estéril, para diluir a amostra e 500 pl de
NaOH 1M (40 g de NaOH em 1 L de agua) para
lisar as células. Os tubos foram submetidos ao
agitador de mesa para tubos de ensaio, aquecidos
por 5 minutos a 100°C, para extragdo das
proteinas totais e desnaturagao do agar.

Posteriormente foi adicionado 2,5 mL do reagente
de Lowry , pH 7,0, contendo uma mistura de
varios reagentes nas seguintes proporgbes e
ordem descritas a seguir:

- 50 mL de solugao de carbonato de sodio (50 g
de Na,CO; em 1 L de agua),

- 1 mL de solugdo de tartarato de sodio e
potassio (20 g de tartarato duplo de sodio e
potassio (KNaC4H;O6. 4H,0 em 1 L de agua)

- 1 mL de solugdo de sulfato de cobre (10 g
CuSQ04.5H,0 em 1 L de agua).

A seguir, os tubos foram agitados e incubados por
10 minutos no escuro. Em seguida foi adicionado
500 ul do reagente de Folin-Ciocalteau 1M, diluido
na proporgao de 1 porgcao de reagente para 2
por¢cdes de agua, e incubados no escuro por 30
minutos. Apds incubacao foi lida a absorbancia a
750 nm em espectrofotbmetro. Para zerar o
aparelho, foram utilizadas como branco amostras
contendo 100 ul de meio de cultivo semi-sélido
(BMGM ou LGI-P), submetidos ao mesmo
tratamento como descrito acima.

A concentracdo de proteinas foi determinada
usando-se a curva padrao obtida pelos valores de
absorbancia das quantidades conhecidas da
proteina Albumina Bovina.

3- Curva padrao:

- Aqueceu-se 100 ul do meio de cultivo semi-
sélido (BMGM ou LGI-P) contendo 500 pl de
NaOH 1M e 400 ul de agua destilada estéril,
durante 5 min a 100°C.

- Dissolveu-se a solucdo estoque de Albumina
de Soro Bovina (BSA ou Bovine Serum
Albumin) (0,3 mg/ml) no meio de -cultivo
previamente fervido nas seguintes
concentragdes: 7,5 pg/ml, 15 pg/ml, 22,5
ug/ml, 30 ug/ml, 45 ug/ml, 60 ug/ml, 75 pg/ml,
90 ug/ml, 120 pg/ml e 150 pg/ml.

Posteriormente  seguiu-se as etapas de
determinacdo da proteina total pelo método de
Lowry como descrito no item 2.

Resultados e discussao

Curva de calibragcao padrao para o meio
LGI-P

A partir dos valores da absorbancia para
concentragdes conhecidas de BSA, obtidas em
espectrofotdmetro (Tabela 1) foi calculada a curva
de calibragdo padrdao (Figura 1). Pelo resultado
obtido para o meio LGI-P, pode-se observar uma
boa correlagdo linear (R? = 0,9907) na faixa entre
7,5 a 150 pg/mL. Com a equagéo da reta obtida,
foi possivel determinar a concentragdo de
proteinas (mg/mL) provenientes das células,
medindo a absorbancia da amostra no
comprimento de onda 6timo: 750 nm.

Tabela 1 - Valores de absorbancia para
concentragdes conhecidas de BSA diluidas em
meio LGI-P, medidas a 750 nm. Média de trés
repeticoes.

Concentragéo (mg/mL) |  Absorbancia (750 nm)
0,0075 0,021
0,015 0,068
0,0225 0,088
0,03 0,162
0,045 0,184
0,06 0,226
0,075 0,287
0,09 0,336
0,12 0,448
0,15 0,536
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Figura 1 - Curva de calibragdo padrdo da concentragéo de proteina
(BSA) em mg/mL no meio semi-sélido LGI-P; Absorbancia medida a
750 nm.
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Curva de calibragcao padrao para o meio
BMGM

A partir dos valores da absorbancia para
concentragdes conhecidas de BSA, obtidas em
espectrofotdmetro (Tabela 2) foi calculada a curva
de calibragdo padrao (Figura 2). Pelo resultado
obtido para o meio BMGM, pode-se observar uma
boa correlacdo linear (R = 0,9878) na faixa entre
7,5 a 150 pg/mL. Com a equagdo da reta obtida,
foi possivel determinar a concentragdo de
proteinas (mg/mL) provenientes das células,
medindo a absorbancia da amostra no
comprimento de onda 6timo: 750nm.

Tabela 2- Valores de absorbancia para
concentragdes conhecidas de BSA diluidas em
meio BMGM, medidas a 750 nm. Média de trés
repeticdes.

Concentragao (mg/mL) Absorbancia (750 nm)
0,0075 0,044
0,015 0,060
0,0225 0,105
0,03 0,165
0,045 0,214
0,06 0,266
0,075 0,323
0,09 0,382
0,12 0,471
0,15 0,557
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Figura 2 — Curva de calibragdo padrdo da concentragéo de proteina
(BSA) em mg/mL no meio semi-sélido BMGM; Absorbéncia medida a
750nm.

Quantificagdo de proteinas totais das
amostras de culturas bacterianas em meio
semi-sélido

A partir da leitura em espectofotdbmetro no
comprimento de 750 nm foram obtidos valores
absorbancia para as células crescidas nos
respectivos meios de cultura (Tabela 3). A
concentracao de proteinas totais foi determinada a
partir da equacgdo da reta calculada pela curva
padrao correspondente aos meios LGI-P e BMGM.

Tabela 3 - Quantificacdo de proteinas totais das amostras de culturas bacterianas crescidas em diferentes

meios.
Espécie Estirpe Meio de Cultivo Media (dYasgbnsrz;béncia Erro padrdo C(cr):gfr:lt)r?fa gg E[O;(Zir;ar:ot;tgs

G. diazotrophicus PALS LGI-P 0,685 0,089 0,189
G. diazotrophicus PAL3 LGI-P 0,631 0,054 0,173
G. diazotrophicus AF32 LGI-P 0,620 0,053 0,170
G. diazotrophicus PRJ55 LGI-P 0,648 0,080 0,178
G. diazotrophicus PPe4 LGI-P 0,731 0,088 0,202
B. brasilensis BR11340 BMGM 0,572 0,010 0,146
B. silvatlantica BR11919 BMGM 0,477 0,009 0,120
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Conclusao

A metodologia descrita mostrou-se apropriada
para determinar a concentragcdo de proteinas
totais provenientes das células crescidas nos
meios semi-solidos LGI-P e BMGM, ndo sendo
observado nenhum efeito de eventuais agentes
interferentes, como agar e diversos sais, para as
condicdes utilizadas.
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