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Abstract

The colorimetric quantification of proteins presents several limitations according with the biological sample.
To quantify proteins directly into cultures of microorganisms is necessary to validate the method of your choice,
to guarantee that reagents and other compounds accumulated during growth do not interfere with the reaction.
This technical note reports the interferences observed during protein quantification of nitrogen fixing bacteria
gown into semi-solid media when glucose or gluconic acid was used as carbon source. The results shown here
illustrate the limitations of methods considered validated and recommended when certain modifications are in-
troduced or occur during the execution of an experiment.
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Resumo

A determinacdo colorimétrica de proteinas apresenta limitagdes de acordo com o material bioldgico utilizado
como amostra. Para quantificar proteinas diretamente em culturas de microrganismos é necessario validar a
metodologia escolhida para garantir que reagentes e outros compostos produzidos durante o cultivo ndo apre-
sentem acao interferente na reacao. Nesta nota relatamos as interferéncias observadas durante a quantificagao de
proteinas em cultivos de bactérias fixadoras de nitrogénio em meio semi-sélido em presenca de glicose ou acido
gliconico. Os resultados apresentados servem para ilustrar as limitagdes de métodos considerados validados e re-
comendados quando certas modificagdes sdo introduzidas, ou ocorrem, durante a execug¢do de um experimento.

Palavras-chave: Agentes interferentes, quantificagcdo de proteinas, glicose, acido gliconico.

Para avaliar a capacidade de fixacdo biologi-
ca de nitrogénio (FBN) em diferentes mutan-
tes de Gluconacetobacter diazotrophicus PALS
cultivados em meio semi-solido foi utilizada a
associacdo de duas técnicas: 1) reducdo de ace-
tileno, para avaliar a atividade de nitrogenase;
e 2) quantificacdo de proteinas totais. Diversos
métodos espectrofotométricos como o de Lowry
(Lowry et al., 1951), do Biureto (Itzhaki e Gill,
1964), de Bradford (Bradford, 1976) ¢ do Acido
Bicinconinico (Smith et al., 1985) foram des-
critos para a quantificacdo de proteinas. Porém,
a maioria apresenta interferéncia de reagentes
utilizados para extracdo de proteinas e outros
compostos como detergentes, polimeros e aci-
dos como tampoes (CHAPS, Tris, MOPS, etc),
além de outras substincias presentes em amos-
tras de fluidos biologicos e também em meios de
cultivo como acgtcares e diversos sais (Ji, 1973;
Krohn, 2001; Barbosa et al., 2009). No caso de
quantificagdo de proteinas em meio de cultivo
semi-solido as limitagGes estdo associadas a vis-
cosidade do meio devido a presenca de agar-agar
e também a forma de crescimento realizado por
certas bactérias fixadoras de nitrogénio. Durante

o cultivo e multiplicagdo, as células de bactérias
fixadoras de nitrogénio formam uma estrutura ca-
racteristica de crescimento denominado pelicula.
Esta pelicula inicia-se em formato de sino ou véu
e tende a migrar por aerotaxia para a superficie
do meio-semi-solido quando a relagdo entre o
numero de células e a taxa de respiragdo ¢ com-
pativel para garantir niveis de oxigénio dissolvi-
do que ndo inibem a FBN. Este comportamento
pode variar entre diferentes espécies de bacté-
rias diazotroficas o que implica na classificagdo
dessas bactérias em relagdo a sua capacidade de
fixar nitrogénio em condicdes in vitro de anaero-
biose, microaerobiose ou aerobiose. No caso de
G. diazotrophicus, a FBN em microaerobiose ¢
evidenciada pela formag@o de pelicula em meio
semi-solido contendo sais de LGI suplementado
com agucar cristal (LGI-P) ou glicose como fonte
de carbono. O método de Lowry, que se baseia
na reacao do cobre com a proteina em meio al-
calino, e posterior reducdo do reagente de Folin
produzindo composto detectado com a absorvan-
cia maxima em comprimento de onda de 750 nm,
foi validado para quantificacdo de proteinas em
culturas de bactérias diazotroficas cultivadas em
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diversos meios de cultivo semi-solido (Guedes et
al.,2007). Apesar de um dos grandes problemas
deste método ser a susceptibilidade da reagdo a
interferéncia de inimeros compostos, dentre eles
acucares, nao foi detectado interferéncia da quan-
tificagdo de proteinas em cultivo de G. diazotro-
phicus selvagem (PALS) e de diversos mutantes
em meio LGI-P semi-sélido na presenga de 100
g de agucar cristal como fonte de carbono. No
entanto, durante cultivo da estirpe selvagem e
mutantes, obtidos pela inser¢ao aleatoria no seu
genoma de um mini-transposon (Vidal et al.,
2009), foi detectado interferéncia na dosagem de
proteinas em meio contendo sais de LGI-P suple-
mentado com 50 g L' de glicose.

Agdo interferente ao método de Lowry por
componente do meio de cultivo utilizado foi evi-
denciada durante preparo da curva de calibragdo
com diferentes concentragdes de albumina de
soro bovina (BSA) preparada em meio conten-
do sais de meio LGI-P suplementado com 50 g
L' de glicose como pontos de referéncia de di-
ferentes concentragdes de proteinas. A curva de
calibracdo foi preparada conforme recomenda-
do por Guedes et al. (2007), porém foi observa-
do formagdo de produto com cor que variou de
ferrugem a marrom escuro logo apds adicao de
NaOH nas amostras de referéncia (0-50 pg mL™)
e aquecimento a 65°C (Figura 1).

A B

Fig. 1. Coloracdo marrom ferrugem detectada apos
adicao de NaOH 1M na proporcao de 1:1 no meio de
cultivo semi-solido contendo sais de LGI-P suplemen-
tado com glicose 50 g.L-1 (A) e compara¢do com 0
meio semi-solido LGI-P (B).

O uso de uma aliquota da amostra de referén-
cia sem adicdo de BSA (também considerado o
Branco da reagdo) utilizado como um dos pon-
tos de referéncia para a calibragdo do método
resultou na formag¢ao de uma cor azul escuro in-
tensa na presenca de meio liquido e também do
semi-sélido contendo glicose, ao contrario da cor
azulada de tons varidveis observada em curva de
calibrag¢ao preparada em meio LGI-P (Figura 2).

De acordo com nossos dados experimentais, o
método de Lowry ndo permitiu a quantificacao
de proteinas em culturas de G. diazotrophicus em
meio semi-solido contendo glicose. Isso se deve
ao fato de acgucares, principalmente aqueles que
sdo redutores, reagirem com o reagente cuprico
e o reativo de Folin-Ciocalteau, principal consti-
tuinte do reagente de Lowry, produzindo um fal-
so positivo (Zaia et al., 1998).

Fig. 2. Teste da reacdo de Lowry para quantificagdo
de proteinas em meios contendo sais de LGI-P liquido
(A) e semi-sélido (B), suplementados com 100 g L-1
de agucar cristal (1) ou 50 g L-1 de glicose (2). As
imagens A e B se referem ao comportamento observa-
do do ponto de referéncia zero (sem BSA) considera-
do o Branco da reagao

Como alternativa a quantificacdo pelo méto-
do de Lowry, o método de Bradford foi testado.
O método de Bradford ¢ mais sensivel que o de
Lowry, seu mecanismo de reacdo ¢ caracterizado
pela formagao de um complexo em solugdo aci-
da entre seu principal reagente, o corante Coo-
massie Brilliant Blue G-250, e as cadeias laterais
basicas ou aromaticas de aminoacidos (como ar-
ginina, lisina, histidina, triptofano e fenilalanina)
presentes nas proteinas (Zaia et al., 1998; Geor-
giou et al., 2008). A quantificagdo de proteinas
nesse caso ¢ dependente dos grupos radicais dos
aminoacidos que constituem as proteinas, € que
durante a formagao do complexo em meio acido
promove uma alteracdo imediata no comprimen-
to de onda de absorcdo do corante de 470 para
595 nm e pode ser mensurada por absorbancia
em comprimento de onda de 595 nm. De acordo
com diversos autores, 0 método de Bradford é um
dos menos susceptiveis a agao de agentes interfe-
rentes em relagdo ao método de Lowry, sendo ca-
paz de ser utilizado em presenca de diversos sais
e agucares, inclusive 10% de sacarose ¢ 1M de
glicose (Krohn, 2001; Antharavally et al., 2009).

Para a curva de calibrag@o foram preparados di-
versos pontos de referencia utilizando 100 uL de
solucdes de BSA de concentragdes pré-definidas
(100 - 500 pug mL!) seguida pela adigdo de 400
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pL de meio semi-solido contendo sais de LGI-P
suplementado com glicose 50 g L'. Em seguida,
as amostras de referéncia foram tratadas com 1
volume de NaOH 1N e aquecidas em banho-ma-
ria a 65°C. A reacdo de complexacdo do reagente
Coomassie Brilliant Blue G-250 com a proteina
ocorreu apos a adigdo de 5 mL de reagente de
Bradford e a dosagem de proteina foi feita ime-
diatamente em espectrofotometro com compri-
mento de onda de 595 nm (Figura 3).
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Fig. 3. Curva de calibracdo do método de Bradford
utilizando meio semi-so6lido contendo sais de LGI-P
suplementado com glicose (50 g L-1) e pH inicial 5,5.
Os valores apresentados correspondem a media de tri-
plicatas e a regressdo linear foi calculada utilizando
Free Statistics Software (http://www.wessa.net/).

O método de Bradford permitiu quantificar pro-
teinas em culturas com 7 dias de incubacdo (Fi-
gura 4), sendo possivel estabelecer a atividade es-
pecifica da nitrogenase da estirpe selvagem e dos
mutantes nestas condicdes. No entanto, durante a
realizagdo de um experimento para determinagao
da curva de crescimento das estirpes selvagem e
mutantes, foram realizadas coletas entre 0 3° e 0
5° dia de incubagdo. Nestas amostras foram ob-
servadas interferéncias durante a quantificacdo
de proteina.
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Fig. 4. Proteinas totais em culturas de estirpes selva-
gem (PALS) e mutantes de G. diazotrophicus 7 dias
apos inoculagdo em meio semi-solido contendo sais
de LGI-P suplementado com 50 g L-1 de glicose. Os
valores apresentados correspondem a media de tripli-
catas e o erro padrio esta indicado.

Para quantificacao de proteinas totais das cultu-
ras de bactérias no meio semi-solido aos 3,4 ¢ 5
dias apos inoculagdo, as culturas foram submeti-

das a tratamento com NaOH 1M na proporg¢ao de
1:1, homogeneizadas em vortex e incubadas em
banho-maria a 65°C por 30 min. Imediatamen-
te apos adigdo de NaOH foi possivel observar
a formacgao da coloragdo marrom ferrugem nas
amostras, como descrito durante a preparagdo
da curva de calibragdo do método de Lowry. A
leitura dessas amostras em 595 nm nao resultou
em deteccao de diferengas entre os valores ob-
tidos no espectrofotdmetro. Outra observagdo ¢
que em poucos minutos apoés homogeneizagdo
se formaram precipitados o que também interfe-
riu na quantificagdo. Relatos publicados em re-
visodes de literatura tém indicado que este método
também esta sujeito a interferéncias por agentes
surfactantes, caotropicos, entre outros, principal-
mente aqueles utilizados para preparagdo de ex-
tratos protéicos para isoeletrofocalizag@o (Chial
e Splittgerber, 1993; Krohn, 2001). Portanto, em
alternativa ao Coomassie, outros corantes tém
sido propostos e aplicados em novos métodos
(Antharavally et al., 2009).

Para identificar qual(ais) fator(es) presente(s)
na cultura interfere(m) na dosagem de proteinas,
diferentes concentragdes de glicose e acido glico-
nico em presencga de Fe™ foram testados, usando-
se dois pHs distintos: pH 5,5 (correspondente ao
pH inicial do meio em que a bactéria ¢ inoculada)
e pH 3,5 (correspondente a pH observado duran-
te a condicdo de cultivo apds o crescimento da
bactéria).

Para quantificacdo de proteinas totais foram
utilizadas solucdes de glicose e acido gliconico
com concentragdes de 5-25 g L', ambos conten-
do tampado de fosfato (2 mL L de K, HPO, 10%
e 6 mL L' de KH PO, 10%) além de 1 mL.L"' de
FeCl,.6H,0 1%, mesmas quantidades presentes
na solugdo de Sais do meio de cultura LGI-P, uti-
lizado para o cultivo de G. diazotrophicus PALS
€ seus mutantes.

As solugdes foram tratadas com NaOH 1M na
proporgao de 1:1, como descrito no item 2 ¢ in-
cubadas em banho-maria a 65°C por 30 minutos.
Posteriormente, a reacdo foi montada com 400
uL de solucdo a ser testada, 100 uL de padrdo
de BSA e 5 mL de reagente de Bradford. A ava-
liagao da influencia de componentes presentes na
solu¢ao contendo BSA foi detectada por espec-
trofotometria em A 595 nm (Figura 5).

Foi possivel observar que nas andlises feitas
com glicose em pH 3,5 (Figura 5-B) as interferén-
cias sdo bem mais expressivas se comparadas
com as analises feitas em pH 5,5 (Figura 5-A).
Houve uma crescente elevacdo de absorvancia
concomitante a elevacao da concentragio de gli-
cose em solugdo. Isso se deve possivelmente ao
fato da mesma apresentar-se suscetivel a uma
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reacdo com o reagente de Bradford em condigdes
de baixo pH, no entanto o mecanismo para essa
possivel ocorréncia ainda ¢ desconhecido.
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Fig. 5. Influéncia do pH 5,5 (A) e pH 3,5 (B) sobre a
quantificacdo de proteinas em presenga de diferentes
concentragdes de glicose. Os valores apresentados co-
rrespondem a media de triplicatas.

Acido gliconico em pH 3,5 (Figura 6-B), ndo
apresentou expressivas variagdes de comporta-
mento na faixa de concentrag¢do estudada ao ser
comparada com a curva padrao utilizada. Porém,
em pH 5,5 (Figura 6-A), as curvas apresentaram
uma variacdo um pouco maior, porém nao foi ob-
servada uma tendéncia que possa ser considerada
como resposta para as interferéncias encontradas
durante a analise das culturas, ja que neste es-
tagio em que as interferéncias sdo detectadas o
meio encontra-se em baixo pH devido ao cresci-
mento bacteriano.
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Fig. 6. Influéncia do pH 5,5 (A) e pH 3,5 (B) sobre a
quantificacdo de proteinas em presenga de diferentes
concentragdes de acido gliconico. Os valores apresen-
tados correspondem a media de triplicatas.

De acordo coma revisdo de varios métodos co-
lorimétricos, uma das razdes apresentada para a
interferéncia no método de Bradford que resul-

tasse em que todos os frascos de reagdo inclusive
o branco ficasse azul escuro foi uma forte agao
tamponante alcalina ou devido a altera¢des de pH
do reagente (Krohn, 2001). Além disso, segundo
esta revisdo a presenga de agentes surfactantes
também pode ter sido responsavel pela precipi-
tagdo observada durante o preparo da curva de
calibracdo pelo método de Bradford.

Para entender o mecanismo de rea¢do do mé-
todo de Bradford ¢ importante esclarecer que o
corante Coomassie Brilhant Blue G-50 se ligam
efetivamente nos aminoacidos com grupos radi-
cais basicos ou aromaticos de polipeptideos quan-
do esta em suas formas neutras e anidnicas (cor
verde e azul), no entanto em solu¢gdo em meio
acido, a forma predominante ¢ a forma protonada
do corante, a qual apresenta cor avermelhada e
absorve luz em comprimento de onda de 470 nm.
Portanto, quando ocorre complexacdo das for-
mas verde e azul com as proteinas por interagdes
hidrofébicas e eletrostaticas ocorre alteracdo na
absorvancia no comprimento de 595 nm (Chial e
Splittgerber, 1993; Georgiou et al., 2009).

Os resultados experimentais aqui apresentados
indicam que a glicose, mesmo em concentragdo
inferior a citada na literatura, foi identificada
como principal interferente durante a dosagem de
proteinas por método colorimétrico de Bradford
em cultivos semi-solidos. Outros autores também
demonstraram o poder sequestrante de glicose,
sacarose ¢ outros aglcares sobre o reagente de
Bradford competindo com a formagdo do com-
plexo coomassie — protein (Banik et al., 2009).
No entanto, esse efeito pode ter sido maior do que
observado anteriormente devido a presenga de
acido gliconico e/ou cetoderivados os quais sdo
acidos fracos (pKa 3,7-3,8), termoestavel e apre-
sentam um poder quelante semelhante ou melhor
que EDTA e NTA em pH alcalino, sendo portanto
capaz de quelar calcio e outros ions metalicos di
e trivalentes (Ramachandran et al., 2006). Sendo
assim, o acido glicénico, um importante metabd-
lito produzido durante o crescimento de G. dia-
zotrophicus, interfere indiretamente na dosagem
de proteinas.
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