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APLICACAO DO ME:FODO DE BRAPFORD EM MICROPLACAS
PARA A DETERMINACAO DE PROTEINAS EM SOBRENADANTE DE
MINHOCAS eisenia foetida

1Amanda de Oliveira Caldeira, 2Josiane Rios, 3Sandro Tuerlinckx

As proteinas sdo polimeros cujas unidades constituintes fundamentais sdo o0s
aminoacidos. A determinacdo da concentracdo proteica frequentemente é
necessaria em trabalhos de bioquimica. Varios métodos estdo disponiveis para a
determinacao de proteinas em amostras biolégicas; cada um com caracteristicas
préprias e necessidade de adequacdo para um determinado propoésito. As razdes
para realizar um ensaio de proteina sdo diversas, como durante uma purificacdo
proteica, ensaios de atividade enzimatica, has comparacfes de amostras em um gel
de SDS-PAGE ou usando anticorpo para um western blot. O reagente de Bradford
pode ser usado para determinar a concentracdo de proteinas em solugdo. O
procedimento baseia-se na formag¢ado de um complexo entre o corante azul brilhante
de Coomassie G-250 e as proteinas da amostra. No pH de reacao, a interacdo entre
a proteina de alto peso molecular e o corante provoca o deslocamento do equilibrio
do corante da forma aniénica (vermelha) para a forma catiénica (azul), que absorve
fortemente em 595 nm. A taxa de absorcédo é proporcional a quantidade de proteina
presente no ensaio e pode ser determinada usando-se espectrofotbmetros ou
adaptados a leitoras de microplacas. O objetivo deste trabalho foi utilizar o método
de Bradford para quantificar proteinas de minhocas Eisenia foetida por intermédio de
uma leitora de microplacas. Incialmente, foi construido uma curva de calibragdo com
ovoalbumina Grade Il — Sigma. Para tal, foram preparadas seis diluicbes com as
concentracdes finais de 2,0 mg mL*?, 1,0 mg mL™?, 0,5 mg mL™, 0,25 mg mL*, 0,1 mg
mL* e 0,05 mg mL*. Em microplacas a parte, foram separados 10 puL de cada
concentracdo final e adicionados a 200 pL de Reagente de Bradford formando
amostras finais para a leitura. As amostras de Eisenia foetida utilizadas foram
homogeneizados diluidos na proporcdo de 10 vezes, obtidos por maceracdo em
tampéo Tris-HCl 0,05M e pH 7,5. As amostras foram medidas em leitora de
microplacas Anthos 2010, com comprimento de onda em 620nm, luz visivel, usando
agua para o Branco. Todos os ensaios foram realizados em triplicata. O ensaio foi
reprodutivo e rapido com o processo de ligacdo completado em cinco minutos e
manteve boa estabilidade da coloracdo por 1 hora, ndo caracterizando problemas
guanto ao intervalo de tempo para a realizacdo das medidas. Todos os resultados
obtidos foram plotados em um grafico com as médias, tracados em Microsoft Office
Excel 2010, que também foi utilizado na aplicacdo das equacdes da reta e no célculo
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do valor do coeficiente de correlacdo de Pearson (R? ou r). Com os valores de R? da
equacdo da reta obtida, foi possivel determinar a concentracdo de proteinas
provenientes em amostras obtidas dos homogeneizados de minhocas Eisenia
foetida. Sabendo dos valores da média, as concentra¢des utilizadas e a curva
padrdo de ovoalbumina, os calculos foram feitos com a equacdo: y= 0,036x +
0,0186; em que, y = Absorbancia; x = Concentracdo da amostra. Com esses dados,
foi possivel determinar que as concentragdes encontradas para proteinas de Eisenia
foetida foram de 2,54 + 0,28 mg mL™.
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