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INTRODUCAO

O desenvolvimento de metodologias e estudos comparativos
de metodologias espectrofotométricas para a determinagdo de
proteinas totais sempre foram de grande interesse para profis-
sionais, tanto ligados 2 industria de alimentos, laboratérios de
andlises clinicas, como para pesquisadores de diversas dreas.
Apesar de os profissionais serem de diferentes dreas e, portan-
to, com objetivos diferentes, observamos que os questionamen-
tos siio sempre os mesmos: Quais sdo os principais interferen-
tes no método que estou usando? Qual é o método mais ade-
quado para meu caso? Qual € o principio envolvido no método
que estou usando?

Esta revisdio, portanto, tem por objetivo abordar diversos
aspectos dos métodos espectrofotométricos utilizados para a
determinagiio de proteinas totais em diferentes meios.

As protefnas desempenham papéis extremamente importan-
tes, na majoria dos processos bioldgicos, atuando como enzi-
mas, hormdnios, neurotransmissores, transportadores através
das membranas celulares e outros's2,

O desenvolvimento de metodologias para determinar pro-
tefnas tem, cada vez mais, se tornado de fundamental rele-
vancia em vdrias dreas do conhecimento, como por exemplo,
em andlises clinicas', favorecendo o diagnéstico de certas
doengas correlacionadas com a alteragio da quantidade de
proteinas nos fluidos bioldgicos; em nutri¢io animal®, ressal-
tando o aproveitamento racional de nutrientes; em problemas
relacionados A nutrigio humana'*®, como obesidade, anorexia
nervosa, desnutri¢iio, devendo as dietas apresentar teor balan-
ceado de proteinas; em tecnologia e ciéncias de alimentos®,
objetivando o aproveitamento racional da matéria prima e o
melhoramento dos produtos novos e jd existentes; em ecolo-
gia’, relacionando o comportamento alimentar com a quanti-
dade de proteina ingerida dos alimentos, favorecendo o en-
tendimento dos vdrios aspectos da vida dos animais silves-
tres; € na drea de quimica de proteinas objetivando purificar
novas proteinas e enzimas®,

Estas sdo apenas algumas das mais importantes aplicacoes
analiticas para metodologias de determinagiio de proteinas to-
tais; obviamente, existem muitas outras de grande relevancia.

Os métodos para a determinagiio da concentragiio de protei-
nas totais sdo muito variados, no entanto, as metodologias mais
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utilizadas sdio as espectrofotométricas no ultra-violeta e no vi-
sivel (UV-Vis).

METODOS ESPECTROFOTOMETRICOS MAIS
UTILIZADOS PARA A DETERMINACAO
DE PROTEINAS TOTAIS

Muitos métodos espectrofotométricos, ao longo dos anos,
tém sido propostos para a determinagio de proteinas totais,
mas ndo existe uma metodologia considerada de uso universal
para todos os meios. Os métodos geralmente mais utilizados
sdo o do biureto’, de Lowry'”, do “Coomassie brilliant blue”
BG-250 ou reagente de Bradford'', do BCA ou reagente de
Smith'?, e de absorgiio de proteinas no ultravioleta'®. A seguir
serdo discutidas as vantagens e desvantagens destas cinco
metodologias.

O METODO DE BIURETO
Principio

As origens do método do biureto podem ser tragadas desde a
proposta inicial de Autenrieth, em 1915; posteriormente diversos
autores propuseram modificagdes do mesmo, sendo, atualmente, a
proposta metodoldgica de Gornall e cols”. a mais utilizada.

O método se baseia na reagiio do reativo do biureto, que é
constituido de uma mistura de cobre e hidréxido de sédio com
um complexante que estabiliza o cobre em solugiio, sendo o
tartarato de sédio o recomendado por Gornall e cols.”. O co-
bre, em meio alcalino, reage com proteinas formando um com-
plexo quadrado planar com a ligagfo peptidica. O produto de
reagiio apresenta duas bandas de absor¢do, uma em 270 nm e
outra em 540 nm. Apesar da banda na regido de 270 nm au-
mentar em seis vezes a sensibilidade do método do biureto', a
banda na regido de 540 nm ¢ a mais utilizada para fins anali-
ticos, porque diversas substincias, normalmente presentes na
maioria dos meios analisados, absorvem na regido de 270 nm
causando muita interferéncia no método.

Aplicagoes

O método de biureto tem sido aplicado para determinar a

787



concentragiio de protefnas totais em diversos meios, sendo
eles: soro ou plasma sangiifneo'™!®!%! liquido cérebro espi-
nhal (liqiior)?"2!, urina®*?, alimentos®?’, saliva®, fibrino-
génio®! e tecido animal*?, O método de biureto tem sido, tam-
bém, utilizado em andlise por injegio em fluxo'”, assim como
em alguns métodos cinéticos®'*, Apesar de ser rdpido, utili-
zar reagentes de baixo custo e ndo apresentar grande variago
da absortividade especifica para diferentes proteinas®2%:20:30,
este método nio ¢ muito sensivel, como foi destacado por
diversos autores?>?*%, colocando-o em grande desvantagem,
em relacio a outras metodologias, e por isto tem sido, ao
longo dos anos, substituido por métodos mais sensfveis. Mes-
mo assim, o método de biureto continua sendo recomendado
para a determina¢fio da concentragiio de proteinas totais em
plasma sangiiineo pela Associagdo Americana de Anilises
Clinicas e por diversos autores'>%% bem como para a deter-
minagio de proteinas totais em saliva™ e leite?”, quando com-
parado com outros métodos.

Interferentes

Verifica-se que o método de biureto estd sujeito a interfe-
réncia de substincias que possam reagir com os fons cobre
(IN). Na tabela | estdo listados alguns interferentes; os métodos
para sua eliminagdo variam conforme o caso, como discutido
nas referéncias citadas nessa tabela, no entanto, recomendamos
a precipitac@io das protefnas com écido tricloroacético e poste-
rior solubilizagfio para determinaciio das mesmas.

0O METODO DE LOWRY
Principio

O método que atualmente conhecemos como de Lowry e
cols.!, para a determinagiio de protefnas totais, foi original-
mente proposto por Wu**, em 1922, sendo esta a metodologia
mais utilizada para a determinagio de proteinas. O principio
do método baseia-se numa mistura contendo molibdato,
tungstato e dcido fosférico, (reagente Folin-Ciocalteau), que
sofre uma redugio quando reage com proteinas, na presenga do
catalisador cobre (II), e produz um composto com absorg¢fio
médxima em 750 nm.

Chou e Goldstein®® e Legler e cols.”” estudaram extensiva-
mente o mecanismo de reducgdo do reagente de Folin-Ciocalteau
por proteinas, peptideos ou aminodcidos. Estes autores®® su-
gerem que esta reducfio ocorra diretamente através das cadeias

laterais de alguns aminodcidos (tirosina, triptofano, cistefna,
asparagina e histidina), que contribuem com quatro elétrons,
ou através da retirada de dois elétrons de cada unidade tetra-
peptidica dos peptideos e proteinas, que € facilitada pela for-
magdo do quelato entre o cobre (II) ¢ peptideos/proteinas.

Aplicagoes

A principal vantagem do método de Lowry é a sua alta
sensibilidade e, por isto, tem sido utilizado para a determina-
¢do da concentragio de proteinas totais em diversos meios,
sendo eles: liglior®¥, j)lasma sangiifneo™**4", saliva huma-
na*, tecido animal®#!***  plantas**46, suco biliar*’, membra-
nas*®3 Jeite humano®™*! ¢ produtos alimenticios™. Sargent™
propds uma modificagdo no método de Lowry que possibilitou
o aumento da sensibilidade em cinqiienta vezes. Tal modifica-
¢do estd baseada no fato de que o verde de malaquita reage
com o azul de molibdato produzido no método de Lowry ¢ o
produto desta reagdo absorve fortemente em 690 nm aumen-
tando a sensibilidade do método de Lowry.

Devido ao seu extenso uso, o método de Lowry e cols.!”
tem sido utilizado em diversos tipos de equipamentos auto-
matizados**4-%7,

Em estudos comparativos de métodos, alguns autores reco-
mendam a utilizagio da metodologia proposta por Lowry e
cols,'? para determinar proteinas totais em ligiior™, tecido ani-
mat*! e tecido vegetal*'. Os autores™*'*3 de maneira geral,
recomendam o método de Lowry, pois no estudo comparativo
de metodologias o mesmo mostrou-se mais sensivel, com me-
lhor exatiddo, menor consumo de amostra e, dependendo do
caso, menos suscetivel a alguns tipos de interferentes.

Interferentes

Apesar do método de Lowry e cols.'” apresentar uma gran-
de sensibilidade para proteinas, o mesmo possui algumas des-
vantagens, tais como: estar sujeito a muitos interferentes,
apresentar longo tempo de andlise, possuir absortividade es- -
pecifica altamente varidvel para diferentes proteinas, e seguir
a Lei de Beer-Lambert apenas numa pequena faixa de con-
centragdo de proteinas.

Virias modificagdes no método de Lowry t&m sido propos-
tas para resolver os problemas acima citados. Para aumentar a
velocidade da reagdio, Shakir e cols.™ recomendam aquecer a
amostra, por 3 minutos, a 37°C, apds a adi¢dio de sulfato de
cobre alcalino, e por mais trés minutos, apés a adi¢do do

Tabela 1. Algumas substincias que interferem na determinagiio de proteinas totais pelo método de biureto®.

Interferentes Comentdrios Referéncias
Bilirrubina Absorve em 540 nm, sério interferente acima de 70 mg/L. 9, 20, 21
Amdnio Sulfato de amonio usado como precipitante de 9
proteinas; em meio alcalino amdnia complexa cobre.
Lipidios Provoca turbidez nas amostras, com conseqiiente 32
aumento da absor¢do das mesmas.
Hemoglobina Aumenta a absor¢dio das amostras. 9, 21
Dextran-40 e 70 Causa turbidez nas amostras, em meio alcalino 16-18
com tartarato, devido & formagdo de um complexo insolivel
entre o dextran e cobre.
Peptideos e aminodcidos Reagem com cobre, sendo interferentes em métodos 33
livres (His, Ser, Thr) baseados em cinética de reagfo.
Melanina Provoca falso positivo 72
Tampio tris-HCl e glicose Reage com o cobre presente no reativo de biureto. 33
Lactose Provoca falso positivo 29
Amido Provoca falso positivo 26
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reagente de Folin-Ciocalteau. Larson e cols.”? recomendam a
adig¢dio de tri-1,4-dimercaptobutanodiol, 3 minutos apds a adi-
¢io do reagente Folin-Ciocalteau, com o objetivo de aumentar
a velocidade de reagdio e eliminar a etapa de 30 minutos de
espera. Alam® propde um rigido controle do pH para diminuir
o tempo de anilise, estabilizar o produto formado e uniformi-
zar as absortividades especificas das diferentes proteinas.

Hartree®! fez vérias modificagBes no método de Lowry
melhorando a faixa de linearidade e uniformizando as absorti-
vidades especificas para algumas proteinas; estas modifica-
¢oes®! sdo as mais utilizadas, apesar de tornar o método de
Lowry mais trabalhoso no preparo dos reagentes.

Stauffer®® recomenda a construgio do grafico de log Abs
versus log microgramas de protefna e Hess e cols.®* recomen-
dam o uso de alta concentragdo do reagente Folin-Ciocalteau.
Tais procedimentos, segundo estes autores, diminuem o tempo
de andlise, uniformizam as absortividades especificas para al-
gumas proteinas e/ou aumentam a faixa de linearidade do mé-
todo de Lowry e cols.!’,

Diversas substincias interferentes no método de Lowry sdo
citadas na literatura; estas normalmente causam aumento na
absorbancia do branco, diminuic¢do da absortividade especifica
ou formagao de algum tipo de precipitado. Os interferentes mais
comuns estdo listados na tabela 2, tendo-se ainda, como fonte
de consulta, uma lista preparada por Bensadoun e Weinstein®,

Para a eliminagdo da maioria dos interferentes citados na
tabela 2, sugere-se a precipitagiio das proteinas utilizando-se:
dcido tricloroacético e co-precipitantes*?®4%5, misturas de
metanol-cloroférmio-figua*® ou hexano-isopropanol®. Se o in-
terferente for composto de enxofre, como mercaptanas, por
exemplo, aconselha-se o uso de iodo acetato®® ou a secagem a
vicuo da amostra®, se for lipideo ou melanina sugere-se a
adigao de detergentes“'“'(‘". Verifica-se que a reagio de Lowry
é fotossensivel’ recomendando-se exposigdio uniforme de luz
a0s tubos.

Apesar de todos os esfor¢os para melhorar o método de
Lowry, isto &, diminuir o tempo requerido para a andlise, au-
mentar a faixa de linearidade para a lei de Beer e tornar mais

homogénea as absortividades especificas para diferentes pro-
tefnas, 0 mesmo continua moroso e sujeito a indimeros interfe-
rentes e, nos Ultimos anos, estd sendo substituido por outros
métodos, tais como, o método de Bradford e o método de Smith
ou do BCA.

O METODO DE BRADFORD
Principio

O método de Bradford'' ¢ uma técnica para a determinagiio
de proteinas totais que utiliza o corante de “Coomassie brilliant
blue” BG-250.

Este método € baseado na interagio entre o corante BG-250
¢ macromoléculas de protefnas que contém aminodcidos de
cadeias laterais bdsicas ou aromdticas. No pH de reacio, a
interagfio entre a proteina de alto peso molecular € o corante
BG-250 provoca o deslocamento do equilibrio do corante para
a forma anibnica, que absorve fortemente em 595 nm’®.

Aplicacdes

O método de Bradford'!, ¢ mais rdpido e sensivel que o de
Lowry e cols.!” e tem sido utilizado para a determinagio de
proteinas totais em diversos meios: plasma ou soro
sangiiineo™®, 1iqior®7*! saliva humana™®, produtos ali-
menticios®?, leite humano®*#*3 tecidos de plantas***® sus-
pensdes de células“'“, avidina e estreptavidina”, uri-
na?2 2478890 o detergentes’!.

Alguns autores recomendam o método de Bradford para a
determinagiio de proteinas totais em leite humano®, ligiior™ ¢
urina®, No entanto, com relagiio & urina, diversos autores des-
tacam dois fatores contra a utilizag@o desta metodologia, sendo
um deles a dependéncia entre o nimero de dilui¢des da amos-
tra e o resultado da concentragdio de protefna obtido e, o outro,
a presenga de proteinas de baixo peso molecular, subestimando
a concentragfio de proteinas totais na urina, principalmente, de
pacientes com proteintiria®28%-20.92-96,

Tabela 2. Algumas substincias que interferem na determinagiio de proteinas totais pelo método de Lowry ¢ cols.!".

Interferentes

Comentdrios

Referéncias

Compostos tendlicos
em falso positivo.

Lipidios Provocam turbidez das amostras.
Detergentes Provocam a formagdo de precipitado.

Acido trico
falso positivo.

Guanina e xantina
em falso positivo.

Reagem com o reativo de Folin-Ciocalteau resultando

10, 44, 57, 73

10, 41, 48, 49, 69, 71
41, 48, 49, 57, 61, 65

Reage com o reativo de Folin-Ciocalteau resultando em 10, 73

Reagem com o reativo de Folin-Ciocalteau resultando 10, 73

Sulfato de amdnio Diminui a absortividade devido a alteragio do pH da 10, 57
amostra.
Melanina Reage com o reativo de Folin-Ciocalteau resultando 68, 72
em falso positivo.
Bilirrubina Aumenta a absor¢do da amostra. 20
4-metilumbeliterona Reage com o reativo de Folin-Ciocalteau resultando em 47

falso positivo.
Mercaptanas e cisteina
em falso positivo.

Tampdo tris-HCI
falso positivo.

Reagem com o reativo de Folin-Ciocalteau resultando

Reage com o reativo de Folin-Ciocalteau resultando em

48, 49, 66, 67, 73

57,73

Aciticares Reagem com o reativo de Folin-Ciocalteau resultando 57, 61, 73-75
em falso positivo.
RNA Aumenta a absor¢iio das amostras 65, 73
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Algumas metodologias utilizando equipamentos automatiza-
80,97-10] 3 q R :
dos™ " estdio tornando este método mais rdpido.

Interferentes

Apesar do método de Bradford!! ser mais rdpido, sensivel e
estar sujeito a um niimero bem menor de interferentes que o
método de Lowry e cols.'”, o mesmo apresenta algumas des-
vantagens, tais como a variagdo da absortividade especifica para
diferentes proteinas, devido A baixa solubilidade™'" ou baixo
peso molecular das mesmas?* ¢ fornecimento de resulta-
dos nem sempre reprodutiveis devido ao grau de pureza do
corante BG-250 que varia conforme a procedéncia, sendo reco-
menddvel a padronizacio das condi¢des de reagfio para cada
lote de corante adquirido.

Para tentar tornar mais uniforme a absortividade especifica
de diferentes protefnas, algumas alternativas foram sugeridas:
aumentar a concentragiio do corante'™; aumentar a solubiliza-
¢io das proteinas que vio reagir com o corante, usando deter-
gentes 2479 84860.104-006 i qpexido de sédio* Y7 ou fenol'™; ou
aquecer com uréia e 2-mercaptoetanol'"”, Entretanto, no caso
de amostras com proteinas de baixo peso molecular, nio reco-
mendamos a utilizaciio deste método.

A falta de linearidade na lei de Beer-Lamber tem
sido, também, observada devido a uma variagiio do pH quando
da adi¢iio da amostra ao reagente BG-250.

Existem poucas substincias, citadas na literatura, que sio
interferentes no método de Bradford. Estes interferentes nor-
malmente reagem com as proteinas impedindo a reaciio com
o corante BG-250 ou reagem com o corante causando au-
mento na absorbdncia. A tabela 3 mostra os interferentes
mais comuns ao método de Bradford'!. Os métodos de
eliminagdo destes interferentes variam conforme o caso,
como discutido nas referéncias citadas nessa tabela, no
entanto, recomendamos a precipitacio das proteinas com
icido tricloroacético.

tll.l(ﬂ.ll()

0O METODO DE SMITH OU BCA
Principio

O método proposto por Smith e cols.'?, também conhecido
por método do dcido bicinchoninico (BCA 4,4'-dicarboxi-2,2'-

biquinolina), se baseia na reagio de cobre (II) com protei-
nas, em meio alcalino, produzindo cobre (I) ¢ formando um
complexo com o BCA, que absorve fortemente na regido de
560 nm.

No entanto, Legler e cols.”, estudando o papel catalisa-
dor do cobre, em meio alcalino, na reacdio entre proteinas €
o reativo de Folin-Ciocauteau, detectaram formagdo de um
intermedidrio de cobre (I11) com peptideos, porém nio de-
tectaram cobre (1), como estabelecido por Smith e cols.'?,
devendo, portanto, ser este mecanismo melhor estudado
para se estabelecer qual ou quais intermedidrios de cobre
sio formados.

Ap.licag'('ies

Este método tem a vantagem de ser mais simples no prepa-
ro dos reagentes, tdo sensivel quanto o método de Lowry e
cols.'” e relativamente rdpido, sendo aplicado na determinagiio
da concentragiio de proteinas totais em saliva®, proteinas celu-
tares*!"'!?, interferons’, leite humano® e determinagiio de gru-
pos funcionais''4.

O método de Smith ¢ cols.'? tem sido recomendado em es-
tudos de comparagiio de metodologias para a determinagiio de
proteinas totais em leite humano™ e células''®, Esta metodolo-
gia também tem sido adaptada para a determinagfio de protei-
nas totais utilizando-se equipamentos automatizados'>!'¢,

Interferentes

O método de Smith ¢ cols.'? possui algumas desvantagens,
como a dependéncia da temperatura de incubagfio das amos-
tras'>'", a variagdo da absortividade especifica para diferentes
proteinas*®7>1!'5 ¢ a variagdo da absorbancia com o tempo.
Recomendamos, portanto, um rigido controle no tempo de lei-
tura das amostras, apds a incubagiio das mesmas.

Os interferentes, em potencial, do método de Smith e cols.'?
sdo aquelas substincias que reagem com os fons cobre (reagdes
de 6xido-reducdo, formagfio de complexos, precipita¢io) ou com
o reativo de BCA. A tabela 4 mostra os interferentes mais co-
muns no método de Smith e cols.'2. Os métodos de eliminagio
destes interferentes variam conforme o caso, como discutido nas
referéncias citadas nessa tabela; em muitas situagdes recomen-
damos a precipitacio das proteinas com dcido tricloroacético.

Tabela 3. Algumas substincias que interferem na determinagfio de proteinas totais pelo método de Bradford!''.

Interferentes Comentdrios Referéncias
Tolbutamida Provoca falso positivo. 89
Uréia Fornece resultado falso positivo, acima de 45 g/L. 89, 107, 109

Cloreto de sodio e de
potdssio
Detergentes (Triton X-
100, SDS, Tween-20)

Fornecem resultado falso negativo, acima de | M

A larga banda de absor¢io em 650 nm, devido a reagiio
entre o corante e os detergentes, interfere na banda em

85, 89, 107

11, 76, 84-86, 91, 104, 107

595 nm, resultando em falso positivo.

Ciclodextrinas

Formam um complexo de inclusiio com o corante BG- 74

250, resultando em falso positivo.

Polifendis e polifendis

Reagem com as proteinas impedindo a formagdo do

11, 44, 45, 111

oxidases complexo das mesmas com o corante BG-250.
2-mercaptoetanol + Diminuem a absor¢do da amostra. 11, 109
guanadina
Glicerol Provoca falso positivo. 11, 85, 107
Lipidios Causam turbidez na amostra. 85
Cloropromazina Provoca falso positivo. 112
Fluoreto Diminui a absor¢do da amostra. 78
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Tabela 4. Algumas substincias que interferem na determinagio de proteinas totais pelo método de Smith ¢ cols.'

Interferentes Comentdrios Referéncias
Acgicares em geral Provocam parcial reducio do cobre (11) resultando em 12, 74, 75, 113,
falso positivo. 116, 117
EDTA Complexa fons cobre (I1). 12
Lipidios Reagiio entre BCA e lipidios resulta em falso positivo 41,71
Sulfato de amonio Resulta talso negativo. 2, 117
Mercaptoetanol e Provocam redugiio do cobre (Il) resultando em falso 17
dithiothreitol positivo.
Peréxido de hidrogénio Reagdo entre BCA e perdxido de hidrogénio resulta em 18
falso positivo.
Vitamina C e Provocam redugiio do cobre (I1) resultando em falso 112
paracetemol positivo.
Cloropromazina Provoca turbidez na amostra. 112
Penicilinas Provocam falso positivo. 112

METODO DE ABSORCAO NO ULTRA-VIOLETA
Principio

Este método é baseado no fato de que as proteinas mostram
absorgiio na regido de 280 nm e na regido abaixo de 220 nm,
sendo a primeira devido a diversos aminodcidos (fenilalanina,
cistefna, cistina, metionina, tnptohno histidina e tirosina), ¢ a
segunda devido A ligagio peptidica'®. No entanto, em 280 nm,
em pH neutro, somente os aminodcidos triptofano, tirosina e
cistina possuem uma absortividade molar significativamente
grande! %120,

Aplicacoes

O método tem sido muito utilizado durante os procedi-
mentos de purificagdio e separagio de protemas 3 para a quan-
tificagho das mesmas. Suas principais vantagens sdo as de
nio destruir a amostra e de ser rdpido; na literatura raramente
sdio descritas outras aplicagdes além desta. O principal moti-
vo desta limitagio é que, em amostras complexas, diversas
substincias absorvem no ultra-violeta tornando os resultados
pouco confidveis.

Interferentes

Este método estd sujeito a muitos interferentes, sendo que
qualquer substincia que apresente uma banda de absorgiio na
regifio de leitura é um interferente em potencial. Este fato fez
com que esta metodologia fosse utilizada somente em proces-
sos de purificagﬁo de proteinas, onde uma avaliagdo semi-
quantitativa € suficiente, na maioria dos casos.

Os métodos discutidos acima sio os mais utilizados, porém,
como estdo sujeitos a limitagdes, a todo o momento continuam
aparecendo, na literatura, modificagdes das metodologias ji
existentes, além de propostas de novas metodologias, que se-
rdo discutidas a seguir.

NOVOS METODOS ESPECTROFOTOMETRICOS
PARA A DETERMINAGAO DE PROTEINAS TOTAIS

Zaia e cols.!?!"'?* propuseram uma metodologia bdsica utili-

zando p-benzoquinona (PBQ), para a determinagdo de protei-
nas em diversos meios. O método se baseia no fato de que o
produto de reagiio entre PBQ e proteinas absorve em 350 nm.
Esta metodologia mostrou-se 10 vezes mais sensivel que 0
método de biureto'?*, de menor custo que o de Lowr?' e cols.'?

e mais l‘apld’l que os métodos de Lowry e Kjedahl'?%123 . Zaia
e cols.!?! propuseram, ainda, uma metodologia medlta que

QUIMICA NOVA, 21(6) (1998)

possibilita, em uma dGnica andlise, determinar simultaneamente
proteinas e aminodcidos, pois o produto de reagiio PBQ/protei-
na absorve em 350 nm e o produto de reacio PBQ/aminodci-
dos absorve em 480 nm. Uma outra quinona, o cloranil, foi
utilizada por Rahim e Al-Ghabsha'?®, para a determinagio de
proteinas totais.

Krystal € cols. propuseram uma metodologia que € 100
vezes mais sensivel que o método de Bradford''. Este método
estd baseado no fato de que prata amoniacal liga-se a proteinas
€ o produto de reacdio absorve fortemente em 420 nm.

Stoscheck'?® propds uma metodolovm que € 25 vezes mais
sensivel que o método de Bradford'' e 50 vezes mais sensivel
que o de Lowry'’. Neste método, o ouro coloidal, na presen-
¢a de proteinas, desloca o seu mdximo de absor¢io de 535
para 595 nm. Segundo a autora o método estd sujeito a pou-
cos interferentes.

Estas metodologias que utilizam ouro coloidal ou prata
amoniacal, possuem um inconveniente 6bvio que ¢ a utilizagiio
de reagentes caros; no entanto, Krystal e cols.!*® afirmam que
o custo de 10 andlises em triplicata € menor que dois centavos
de dolar.

Soedjak'? propds uma metodologia em que o eritrosin B
reage com proteina formado um crométoro que absorve forte-
mente em 545 nm. A sensibilidade desta metodologia estd en-
tre 2 ¢ 14 pg/mL de proteina, que é a mesma sensibilidade do
método proposto por Zaia e cols.'?

O método da ninhidrina'*® tem sido utilizado para a deter-
minagio de protefnas totais™***7% Nesta metodologia, as pro-
tefnas sdo submetidas a hidrélise auda, sendo os aminodcidos
liberados determinados com ninhidrina. A desvantagem desta
metodologia € o tempo gasto na hidrélise dcida, nos métodos
comumente utilizados.

126,127

CONCLUSAO

Diversos tatores devem ser analisados antes da escolha de
uma metodologia para a determinagiio de proteinas totais, po-
rém, um deles € essencial: o conhecimento, o mais preciso
possivel, da natureza dos constituintes da amostra ¢ de suas
concentragdes aproximadas. Isto facilitard a identificagfio dos
possiveis interferentes e conseqiientemente ajudard na escolha
do método mais apropriado para cada situagiio.

Outros fatores, também importantes, sfo a sensibilidade
necessdria, que € dependente da concentragio de proteina na
amostra ¢ do volume de amostra disponivel; a rapidez e o cus-
to da metodologia; e, nio menos importante, o grau de
confiabilidade nos resultados obtidos devido aos interferentes
no método escolhido.
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Temos observado que muitas vezes a escolha de uma meto-
dologia para a determinagiio de proteinas totais é feita com
base na popularidade de um determinado método € isto acon-
tece em parte devido 2 falta de trabalhos de comparagdo de
metodologias. Portanto, acreditamos que muitos trabalhos des-
te tipo devam ainda ser desenvolvidos principalmente nas dreas
de andlises clinicas, ciéncias e tecnologia de alimentos.
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