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1. Introdugéao

As caseinas representam cerca de 80% das proteinas totais do leite pbovino e
si0 constituidas essencialmente pelas fragdes: os1 (cs1-CAS), as2 (as2-CAS), B (B-
CAS) e k (k-CAS). As soroproteinas representam cerca de 20% das proteinas totais
sendo constituidas principalmente pela o-lactalbumina (a-LA), p-lactoglobulina (B~
LG), soroalbumina e imunoglobulinas em menores quantidades as quais se
encontram soltiveis no meio. O desenvolvimento de métodos confiaveis para
determinagado e quantificagéo das proteinas totais nos alimentos ¢ uma informacgao
essencial para a garantia da qualidade e seguranga dos alimentos comercializados
(DZIUBA et al, 2009).
| O método baseado na ligagao do reagente Coomassie Brilliant Blue (CBB) as
proteinas, conhecido como método de Bradford é comumente utilizado para
determinagao de proteinas em amostras biologicas (BRADFORD, 1976). O reagente
se liga a proteinas atraves de trés tipos de interagdes: eletrostatica, onde a arginina
(aminoécido basico) interage com 0 grupo sulfato (carga negativa) do reagente, dos
anéis aromaticos do reagente com aneis aromaticos dos aminoacidos, como ©
triptofano, finalmente, a interagao fraca do reagente com aminoacidos polares que
tem grupamentos R hidrofébicos, tais como anel aromatico da tirosina (OWUSU-
APENTEN, 2002). '
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Existem varios estudos para a determinagdo das prote nas comparando
sensibilidade, custos, robustez, interferentes e linearidade dos dierentes métodos
espectrofotométricos (MOORE et al, 2010), entretanto, ndo foram encontrados na
literatura especializada estudos comparativos da linearidade do método de Bradford
nas curvas padrdao com diferentes proteinas de leite. Deste modo, o presente
trabalho se propds a avaliar através do modelo de linearizacdo das diferentes curvas
de calibragéo obtidas das proteinas individuais padrdes (blood serum albumin-BSA,
a-LA, B-LG, as-CAS, B-CAS e k-CAS) qual (ais) apresenta (m) melhor confiabilidade
para quantificagdo das proteinas totais do leite bovino utilizando o método de

Bradford com leitura no ultravioleta.

2. Materiais e Métodos

O reagente Bradford (Bio-Rad Protein Assay, Hercules, Califérnia) foi
preparado conforme as recomendacdes do fabricante. As proteinas padrao: BSA, a-
LA, B-LG, as-CAS, B-CAS e k-CAS (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) foram
preparadas nas concentragoes de 0,2: 0,4; 0,6; 0,8; 1,0 e 1,5 ug/mL. As medidas de
absorbancias a 595 nm foram realizadas em espectrofotdmetro (NanoDrop ND-1000
Technologies, Wilmington, USA). Amostras de leite bovino desnatado UHT
comercial, nas diluicées 1:25, 1:50, 1:100 em agua ultra pura foram utilizadas para a
determinagéo das proteinas totais seguindo o método padrdo para as medidas de
absorbancias a 595 nm. O teor de proteina total do leite também foi determinado de
acordo com o método de Kjeldahl (HELRICH, 1990). A significancia estatistica das
regressoes lineares foi avaliada por analise de variancia e teste F com o auxilio do

software Microsoft Excel.

3. Resultados e discussao

Os resultados obtidos permitiram a afirmacéo de que todas as regressoes
lineares apresentaram significancia, F > 5 (AGTERDENBOS et al., 1981). A Tabela 1
mostra os coeficientes das equagdes de regresséo linear, elaboradas a partir de seis
niveis crescentes de concentragdes com cinco repeticbes cada. Cada proteina
padrao foi analisada pelos parametros estatisticos da equacéo e os respectivos R?

foram obtidos.




Tabela 1 - Coeficientes analiticos obtidos pela regressao linear das curvas de
calibracdo das proteinas a-CN, -CN, k-CN, a-LA, B-LG e BSA.

Regresséo Proteinas
a-CN B-CN k-CN a-LA B-LG BSA
A 33963E°  5,6233E° 3,9033E°  59386E 3,2000E 55237E %
SE, 25275E%  2,2488E%°  2,3676E” 2,3065E%  1,3480E™ 3,4860E°
B 10761E°* -3,6078E” 9,0589E°  2,1794E 7.8667E™” 53721
SEy 21767E  1,9366E%  2,0390E” 1 9863E°  1,1609E™ 3,0021E%
R? 0,9153 0,9571 0,9066 0,9594 0,9527 0,8997

*~ Todas as curvas consistiram de seis pontos com cinco repetigdes ca

da. SE, - erro padrdo do

coeficiente A da reta e SE, - erro padréo do coeficiente B da reta

A Tabela 2 evidencia os resultados quantitativos da proteina total estimada a
partir do leite bovino em 3 diluigées (1 :25: 1:50; 1:100) através de cada curva padréo
de calibragdo pelo pelo método de Bradford. A quantificagdo da proteina total
utilizando a curva padréo da a-LA foi inferior a encontrada pelo método de Kjeldahl,
ao passo que, quando comparada com a quantificagéo obtidas pelas curvas da B-
LG, a-CAS e k-CAS a concentragao foi maior 4 encontrada pelo método de Kjeldahl.
A quantificagdo da proteina total do leite bovino na diluigdo 1:25 obtidos com as
curvas padroes da proteina B-CN e de BSA evidenciou um resultado mais préximo
ao obtido pelo método Kjeldahl mostrando uma melhor linearidade das curvas.

Tabela 2 - Concentracdo da proteina total em amostra de leite bovino obtido a partir
da curva de calibragéo das proteinas pelo método de Bradford.

Concentragao + Desvio Padrao (mgmL”™)

Diluicao
a-LA B-LG a-CN B-CN k-CN BSA
1:100 12.70 +2,83 147,09+5,59 658311222 58,74£342 59,33£16,82 46,71+4,68
1:50 26,76 1,08 94,17+3,05 47,49+7,58  47,5242,99 60,18+4,10  42,70+3,54
1:25 2348 +229 63,65+4,87  39,81+0,65  30,88+1,32 54,83+£1,90  27,95+3,34

* Proteina Total = 30,3mgmL" pelo método de KJELDAHL.

Apesar do método de Bradford ser rapido, sensivel e estar sujeito a um
numero bem menor de interferentes que os demais métodos o mesmo apresenta
algumas desvantagens como a variagdo da absorvidade especifica para varias
proteinas devido a diferenca de hidrofobicidade ou no peso molecular, pode sofrer
interferéncia com presenca de lipideos, cloreto de sodio e potassio. As diferengas
encontradas entre os métodos podem ser explicados pelo nimero de residuos de

aminoacidos que interagem com o corante CBB. Quanto maior o peso molecular




observado nas proteinas testadas maior a quantidade de residuos de aminoacidos
disponiveis para interagado com 0 CBB (MOORE et al, 2010).
4, Conclusdes

As curvas de calibragdo montadas a partir das proteinas padrdo BSA e B-
CAS, utilizando o método de Bradford mostraram oS coeficientes de correlagéo
acima de 0,9 as quais exibem um alto grau de linearidade e podem ser usadas para
estimar valores desconhecidos com preciséo sendo as curvas que apresentaram 0s

melhores resultados para quantificagéo das proteinas totais do leite.

ABSTRACT

Reliable methods for determination and quantification of total protein in food are
essential information to ensure quality and safety of food trade. The objective of this
study was to evaluate the linearity of calibration curves obtained from different
proteins (blood serum albumin-BSA, o-LA, B-LG, as-CAS, B-CAS and k-CAS) with
the reagent of Bradford. Comercial UHT skimmed bovine milk was analyzed for the
determination of total protein using the Bradford method by reading the UV at 595
nm. The determination of the concentrations of total milk protein was achieved by
linear regression. The Bradford method showed a high sensitivity for the
determination of total proteins in bovine milk dilution 1:25 to values closer to those
obtained by the Kjeldahl method. The results showed that the calibration curve of
standard proteins B-CN and BSA obtained better linearity with less variation in the
absorbance measurements for the determination of total protein of milk.
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