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B Sounrn: Metoda pro stanoveni koncentrace bilkoviny s poutitim
Coomasie brilliant blue G-250 fe zalofena na méFeni barevného kom-
plexu barviva s bilkovinou. Vysledky dosazené touto metodou jsou srov-
natelné s metodou Lowryho pro stanoveni v moéi, mozkomisnim moku,
ascitech a tkdiovgch homogendtech (r=0,941). Proti metodé Lowryho
je metoda s Coomasie briliant blue fednodussi, rychlejsi a citlivéist.

Tato prdce poddvd ddle 6 zp) kFivky
a srovndni s linedrni zdvislosti, které lze pousit v rozmezi 2,5 — 20ug
y ve vzorku. Obecnssi i zdvislost je % do
50 — 60 ug bii i Vygpodet i i kFivky a
z péni hodnoty byl naprog 1 pro stolni kalkuladku Hewletr-
-Packard typ 9815 A.
- Kli¢ovd slova: metéda — i —- te —
brilliant blue G - 250 — metoda Lowryho
v klinické i ni praxi se pro stanoveni koncentrace bil-

koviny pouziva klasické metody podle Lowryho s fenolovym Folinovym reagens
(8], nebo metody s fluorescaminem a pro vyssi koncentrace b&né biuretové
reakce (Rose 1833) nebo podle Extona [9). V posledni dob& se objevila fada
praci, které pro stanoveni koncentrace bilkoviny vyuZivaji vznik barevnych
komplexii mezi barvivem a bilkovinou (3, 4, 10, 11). VSechny tyto préce po-
uZivaji Coomassie brilliant blue G—250 (CBB), kterd se pouZiva pro barveni
bilkoviny také na polyakrylamidov§ch gelech po elektroforéze mebo izoelek-
trické fokusaci (1, 2, 12). Metodu s CBB pouZiva také firma Pierce (7) v ko-
mertnim setu Microprotein Kit pro stanoveni koncentrace bflkoviny v moti
a mozkomi3ni tekuting.

Tato price se zabyva metodikou stanoveni koncentrace bilkoviny pomoci
CBB a korelaci této metody s klasickou metodou Lowryho. Déle byl vypracovan
program pro vypodet kalibra&ni kFivky a ace iny na atoru
Hewlett-Packard 9815 A,
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Princip
Metoda je zaloZena na mé&feni koncentrace barevného komplexu barviva l
s bilkovinou. Coomasie brilliant blue G—250 je rozpu$téna v kyseling chloristé
nebo kyseling chlorovodikové. V kyselém prostfedi je barvivo v oxidovaném
stavu @ ma hnédooranzovou barvu s extinkénim maximem pFi 465 nm (obr. 1).
Pri vzniku komplexu s proteinem se barvivo redukuje a dochazi ke konverzi
hnédooranZové barvy na intenzivng modrou s extinkénim maximem pfi 595 nm
(obr. 1). Koncentrace vzniklého komplexu je piimo umérnd koncentraci bil-
koviny v roztoku.

Reagencie

Pii stanoveni koncentrace bilkoviny podle Sedmaka (10) je pracovnim roz-
tokem 0,6 g/l CBB v 0,6 mol/l v kyseling chlorovodikové nebo ve 30 g/l kyse-
liné chloristé. Po rozpusténi je nutno roztok zfiltrovat. Fiitrat roztoku CBB se
v prib&hu 1 — 2 dnfi barevng méni, ¢imZ dochazi k poklesu extinkce 465 nm.
Doporucujeme proto v souladu s pracovnim ndvodem firmy Pierce nechat pra- ‘
covni roztok stabilizovat 3 dny pfi pokojové teplotd. Extinkce pfi 465 nm by
sc méla pohybovat v rozmezi 1,3 — 15. Takto pFipraveny pracovni roztok je
stabilnf po dobu nékolika mésicii.

Pracovni postup

Provedeni viastniho stanoveni je velmi rychlé a jednoduché. Vzorek bilkoviny
naxedény v 05 ml fysiologicksho roztoku smisime s 0,5 ml CBB reagens —

a pr jen & zkumavky, Po

7méi‘em extmkce pFi 620 nm v 0,5 cm v Kyveté odetteme koncemraci bilko-
viny z kalibraéni kfivky. Pro kazdy novy pracovni roztok je tfeba pfipravit no-
vou kalibra¢ni kivku. 1

Pro ovéreni kalibrace doporutujeme s kaZdou sadou vzorkdl zpracovat jeden
standard.

Kalibratni krivka

Pro zhotoveni kalibra¢ni kiivky si pfipravime 2 g/l roztok lidského albuminu
ve fyziologickém roztoku, ktery dale nafedime na koncentrace 0,05 — 2,00 g/l
Z takto nafedénych roztokdl pipetujeme 50 ul, pFidame 0,45 ml fyziologického
roztoku a pak smisime s 0,5 ml CBB reagens. Naméfené extinkce p¥i 620 nm
vyneseme do grafu (obr. 2], kde na vodorovné ose je mnoZstvi bilkoviny
v jednotlivych vzoreich, tj. 2,5 — 50 #g albuminu a na svislé ose odpovidajici
extinkéni hodnoty.

Jako standard doporutujeme rozpipetovat 1,0 g/l roztok albuminu po 1 ml
do malych zkumavek z plastické hmoty a uchovavat zmraZené pfi —20 °C.

barevn ki areprodu 7 i
Barevny barviva s bi ou je podle (10) staly 60 — 90
minut. Roztok bilkoviny 2,0 g/l jsme smisili v poméru 1:1 s CBB reagens a 60
minut jsme kontinudlng mé&fili absorbanci pfi 620 nm (d = 10 mm; Unicam

SP 800). Absorpéni hodnota (E = 1,16) se b&hem této doby nezménila.
Reprodukovatelnost vysledk@i: V 15 vzorcich se stejnou koncentraci bilko-

viny (0,5 g/1) byla provedena v duplikdtu metoda s CBB. Extinkéni hodnoty

(n = 30) se pohybovaly v rozmezf 0,280 — 0,314 (x + SD = 0,304 + 0,078)

s variaénim koeficientem v = 3,56 %.

Srovndni kyseliny chlorovodikové a kyseliny chloristé jako rozpoustédla CBB.
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Fig. 1. Change in the absorbtion maxi- Fig. 2. The calibration curve expressing

mum of the Coomassie brilliant blue dependence of the extinction 620 nm on
6250 at the origin of protein dye com- the concentration of human albumin in
plex. Albumin concentration in the g in determination by means of the
sample: 0 — A (blank), 25 ug — B, Coomassie brilliant blue G-250

50 ug — C. 100 pug — D
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Fig. 3. Comparison of HCl (a) and HCIO;
(b) influences on the extinction 620 nm.
The calibration curve of the standard
serum Seronorm with the Coomassie bril-
llant blue G-250

Pripravili jsme kalibraéni kiivky standardnfho séra (Seronorm; Immuno
AG.) s 0,6 g/l CBB rozpuitsné ve 30 g/l HCIO; nebo 0,6 mol/l HCl (obr. 3).
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PFi pouziti HCIO; jsme ziskali sice vy$sf extinkéni hodnoty, ale barevny kom-
plex je méng stdly neZ p¥i pouZiti HCI. Opakovan& nam do$lo ihned po smiseni
roztokii k precipitaci CoZ vyrazng sniZuje hodnoty ex-
tinkce pFl 620 nm. Doporutujeme proto pouZivat jako rozpustidla HCIL.

Korelace metody CBB s metodou Lowryho:

Pro korelaci obou metod jsme zpracovali soubor dvaceti homogenétd stifev-
nich opsif, dvaceti krysich pankreati a dvaceti krysich
ascitli (tab. 1). Rozdily koncentrace bilkoviny zji§t&né ob&ma metodami se
v Zadném z vySet¥ ¥ materiali v & nelisily (p>0,05)
a korelace mezi ob&ma metodami fe vyrazna (r = 0,941; obr. 4).

Table 1. Comparison of the method using Coomassie brilliant blue
G-250 with the Lowry's method by using the homogenates of ente-
robiopsies

(EB; n = 20), pancreases (PA; n = 20) and in asciteses [AS; n = 20).
The values of t-test (t) and correlation coefficlent (r}

Lowry (4 SD) CBB (¥ + SD) t N
) |
EB 766 337 733 339 0286 0931
PA 2185 397 191 581 1588 0,866
As 3008 887 32065 7,07 0961 0831
Cely
Zoabion 20,41 11,33 19,79 11,62 0,286 0,941
Eg20
BB
o r=0941

LOWRY
P e s T
LIS 30 5048

——

L 30 5019
Fig. 4. Correlation of the method using Fig. 5. Replacement of the calibration
Coomassie brilliant blue G-250 with the curve in the range from 2,5 to 50 ug of
method according to Lowry. The protein orotein by the function ax* + bx + ¢
‘n homogenates of pancreas X, entero- (a) and by the linear dependence (b).
biopsies @ and asciteses O Linear dependence in the range from
The curve: y — 0,893x + 0,28 to 20 ug (c)
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Matematické spracovdni kalibraéni kFivky a programy
pro kalkuldtor HP 9815 A.

Zavislost extinkce (y) na koncentraci bilkoviny (x) lze vyjddfit grafem spo-
jité funkce tvaru:

y=ax"+bx-+c

NaméFenym hodnotdm nejlépe odpovidaji kFivky, kde n = 0,55 — 0,001 x.
Urceni konstant a, b, a ¢ je pak zavislé na pracovnim roztoku CBB, pfifemz
tyto konstanty jsou vypoCteny j 51 Etverclt s i
smérodatné odchylky (8). Pro srovndni jsme kalibracni k¥ivkou proloZili Kkiiv-
ku linearni regrese (obr. 5; tab. 2). I kdyz smé&rodatnd odchylka obou zévis-
losti je srovnatelna (0,016 pro linedrni a 0,006 pro nelinearni), relativni od-
chylky od namgfenych hodnot jsou pro linearni zavislost podstatn& vetsi.
Korelace metody CBB s metodou Lowryho:

Table 2. Relation between the measured extinction volumes (MER) and the values ob-
tained by construction of linear (LIM) and non linear (NEL) calibration curves.
Calculated values are presented together with their relative deviations from the mea-
sured values

Albumin

dz MER LIN Ax NEL Ax
25 0,013 0,037 184,62% 0,012 —10,00%
50 0,040 0,051 27,50% 0,040 —1,50%
100 0,079 0,079 0,00% 0,083 4,56%
| 15,0 0,115 0,107 —6,96% 0,118 2,87%
| 20,0 0,158 0,135 —14,56% 0,148 —5,25%
| 25,0 0,175 0,163 —6,86% 0,178 1,83%
30,0 0,203 0,191 —5,91 0,204 0,64%
35,0 0,225 0,219 —2,67% 0,229 1,64%
40,0 0,260 0,247 —5,00% 0,252 —3,27%
50,0 0,290 0,303 4,400 0,293 1,17%
— L y = 0,27x(0,55~0001x)
Typ krivky: y = 0006x + 0,023 ’ 0,003% — 0,041
Smérodatna - 3 -
iehivca: sgy = 0,016 Sxy = 0,006
V uz8im rozmezi koncentrace bilkoviny 2,5 — 20 ug bilkoviny ve vzorku

(tj. 1,26 — 10 g v m&Feném mediu) lze uzit linedrni regresi vyjddrenou tva-
Tem:

y = 0,008 x — 0,004 (SD = 0,03)

Hodnoty této k¥ivky jsou s nam&Fenymi hodnotami dobfe srovnatelné (tab.
3). Stejnou zku$enost ufinil Spector (11) v rozmezi 0,8 — 10 wg bilkoviny
v roztoku.

Vsechny vypodty byly provedeny na stolnim kalkuldtoru Hewlett-Packard
9815 A. Cely vypocet obstardvaji dva programy.

Prvni program provadi v§potet kalibra&ni kfivky. Z vloZenych koncentraci
a extinkci vypotte konstanty a, b a ¢ a uloZi je do paméti. Pokud je matema-
tické vyjadreni zdvislosti doddno vyrobcem, nebo pouZijeme-li linedrni zavis-
lost, neni tohoto programu zapot¥ebi.




Table 3. The linear dependence of extinction 620 nm on the protein

concentration in the range 25 — 20 4g of protein in a sample
Albumin Ego Eggp e
ug namétens vypottens
25 0,013 0.018 23,08%
5,0 0,040 0,037 —7,50%
10,0 0,079 0,077 —1,28%
15,0 0,115 0,117 1,74%
20,0 0,158 0,158 0,000
Typ kiivky: y = 0,008x — 0,004
Smérodatna -
odchylka: Sy (2= 0,005
KONCENTRACE
identifikace programu ———% BILKOVINY
EQOLE SEDIIG

A,B,C
IN FILE 37

—

YES(1), NO(O)

| A 0,0587
identifikace uloZené
kalibradni kFivky a 8 0,0027
jeji pFipadné zmény c -0,0185

YES (1), NO(O)

standarda 50 P& ————> ST.50 MMG

0,26941

ST , ¢ OBJEM VZORKU
uréeni objemu vzorku ‘l‘l)_) SILKOVINY V MML

(z259]

urfeni extinkce 620 nu ———3 £ 620 ?

KONC., (MMG)

tisk vysledki —————> S 18
KONC, (MG/1ML)
0,824
Scheme. The example of calculation and printing of results
by means of the programable calculator HP 9815 A
Input data: E -



Druh§ program pocitd z dané extink&ni hodnoty mnozstvi bilkoviny v wg,
umoziiuje prepotet na koncentracl v g/l, nebo na jiné jednotky a vytiskne vys-
ledek v pozadovaném tvaru (obr. 6], ktery mize soucasng slouzit k dokumen-
taci.

Kalkulator Hewlett-Packard 9815 A je vybaven rozsahlou vngjsi paméti na
magnetické pasce, takze kalibratni kfivka jednou vypoctenou a uloZenou v pa-
méti Ize kdykoliv znovu pouZit.

Diskuse

Stanoveni koncentrace bilkoviny pomoci CBB spotiva na konversi leuko-for-
my barviva na jeho intenzivné modrou barevnou formu. K tomuto procesu do-
chazi pti interakei s NH*¥; skupinou bilkoviny (5). To znamend, Ze i tato meto-
da stejn jako metoda s fluorescaminem nebo metoda Lowryho (6) je zavisla
na struktufe bilkoviny. Ve srovnani s uvedenymi metodami je vSak tvorba
komplexu CBB méné ovlivnéna volnymi aminokyselinami (10). Citlivost metody
s CBB (<1 ug; 10] je v&tsi nez u metody Lowryho. Bradford (3] poukazuje na
interakci CBB s Tritonem X—100 a SDS, které znatné zkresluji vysledek sta-
noveni.

Z nasich vysledki vyplyva v souhlase s pivodni praci Sedmaka (10), 2e pri
pouziti HCl jako rozpoustédla jsou sice extinkce niz8i, ale je vy3Si stabilita
barevného komplexu. Bradford (3) a Spector (11) pouZivaji pro rozpuStni
CBB etanol a kyselinu fosforecnou. Extinkéni hodnoty pii 595 nm jsou sice o
20 % vyssi, ale pfi pouziti téchto rozpoustédel klesa stalost pracovniho roz-
toku. Sedmak (10) dale upozoriiuje na skutefnost, ze absorp¢ni maxima CBB
z riiznych zdrojii se lisi. Doporu¢ujeme proto pro piesné mefeni oveérit ab-
sorpéni maximum pouZitého barviva.

Kalibracni kFivka neni podle na$ich mé&Feni linedrni, av3ak v rozmezi Kon-
centrace 2,5 — 20 ug bilkoviny ve vzorku je jeji priibéh linearitd velmi blizky
(Sw je 0,003). Vsechny price, Které uvadgji linearni zdvislost mezi koncentraci
a extinkcii (3, 7, 11) jsou zaloZeny na nizkych koncentracich bilkoviny ve
vzorku. Bradford (3) doporutuje rozmezi 0,8 — 10 pg. Funkce y = ax" + bx
+ ¢ (Ssy je 0,008), kterou jsme pro tuto metodu odvodili, je pouZitelna az do
60 pg bilkoviny ve vzorku. Nad 60 ug je méFeni jiz zatizeno velkou chybou.
P¥i pouzitf pFistroje VSU — 2 (Zeiss, Jena) jsme jako hornf hranici m&fitelnosti
volili zmdnu AE/10 g = 0,025, coz odpovida 60 — 70 ug bilkoviny podle
pracovniho roztoku CBB.

Reprodukovatelnost vysledkd (v = 3,56 %) a korelace s metodou Lowryho
je velmi dobré pro biologicky material rizného piivodu (r = 0,941). Tésnd
Zavisiost obou metod je charakterizovédna vztahem y = 0,993x + 0,28 (#g8).
Srovnatelnou zavislost uvadi i firma Pierce (7) pro stanoveni v mo¢i a moz-
komisni tekuting (y = 0,917 x + 2,52; mg %). Namé&Fené hodnoty se na 1%
hlading vyznamnosti nelisi.
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I1. Koyua, IT. ®puy, K. Jloyuxu, 5. Cnabst
OTMPEJEIEHME KOHLEHTPALIMM BEJIKA B BMOIOTMYECKOM
MATEPMAJIE C CO MASSIE BRILLIANT BLUE G-250

Peswome

MeTof OnpeaeneHus Koaucmp;mum Genka npu nmomom Koomaccue GPHIHAHT GIlioe
I — 250 (KBB) 1BETHOTO KBB ¢ Gexkom. IIpi
onpenetenun KUHucHTpauum ﬁenka B MOUE, MO3TOBO JKHAKOCTH, acumcx M TKAHEBHX
roMoreHarax BIISIO ¢ Mmerogom JIoBpsiro (p =
0,941). Tlo cpasremo ¢ mcm;mm TTopphiro ABasierca MeTon ¢ KBB dyBCTRNTETSHEMIIT,
BHICTPCIIIIT 7 TIPOCTOI.

B aTOMt pasme nasee it OT3HIB KPUBOJ KaIMGPAmun ¥ ee

it KOTODOE MOJHD JCHONB30BATE B NPEJIEMIX
c 25 go 20 MMKpDrpaMMOB ﬁcmm B _npobe.
TebHAA O 60 MUKDOT Gemka. s KDUBOIL H KOHTIEH-
Tpaunu Genka W3 1IPOrpAMMY TPH TIOMOLIE
BECINTENBHOM MauTHb [ioBeT-TIaKkaps 9815 A

P. Kocna, P. Frié, K. Loucky, ]. Slabg
DETERMINATION OF THE PROTEIN CONCENTRATION IN BIOLOGICAL
MATERIAL BY THE COOMASSIE BRILIANT BLUE G-250

Summary

The method of protein estimation is based on photometrical measurement of a colour
complex formed by Coomassie Brilliant Blue with protein. For estimation in urine,
cerebrospinal fluid, ascites and homogenized tissues are the results achieved with this
method comparable with the method according to Lowry, In addition is this method
simpler, quicker and more sensitive.

This paper showes further mathematical expression of the calibration curve and its
linear regresion, which may be used in the range 2.5 — 20 ug protein probation sample.
For a wider range up to 60 ug protein a non-linear regresion must be used. The use
of a programable calculator Hewlett-Packard 9815 A for the calculation both the ca-
libration curve and the protein concentration from the absorbance is advantageous.
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P. Kacna, P. Frié, K. Loucky, |. Slaby
DIE BESTIMMUNG DER EIWEISSKONZETRATION IM BIOLOGISCHEN
MATERIAL MIT DEM COMASSIE BRILLIANT BLUE G—250

Zusammenfassung

Die Methode zur Besti g der Eiwei ion mittels Comassie Brilliant
Blue G—250 basiert auf die Einstellung des Farbkomplexcs des Farbstoffes mit dem
Eiweiss. Die mit dieser Methode erzielten Ergebnisse sind vergleichbar mit der Methode
von Lowry zur Bestimmung von Eiweiss im Harn, in der Cerebrospinalflissigkeit, im

Aszites und in Gewebhomogenaten (r=0,941). Im Gegensatz zur Lowry Methode ist die
Comassie Brilliant Blue Methode ei neller und :

Diese Arbeit gibt weiters mit einem
Vergleich der linearen Abhéngigkeit, welche im Eare!ch von 25~zu ug Eiweiss in der
Probe verwendet werden kann. A die ist bis zu
50—60 ug Eiweisstolf verwendbar. Die der i und der

Eiweisskonzentration aus den Absorptionswerten wurde fir den Tischrechner Hewlett-
-Packard Typ 9815 A programmiert.

KONDUKTOMETRICKA TITRACIA ZALUDOCNE] STAVY

Autori navrhujd novy sposob indikéc i ého bodu pri HCl v Za-
lidotnej Stave — konduktometrickd indikaciu. Tento sposob dava sprévnejsie vys-
ledky ako potenciometrickd indikdcia, na ktord vplgvaja aj slabé kyseliny a soli
pritomné v Zalidotnej $tave. Ako titraéné &inidlo pouZfvaja 0,1 mol/l NHOH. Zalu-
dotnd $tavu ziskavajd Standardnym postupom rdno naladno a po stimuldcii penta-
gastrinom v davke 6 ug/kg. Pred titraciou sa Zaludotnd Stava riedi 50-krat destilo-
vanou vodou. Na Standardizaciu, ako aj overenie spravnosti titrdcie autori pouzili bud
#ista 01 mol/l HCl alebo s pridavkom kyseliny octovej, resp. NagPOz Navrhovand
metodu taktiex porovnavall s vypoStovou metédou, kde sa koncentracia vodxknvych
i6nov vypotitava zo zmeraného pH pomocou aktivitngch

a zistili velmi tesnd korelaciu (r = 095). Spravaost memd zav!si od koncemrncle
HCL Ak je tito vySSia ako 25 mmol/l, dava edky

titrdcia. Pri niZSej koncentrdcii ddva sprévnejsie vysledky vypncwva met6da cez pH.
Zdverom autori ji, Ze metoda ickej titracie je j & asprav-
na a mala by sa stat metédou volby pri stanoveni HCl v Zalidogne] $tave.

Van Zanten, A. P,, and van den Ende, A. ic Titration of Hy i

Acid in Gastric Juice. Clin. Chem. 26, 1895 — 1897, 1980. J. Volmut
NOVA TECHNIKA PRE BIOCHEMICKTO ANALYZU

V NDR v Jene vznikla nové i technika pre ickd analyzu, Na-

z§va sa KAPA, o je skratka nazvu Kammer — Papier — Analyse. KAPA technika je
mechanizovany mikroanalyticky systém zvladt vhodny pre enzgmovi analjzu vo vys-
kume, v klinickej chémii a v toxikolégil. Celkovy objem testu sa pohybuje medzi 5 —
80 ul. Spotreba reagencii je len 05 — 50 % zo spotreby konvenéngmi testmi. Para-
lelne mo#no vykonat a% 50 stanoveni. Denny vykon moZe byt podla typu analyzy
aZ niekolko stoviek vySetreni. Technika ma tri varianty. Prvd sliZi na screening, kva-
litativne, resp. semikvantitativne vySetrenia a vyZaduje minimalne vybavenie. Druhd
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