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• Klíčová s/ova.' met6da - koncentrace bflkoviny _ Coomasie _
brilliant blue G - 250 - metoda Lowryho

V dosavadni klinické i laboratorní praxi se pro stanovení koncentrace brI-
kovlny používá klasické metody podle Lowryho s fenolovým FoUnovým reagens
[6), nebo metody s fluorescamlnem a pro vyšší koncentrace běžné biuretové
reakce (Rose 1833) nebo podle Extona (9). V poslední doM se objevila řada
prací, které pro stanovení koncentrace bílkoviny využívají vznik barevných
komplexů. mezI barvivem a bílkovinou [3, 4, 10, 11). Všechny tyto práce po-
užívají Coomassie brilliant blue G-250 (CBB], která se používá pro barvení

~ bilkoviny také na pOlyakrylamidových gelech po elektroforéze nebo izoelek-
trické fokusaci (1, 2, 12). Metodu s CBB používá také firma Pierce (7) v ko-
merčním setu Microprot,eln Kit pro stanovení koncentrace bflkoviny v močí
a mozkomíšnl tekutině.

Tato práce se zabývá metodikou stanovení koncentrace bílkoviny pomocl
eBB a korelací této metody s klasickou metodou Lowryho. Dále byl vypracován
program pro výpočet kalibrační křivky a koncentrace bílkoviny na kalkulátoru
Hewlett-Packard 9815 A.
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Princip
Mt<toda je založena na měření koncentrace barevného komplexu barviva

s bílkovinou. Coomasie brilliant blue G-25o je rozpuštěna v kyselině chloristé
nebo kyselině chlorovodíkové. V kyselém prosti'ectí je barvivo v oxidovaném
stavu a má hnědooranžovou barvu s exUnkčním maximem při 465 nm (obr. 1).
Při vzniku komplexu s protelnem se barvivo redukuje a dochází ke konverzl
hnědooranžové barvy na intenzívně modrou s extinkčním maximem při 595 nm
(obr. 1). Koncentrace vzniklého komplexu je přímo úměrná koncentraci bíl-
kovinv v roztoku.

Reagencie
E'tl stanovení koncentrace bílkoviny podle Sedmaka (lOJ je pracovním roz-

tokem 0,6 gll CBB v 0,6 molll v kyselině chlorovodíkově nebo ve 30 g/l kyse·
lině chlorislé. Po rozpuštění je nutno roztok zfiltrovat. Filtrát roztoku CBB se
v průběhu 1 - 2 d~ů barevně mění, čímž dochází k poklesu extinkce 465 nm.
DOllorUGujeme proto v souladu s pracovním návodem firmy Pierce nechat pra·
covní roztok stabilizovat 3 dny pi'i pokojové teplotě. Extinkce při 465 nm by
se měla pohybovat v rozmezí 1,3 - 1,5. Takto připravený pracovní roztok je
stabilní po dobu někoHka měsíc'Ů..

Pracovní postup
Provedení vlastního stanovení je velmi rychlé II jednoduché. Vzorek bílkoviny

nai'eděný v 0,5 ml fysiologického roztoku smísíme s 0,5 ml CBB reagens -
pracovním roztokem a promícháme jen otočením zkumavky, net<řepeme! Po
změření extinkce pN 620 nm v 0,5 cm v kyvetě odečteme koncentraci bílko-
viny z kalibmční křivky. Pro každý nový pracovní roztok je třeba připľilvit no-
vou kalibrační křivku. ~
Pro ověření kalibrace doporučujeme s každou sadou vzorků zpracovat jeden

standard.

Kalibrační křivka
Pro zhotovení kalibrační kťivky si pNpravíme 2 gfl roztok lidského albuminu

ve fyziologickém roztoku, který dále naředíme na koncentrace 0,05 - 2,00 g/l.
Z takto naředěných roztoků pipetujeme 50 ,ul, přidáme 0,45 ml fyziologického
roztoku a pak smísíme s 0,5 ml CBB reagens. Naměi'ené exUnkce pi'! 620 nm
vyneseme do grafu [obr. 2], kde na vodorovné ose je množství bHkoviny
v jednotlivých vzorcích, tj. 2,5 - 50 (-lg albuminu a na svislé ose odpovídající
extinkční hodnoty.
Jako standard doporučujeme rozpipetovat 1,0 g/l roztok albuminu po 1 ml

do malých zkumavek z plastické hmoty a uchovávat zmražené při _20°C.

Stabilita barevného komplexu a reprodukovatelnost vysledkll.
Barevný komplex barviva s bílkovinou je podle.Sedmaka [10j stálý 60 - 90

minut. Roztok bílkoviny 2,0 gll jsme smísili v poměru 1: 1 s CBB reagens a 60
minut jsme kontinuálně měf'ili absorbancl přI 620 nm [d = 10 mm; Unicam
SP BOoJ. Absorpční hodnota (E = 1,16J se během této doby nezměnila.
Reprodukovatelnost výsledků: V 15 vzorcích se stejnou koncentrací bílko"

viny (0,5 g/l) byla provedena v duplikátu metoda s CBB. Extinkční hodnoty
(n = 30) se pohybovaly v rozmezí 0,280 - 0,314 [x ± SD = 0.,304 ± 0,078]
s varíačním koeficientem v = 3,56 %.
Srovnání kyseliny chlorovodíkové a kyseliny chloristé jako rozpouštědla CBB.
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Fig. 1. Change in the absorbtion maxi-
mum of the Coomassle brilliant blue
G-250 at the origin of protein dye com-
plex. Albumin concentration in the
sample: O - A (blank], 25 f'g - B,
50 f'g - C, 100 f'g - D

Fig. 2. The caltbration curve expressing
dependence of the extinction 620 mn Oll
the concentration of human albumin in
f'g in determination by means of the
Coomassie brilliant blue G-25D
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PřipravIli jsme kalibrační křivky standardního séra (Seronol'm; lmmuno
A,G.] s 0,6 g/l CBB rozpuštěné ve 30 g/1 HelO" nebo 0,6 molil HGI (obr. 31.
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Table 1. Comparison of the method using Coomassie brilliant blue
G-250 with the Lowry's method by using the homogenates of ente~
roblopsies
[EB; n = 20j, pancreases (PA; II = 20) and in asclteses [AS; II = 20j.
The values of t-test (t) and correlation coeffiCient [1')

EB
PA
AS

LOWrY[X±SD) CBB[X±SD)

0,2B6 0,931
1,588 0,866
0,961 0,831

-~~--------------

20,41 11,33

Při použití HelO" jsme získali sice vyšší eXUnkčnI hodnoty, ale barevný kom-
plex je méně stálý než při použití HGl. Opakovaně nám došlo ihned po smísení
roztokil. k precipitací barevného komplexu, což výrazně snižuje hodnoty ex-
tinkce pN 620 nm. Doporučujeme proto používat jako ro'zpustidla Hel.

Korelace metody CBB s metodou Lowryho:

Pro korelaci obou metod jsme zpracovali soubor dvaceti homogenátů střev-
ních eúterobiopsiI, dvaceti homogenáttl. krysÍch pankreatÍ! a dvaceti krysích
ascitil. [tab. lJ. Rozdíly koncentrace bílkoviny zjištěné oběma metodami se
v žádném z vyšetřovaných biologických materiálÍ! významně nelišily (p>O,05)
fl korelace mezi oběma metodami Je výrazná (I' = 0,941; obr. 4).
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Fig. 4. Correlation of the method using
COoUli;lsslebrilliant blue G-250 with tbe
method according to Lowry. The protein
'o homogel'lates of pancreas *, entero-
biopsies. and asciteses O
The curve: y - 0,993x + 0,28
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curve in the range from 2,5 to 50 /lg of
Drotein by the function ax'>:+ bx + c
[a) and by the ltnear dependence (b).
Linear dependence In the range from
to 20 /lg [c)

MatematicklJ ~
pro kalkulátor

Závislost exl
jité funkce tva

Naměřeným
Určení konsta
tyto konstant
směrodatné Q(

ku lineární n
lostí je srovn
chylky od nar
Korelace meto

Table 2. Rela!ic
tained by con'
Calculated valu
sured values

Aibum
"8

2,5
5,0
10,0
15,0
20,0
25,0
30,0
35,0
40,0
50,0

Typ křivky:

l~odchyika:
V užším rt

(tj.l,2S -11

50Pg

Hodnoty té
3). Stejnou ;;
v roztoku.

Všechny v'
9815 A. Celý'
První prog

a exUnkcÍ vy
tické vyjádře
lost, není toll



EDD/ABA008· tato rozmnoženina slouží výhradně pro účely výzkumu a soukromého studia ďržitele uživatelského konta

0,931
0,866
0,831

Matematické spracouání kalibračnl křivky a programy
pro kalkulátOr HP 9815 A.

Závislost extinkce ly) na koncentraci bHkoviny (x) lze vyjádřit grafem spo-
jité funkce tvaru:

y=ax"+bx+c

Naměřeným hodnotám nejlépe odpovídají křivky, kde n = 0,55 - 0,001 x.
Určení konstant a, b, a c je pak závislé na pracovním roztoku CBB, přičemž
tyto konstanty jsou vypočteny metodou nejmenších čtverců s posouzením
směrodatné odchylky (5). Pro srovnání jsme kalibrační klřivkou proložili křiv-
ku lineární regrese (obr. 5; tab. 2). I když směrodatná odchylka obou závis-
lostí je srovnatelná (0,016 pro lineární a 0,U06 pro nelineární], relativní od-
chylky od naměřených hodnot jsou pro lineární závislost podstatně větší.
Korelace metody CBB s metodou Lowryho:

Table Relation between the measured extinction volumes
construction of lInear and non linear
values are presented with their relative

sllred values

and the values ob-
calibration curves.

from the mea-

Albumin
MĚŘ LIN "', NEL "',"g

2,5 0,037 '::'
,~

0,012 --='5,0 0,051 0,040
10,0 0,079

-1~
0,083

15,0 0,107 0,118
-20,0 0,135 0,148

25,0 0,163 -, 0,178
30,0 0,191

::: :~: 0,204
35,0 0,219 0,229

-40,0 0,247 0,252
50,0 0,303 0,293

Typ křivky: 0,006x + 0,023 y+ O,0(j3~' - 0,041

Směrodatná s.ty = 0,016 Sxy = 0,006odchylka:

V užším rozmezí koncentrace bílkoviny 2,5 - za pg bílkoviny ve vzorku
[tj. 1,Z5 - 10 pg v měřeném mediu) lze užít lineární regresi vyjádřenou tva-
rem:

y = 0,008 x· - 0,004 (SO = 0,03)

Hodnoty této k'řivky jsou s naměřenými hodnotami dobře srovnatelné (tab.
3). Stejnou zkušenost učinil Spector (11) v rozmezí 0,8 - 10 f'g bilkoviny
v roztoku.
Všechny výpočty byly provedeny na stolním kalkulátoru Hewlett-Packard

9815 A. Celý výpočet obstarávájí dva programy.
První program provádí výpočet kalibrační křivky. Z vložených koncentrací

a extinkcí vypočte konstanty a, bac a uloží je do paměti. Pokud je matema-
tické vyjádření závislosti dodáno výrobcem, nebo použijeme-li lineární závis-
lost, není tohoto programu zapotřebí.
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Table 3. The linear dependence of extinction 620 nm Oll the protein
concentration in the range 2,5 - ZO ,ug of protein in fl sample

Albumin
"g 68_1

I

I

Emo
naměi'ené

E(;20
vypočtené

/ 2,5
5,0
10,0
15,0
20,0

0,013
0,040
0,079
0,115
0,158

0,016
0,037
0,077
0,117
0,158

Typ kl"lvky: y = O,008x - 0,004

, '_"_~_O,O_0_3 ~1 I

KONCENTRACE
identifikace programu ~ 8ILKOVINY

~QQ~L§~Qt~~

identifik.ace uloie'l"
k.alibrační k.ř1vk)' a
její přípatlné ",měny

YES(l), NO{O)

A 0,0567

0,0027

-0,0185

YES (1), NO(O)

A ,B,C
IN FILE 37

stanuarda 50 pg --;> ST.50 MHG

IO,28d
určení obj()mu vzorku (ťl) ---7 ~~~~~V~~eR~U MML

L~o,oo I
určeni extinkce 620 nUl ---7' iO 620 ?

KONC.(MMG)

41,188

KONC. U'1G/.·~L)

0,824
Scheme. The exmnple of cEllculation and printing of results
~;p~~a;~~: Of~Ogramable calculator HP 9815 A "
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Druhý program poCítá z dané extinkční hodnoty množstv1 bílkoviny v
umožií.uje přepočet na koncentraci v g/I, nebo na jiné jednotky a vytiskne
ledek v požadovaném tvaru [obr. 6], který může současně sloužit k dokumen-
taci.
Kalkulátor Hewlett-Packard 9815 A je vybaven rozsálllou vnější pamětí na

pásce, takže kalibrační křivka jednou vypočtenou a uloženou v pa-
lze kdykoliv znovu použít.

Diskuse

Stanovení koncentrace bílkoviny pomoci eBB spočívá na konversi leuko-for-
my barviva na intenzívně modrou barevnou formu. K tomuto procesu do-
chází při S NH+:j skupinou bílkoviny (5). To znamená, že i tato meto-
da stejně Jako metoda s fluorescaminem nebo metoda Lowryho (6) je závislá
na struktuře bílkoviny. Ve srovnání s uvedenými metodami je však tvorba
komplexu eBB méně ovlivněna volnými aminokyselinami (10). Citlivost metody
s CBB « 1 f'g; 10) je větší než u metody Lowryho. Bradford (3) poukazuje na
interakci CBB s Tritonem X-lOO a SOS, které značně zkreslují výsledek sta-
novení.

Z našich výsledkll 'vyplývá v souhlase s původní praci Sedmaka (10J, že při
použití HCl jako rozpouštědla jsou sice extinkce nižší, ale je vyšší stabilita
barevného komplexu. Bradford .(3) a Spector {llJ používaji pro rozpuštění

etanol a kyselinu fosforecnou. ExtinkčnI hodnoty při 595 mll jsou sice o
ZO vyšší, ale při použiti těchto rozpouštědel klesá stálost pracovního roz-
toku. Sedma k [10J dále upozorňuje na skutečnost, že absorpčni maxima CBB
z různých zdrojů se liší. Doporučujeme proto pro přesné měřeni ověřit ab-

T sorpční maximum použitéhO barviva.
• Kalibrační křivka není podle našich měření lineární, avšak v rozmezí kon-

cenlrace 2,5 - 20 "g bílkoviny ve vzorku je její průběh linearitě velmi blízký
[Sxy je 0,003). Všechny práce, které uvádějí lineární závislost mezi koncentrací
a extínkcií (3, 7, 11) jsou založeny na nízkých koncentracích bílkoviny ve
vzorku. Bradford (3) doporučuje rozmezi 0,8 - 10 I"g. Funkce y = ax" + bx
+ c [S.>:y je 0,006), kterou Jsme pro tuto metodu odvodili, Je použitelná až do
60 I"g bílkoviny ve vzorku. Nad 60 f'g je měření již zatíženo velkou chybou.
Při použiti přístroje VSU - 2 [Zeiss, Jena] jsme jako horní hranici měřitelnostl
zvolili změnu AE!lO f'g = 0,025, což odpovídá 60 - 70 .(tg bílkoviny podle
pracovního roztoku CBB.
Reprodukovatelnost výsledkfi (v = 3,56 %) a korelace s metodou Lowryho
velmi dobrá pro biologický materiál rŮ:l.ného původu (1' = 0,941). Těsná

obou metod je charakterizována vztahem y = 0,993x + 0,28 (f'g).
Srovnatelnou závislost uvádí i fIrma Pierce (7) pro stanovení v moči a moz-
komíšní tekutině (y = 0,917x + 2,52; mg %l. Naměřené hodnoty se na 1%
hladině významnosti neliší.
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MeTl}A onpe]:leneHl1J! KOHl\CHTpal\J.u1GellKa npl1 nOMoll\M KooMaccl1e 5punnuaHT óJlloe
r _ 250 (KEB) OCl'IOB3HaHa 113MepJlHMl1l\BCHIOro KOMnJlCKca KSE C ÓCJIKOM.TIpli
onpC,IICJleHI1MKOHu:eHTpal\MM6CJIKa B MOQC,M03ro8oif )l{lo1,llKOCTJII,aCl\J.1TCXM 'rKaHCBJ,u
rOMorcnaTax PC3YJIb1'aTblJlBJlJllOTXOPOWYlO KOPPCJlJlI\1110C MeTOlloM JIOBpblro (p =
0.941). [JO CpaBHCl1lOC MCTOllOMllOBpblro JlBJlJlC'TCJlMCTl},[1C KSS qYBCTmnCJIbl'lei!wMtl,
ÓbIC'Tpei1J.llJ1J111 npoCToi1

B 3TOli: paocYfC pa3pa6oTaH lP.rrcc MaTcMaTW,eCKt1I;1OT3blBKIlI1BOi'1KaJIJ.l6p;;\IV1l1J.l CC
C00Tl'IOllIeHJ.lCK JlI1BeapHofl 3ilBV\CI1JV[OCTI1,KOTopoe MO)Kl'Io->'IcnoJlb30Bd'l'b B npel\CJllIX
c 2,5 iW 20 MI1KpOrpaMMOB6CJlKil B npo6e. HCJIJIlHea.pmUl3aBHCl1MOCThMCnOJIb30Bd_
TeJlbHaJl }lO 60 MHKporpaMMOBÓeJlKa. ,tlJlJl Bbl'ntCneHI1JlKpHBOH:KaJllf6pal\Hlf 11 KOHl\eH_
TpaUI1l!l GenKa 113 BeJIH'lHl'Ib!aGcop5mm;1111Mb! pa3pa60TaJlI1 nporpaMMY npll nOMOll\1I
r.bl"lIlCJllITeJlbHOJ1l\HIWHHblfJoBJleT-TIal<ap,!\9815 A

P. K.
OF CONCENTRAnON IN BIOLOGICAL

MATERIAL BY THE COOMASSIE BRILIANT BLUE G-250

Summary

The method of protein estimation is based on measurement of 11 colo\lr
fOl'nled by Coomassle Brjl]j<;lnt Blue protein. For estimation in urine,

fluid, ascites and tissues are lhe results achieved with this
method comparable with the accordjng to Lowry. In ilddttion is this method
simpler, quicker and more sensitive.
This paper showes further mathematical expression of Hle calibration curve -and its

linear regresion, which may be used in the range 2.5 - ZO protein prob<ltion sample
For a wider up to 60 p.g protein a non-linear must be used. The use
of a calCulator Hewlett-Packard 9815 A for the calculation both the ca-

curve and the protein concentration from the absorbance Is advantageous.
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EDD/ABAODS- tato rozmnozenina slouží výhradně pro účely výzkumu a soukromého studia držitele uživatelského konta

P. K. ~oucký, I. Slabý
DIE DER EIWEISSKONZETRATlON 1M BIOLOGISCHEN
MATERiAL MlI DEM COMASSIE BE1LLIANTBLUE G-250

Zusammenfassung

der Eiweissstoffkonzentration mitte!s Comasslc Brilliant
des Farbkomplexes des Farbstoffes mit dem

sind vergleichbar mit der Methode
in der CerebrospinalflUssigkeit, lm

Aszites und ln Gewebhomogenaten [r=0,941J. lm ZUl'Lowry Methode ist die
Comassie BrIlliant Blue Mcthode einlacher, sChneller und empfindllcher.
Diese Arbeit gibt weitcrs mathem<ltische Bearbeitung der Kalibrationskurve mit einem

Vel'gleich der linearen Abhangigkeit, welche im Berelch von 2,5-20 pg Eiweiss in der
Probe verwendet werden kann. Allgemeiner, die nichtlineare Abhttngigkeit ist bis zu
50-GO /-lg Eiweisstoff verwendbar, Die Berechnung der Kalibrationskurve und der
Eiweisskonzentration aus dell Absorptiollswerten wurde llir den Tischrechner Hewlett-
-Packard Typ 9815 A progrummiert.

KONDUKTOMETRICKÁT1TRAcIA ŽALÚDOČNEJStAVY

Autoľi navrhujú nový spdsoh indikácie ekvivalentného bod tl pri stanovení Hel v ža-
lúdocnej Mave - konduktometrickú indikáciu. Tento spťlsob dáva správnejšie výs-
ledky ako potenciometrická indikácia, na ktorú vplývajú aj slabě kyseliny a soli
~ritomně v žalúdočnej štave. Ako titračně činidlo použivajú 0,1 molll NH40H. Žalú-
dočnú slavu zlskavaJú standardným posttlpom ráno nalačno a po stimulácii penta-
gastrÍllOm v dávke 6 pg/kg, Pred titráciou sa žalUdočná šťava riedl 50-krát destilo-
vunou vodou. Nil štandardizáciu, ako aj ovel'enie správnosti tltrácie autori použili buď
člstú 0,1 mol/l Hel alebo s pridavkom kyseliny octovej, resp. Nil:lP04' Navrhovanú
metódu taktiež porovnávali s v)'počtovou metódou, kde sa koncentrácia vodíkových
lanov vypoč1táva za zmeraněho pH pomocou tabelovaných aktivltných koeflclentov,
a zistili velmi tesnú koreláciu [I' == 0,95J. Správnost metód závisí od koncentrácle
Hel. Ak je táto oko 25 mmol/l, dáva konduktometrická
litráciil. Pri dáva metóda cez pH.
Zúverom autor! že met6da Je Jednoduchá a správ-
na a mala ty sa stať votbypri stanoveni v žalúdočnej sťave.

Van Zanten, A. and van den Ende, A.: ConduclOmetric Titration of Hydrochlorid
Acid in Gastric Clin. Chem. 26, 1895 - 1897, 1980. I. Volmut

NovA TECHNIKAPRE BlOCHEMleKú ANALYzU

vznikla nová inštrumeotálna techn!ka pre bioclJemickú anal.yzu, Na-
čo názvu Kammer - Papler - Analyse. KAPA technika

zvlášf vhodný pre enzýmovú analýzu vo
c~c•• cc~c~o •• c "~'ďc~., objem testu sa pohybuje medzi -

za spotreby konvenčnými testmi. Para-
v.ykon mMe byť pod!a typu analýzy

až niekoIko vyšetrenJ:. Technika mú v1ll'ianty. Prvá slúži na screening, kva-
lilalIvne, resp. semikvantitatlvne vyšetrenla a vyžaduje minimálne vybavenie. Druhá


