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Abstrakt 

Jednou z metod stanovení proteinů je spektrofotometrická metoda, založená na 

proteinové chybě acidobazického indikátoru. Často pro tento účel je používaným 

barvivem bromfenolová modř, jako standard se obvykle využívá hovězí sérový 

albumin. Tato bakalářská práce zkoumá vliv močoviny na absorpční spektrum 

komplexu tohoto proteinu s bromfenolovou modří. Rozdíly v absorbanci, způsobené 

přídavkem močoviny odpovídající fyziologickým hodnotám v moči (0,2-0,4 mol/l), 

nepřesáhly 1 % (což odpovídá experimentální chybě). Obdobně je tomu až do 

koncentrace 4 mol/l. Naopak přídavek močoviny v koncentraci 6 mol/l způsobuje 

pokles absorbance o téměř 29 %, pravděpodobně v důsledku denaturace albuminu. 

 

Klíčová slova: stanovení proteinů, proteinová chyby pH indikátoru, bromfenolová  

  modř, močovina 

 

 

 

Abstract 

The so called protein error of pH indicators is often used for protein determination in 

body fluids. A popular dye for this purpose is the bromophenol blue. A most common 

calibration standard, bovine serum albumin (or human serum albumin) is used. In this 

Thesis, I examined the influence of urea on the interaction between bovine serum 

albumin and bromophenol blue at pH 3,23. Addition of urea in amount corresponding to 

physiological values in urine (0,2-0,4 mol/l) does not cause changes in absorbance 

exceeding the experimental error (1 %); the same is true up to 4 mol/l of urea. Higher 

concentration of urea (6 mol/l) causes a considerable decrease of absorbance (up to     

29 %), probably as a result of bovine serum albumin denaturation. 

 

Keywords: protein determination, protein error of pH indicators, bromophenol blue,  

        urea 
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Seznam zkratek a symbolů  

 

A – absorbance 

Ā – průměrná hodnota absorbance 

BCA – bicinchonová kyselina 

BCG – bromkresolová zeleň 

BCP – bromkresolový purpur 

BPB – bromfenolová modř 

BSA – hovězí sérový albumin 

c – koncentrace (v/v % nebo mol/l) 

cu – koncentrace močoviny (mol/l) 

EDTA – ethylendiamintetraoctová kyselina 

pHUL – horní limit pH 

pI – izoelektrický bod 

pKa – záporný dekadický logaritmus disociační konstanty kyseliny 

pKD – záporný dekadický logaritmus disociační konstanty barviva 

SDS – dodecylsíran sodný 

v/v % - objemová procenta 

λ – vlnová délka (nm) 

λmax – vlnová délka, při které dosáhne absorbance maxima (nm) 
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Úvod    

 

 

Možná přítomnost a hodnota koncentrace proteinů v tělních tekutinách je 

prostředkem pro určení správnosti funkce jednotlivých orgánů i organismu jako celku, a 

proto patří stanovení proteinů v biochemických a klinických laboratořích k nejčastěji 

prováděným operacím. Proteiny mohou být stanoveny nejrůznějšími metodami. Mezi 

nejvíce používané metody stanovení proteinů patří metody spektrofotometrické.  

 Stanovení proteinů lze rozdělit do dvou hlavních skupin a to podle toho, zda 

chceme stanovit jednotlivé, konkrétní proteiny, nebo koncentraci celkových proteinů. 

Jednotlivé proteiny se dají například stanovit po vhodné separaci níže popsanými 

spektrofotometrickými metodami. Mohou se také stanovit imunochemickými 

metodami, ve kterých se využívá specifické vazby antigenu a protilátky. U enzymů se 

stanovuje jejich aktivita, kde se většinou sleduje přírůstek produktu s časem, u reakce, 

kterou daný enzym katalyzuje. 

Ve většině případů v analyzovaném roztoku není přítomen pouze jeden protein, 

ale jsou tam zastoupeny proteiny s různým složením, strukturou a vlastnostmi. V tom 

případě se provádí stanovení tzv. „celkového proteinu“.   

Pro svou jednoduchost a přesnost se níže popsané metody využívají také při 

vyšetření moči. Při zjišťování přítomnosti proteinů v moči se často využívá metod 

založených na proteinové chybě pH indikátoru, kde jako barvivo mnohdy slouží 

bromfenolová modř. Tomuto stanovení se budu věnovat v další části práce. 

 Ve své práci jsem zjišťovala, zda přítomnost močoviny ovlivní absorbanci roztoků 

bromfenolovou modř a  hovězí sérový albumin. Hodnoty koncentrace močoviny byly 

zvoleny tak, aby zde byly zastoupeny jak fyziologické hodnoty koncentrace močoviny 

v moči, tak i hodnoty vyšší.  
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1 Přehled literatury 

 

1.1 Stanovení celkových proteinů 

 

Koncentrace proteinů v tělních tekutinách je diagnostickým ukazatelem správné 

funkce organismu [1]. Nejčastěji se vyšetřuje krevní sérum nebo plazma. Celková 

koncentrace proteinů v plazmě je obvykle kolem 85 g/l. Při jejich elektroforetickém 

dělení bychom dostali následující frakce proteinů: frakci s prealbuminem, albuminem 

(který je dominantní), dále frakce α-1, α-2 (sem patří např. makroglobulin), β a γ. V β 

frakci nalezneme např. transferin, lipoprotien nebo fibrinogen a v γ frakci 

imunoglobuliny [1]. Snížená koncentrace albuminu v séru může ukazovat na poškození 

jater, různé nádory nebo choroby ledvin. Diagnostickou hodnotu má také samotná 

přítomnost proteinu v dalších tělních tekutinách například v moči, kde by se u zdravého 

jedince vyskytovat neměly a jejich výskyt indikuje poškození či nesprávnou funkci 

ledvin.  

Metody stanovení celkových proteinů lze dělit podle několika způsobů. Jedním 

z nich je, zda použijeme metodu absolutní nebo relativní. Absolutní metodou je 

gravimetrie [2], kdy se proteiny stanovují zvážením sraženiny nebo odparku bílkoviny. 

Ke srážení se může použít trichloroctová kyselina. Výhodou gravimetrie je, že výsledek 

stanovení není závislý na aminokyselinovém složení proteinů ve vzorku. Nevýhodou 

tohoto stanovení pomocí odparku je, že je samozřejmě použitelný jen pro čisté roztoky 

proteinů; také při stanovení srážením se mohou na sraženinu strhávat popřípadě 

spolusrážet další látky z roztoku. Dalším problémem je obtížné odstranění zbytků solí 

nebo nedostatečné odstranění vody, kdy na sraženině i po vysušení zůstává navázáno 

proměnlivé množství vody. 

Ostatní metody stanovení proteinů jsou relativní. Ke zjištění koncentrace slouží 

porovnání zkoumaného roztoku s kalibračním standardem. Zastoupení jednotlivých 

proteinů a tedy aminokyselin v analyzovaném vzorku a standardu je ovšem obecně 

rozdílné (neexistuje „průměrná“ směs bílkovin). Proto musí být vždy uvedeno, jaký 

protein (směs) byl použit jako standard. Chyba, která je způsobená odlišností standardu 

od stanovovaného roztoku, se zvyšuje při stanovování roztoku čistého proteinu, kdy se 

mohou výrazněji projevit individuální rozdíly [2]. Nejčastěji se pro kalibraci využívá 
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hovězí sérový albumin, při stanovení proteinů v moči často jako standard slouží směs 

albuminu s globulinem [3]. Albumin je pro tento účel oblíbený, protože je dominantním 

proteinem krevní plazmy, je dostupný ve vysoké čistotě za přijatelnou cenu [4] a pro 

tyto účely je dostatečně prozkoumán a popsán.  

Podrobněji můžeme metody pro stanovení proteinů dále dělit například podle 

použitých metod, a také podle toho, zda určujeme koncentraci proteinu na základě 

průměrného zastoupení určité komponenty (nejčastěji se takto využívá stanovení 

dusíku) nebo na základě fyzikálně chemických vlastností či vazebných vlastností 

proteinu.  

Příkladem metod z této skupiny je například citlivé stanovení proteinů založené 

na Brdičkových katalytických proudech, které se provádí v přítomnosti solí kobaltu [2] 

a je založeno na redukci disulfidových můstků. 

Mezi optické metody patří srážecí metody, kdy se proteiny ve vzorku srážejí 

přídavkem trichloroctové nebo sulfosalicylové kyseliny a po důkladném promíchání se 

měří intenzita zákalu turbidimetricky nebo nefelometricky [5]. Do této skupiny patří i 

spektrofotometrické metody, které budou popsány v následujícím oddíle.  

 

   

 

1.2 Význačné spektrometrické metody stanovení proteinů 

 

Velký význam pro stanovení proteinů mají metody, které využívají reakce vedoucí 

ke vzniku barevného produktu absorbujícího záření při určité vlnové délce. Do této 

skupiny patří např. stanovení  biuretovou metodu a odvozené postupy. Velký význam 

také mají stanovení, která využívají přímé vazby barviva na protein. Z hlediska použité 

instrumentace by bylo do této skupiny možné zařadit přímé spektrofotometrické 

stanovení proteinů. 

 

1.2.1 Přímé spektrofotometrické stanovení proteinů 

 

Pro přímé spektrofotometrické stanovení proteinů se využívá toho, že peptidové 

vazby a aromatické aminokyseliny (fenylalanin, tyrosin, tryptofan) absorbují 
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elektromagnetické záření v UV oblasti. Peptidové vazby absorbují při vlnové délce 

okolo 215 nm a aromatické aminokyseliny přibližně v oblasti 280 nm. Pro roztoky 

proteinů, které mají koncentraci 1 g/l, je absorbance při 215 nm obvykle rovna přibližně 

15 a absorbance při 280 nm se zhruba blíží jednotce [2]. Výhodou tohoto stanovení je, 

že se jedná o nedestruktivní metodu a spotřeba vzorku je prakticky nulová.  Mezi 

nevýhody patří hlavně skutečnost, že v této oblasti spektra absorbuje mnoho dalších 

látek, které tak stanovení mohou rušit. Pokud ale víme, které absorbující látky jsou 

v roztoku kromě proteinů přítomny, můžeme postupovat jako při spektrofotometrické 

analýze směsí. Příkladem je známé stanovení proteinů v přítomnosti nukleových kyselin 

podle Warburga a Christiana, které je založené na měření absorbance při 260 a 280 nm 

[6]. Tohoto postupu je možné použít jen tehdy nejsou-li v roztoku přítomny další 

absorbující látky. Nevýhodou přímého spektrofotometrického stanovení je také dosti 

výrazná závislost na složení proteinu (zastoupení aromatických aminokyselin). Tento 

problém se ovšem větší čí menší měrou uplatňuje u všech metod pro stanovení „celkové 

koncentrace proteinu“ s výjimkou gravimetrie.  

Přímého spektrofotometrického stanovení je s výhodou možno použít v případech, 

kdy nám více než na přesné hodnotě záleží na změnách koncentrace [2]. Tato metoda se 

také velmi často využívá k rychlému orientačnímu stanovení přítomnosti proteinů 

například v eluátu při kapalinové chromatografii. 

 

 

1.2.2 Metody založené na vzniku barevného produktu 

 

Společným rysem níže uvedených metod je využití vazby mezi měďnatými ionty 

a dusíky z peptidové vazby v alkalickém prostředí. Vzniká fialový komplex, jehož 

absorpce se dá měřit přímo (biuretová metoda). Zvýšení citlivosti lze dosáhnout 

přídavkem Folinova činidla (Lowryho metoda) nebo přídavkem bicinchonové kyseliny 

(stanovení pomocí BCA).   
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 Stanovení biuretovou metodou 

 

Měďnaté ionty jsou v alkalickém prostředí stabilizovány přídavkem vínanu 

sodno-draselného (proti srážení hydroxidu měďnatého).  Absorbance vzniklého 

komplexu s bílkovinou se měří obvykle po 15 minutách v oblasti vlnové délky         

540-560 nm [7,8]. Doba čekání před měřením je nutná z důvodu dosažení 

kvantitativního průběhu reakce. 

Tato metoda je jednoduchá, rychlá, levná a dostatečně přesná. Slouží ke stanovení 

koncentrace v rozsahu 200-2000 µg/ml [9]. Výhodou této metody je, že je poměrně 

málo citlivá na individuální rozdíly mezi proteiny. Rozdíl v zabarvení roztoků 

obsahujících různé proteiny je pouze zanedbatelný [8].  

Při tomto stanovení interferují především amonné ionty [7]. V oblasti vlnové 

délky okolo 540 nm také slabě absorbuje bilirubin, ale jeho příspěvek je většinou 

zanedbatelný. Stanovení dále ruší sulfáty, sodné ionty, siřičitany a metanol, pokud je 

jejich koncentrace v roztoku vyšší než 2 %. 

Právě z důvodu jednoduchosti, rychlosti a finanční nenáročnosti byla biuretová 

reakce zkoumána z hlediska jejího využití k různým stanovením proteinů. Jejím 

využitím pro stanovení celkových proteinů v mozkomíšním moku bez koncentračního 

kroku se například zabýval Cotton a kol. [10]. Tato metoda se ale v dnešní době moc 

nevyužívá, protože je v porovnání s jinými metodami poměrně málo citlivá. 

 

 

 Lowryho metoda 

 

 Metoda podle Lowryho a jeho spolupracovníků patří k nejčastěji používaným 

metodám pro stanovení proteinů. Při této modifikaci biuretové  reakce dochází ke 

zvýšení citlivosti stanovení více než o jeden řád.  

 Principem stanovení je, že po reakci proteinů s měďnatými ionty v alkalickém 

prostředí (hodnota pH=10) následuje reakce s přidaným Folinovým činidlem. Vlivem 

tyrosinu a tryptofanu, obsažených v proteinu se činidlo redukuje a vzniká modře 

zabarvený produkt s absorpčním maximem při vlnové délce 750 nm. Folinovo činidlo 

se skládá z kyseliny fosfowolframové a kyseliny fosfomolybdenové [9, 11]. I zde se 
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z důvodu proběhnutí reakce do konce čeká před měřením 30 a více minut. Tato metoda 

je citlivá pro stanovení proteinů v rozmezí koncentrací 5-250 µg/ml [9,11].  

Nevýhodou této metody je značná závislost intenzity vzniklého zabarvení na 

aminokyselinovém složení stanovovaných proteinů. Další významnou nevýhodou je 

fakt, že existuje řada látek, které ruší toto stanovení. Například glycin způsobuje pokles 

zabarvení až o 50 %. Dalšími interferujícími látkami jsou síran amonný, hydrazin nebo 

fenoly. Ve vyšších koncentracích způsobují interferenci také močovina, guanidin, síran 

sodný, dusičnan sodný, trichloroctová kyselina, ether, aceton, síran zinečnatý a jiné 

látky [11].  

Protože se jedná o často využívanou metodu, je v literatuře mnoho článků, které 

se zabývají různými obměnami a využitími této metody.  

 

 

 Stanovení pomocí bicinchonové kyseliny  

 

Další možností zvýšení citlivosti biuretové reakce je s bicinchonovou kyselinou 

(BCA). Absorbance vzniklého komplexu bicinchonové kyseliny s Cu
+ 

 se měří po 30 

minutách stání při vlnové délce 562 nm [12]. 

Tato metoda je použitelná pro celkovou koncentraci proteinů v rozmezí               

4-400 µg/ml [9]. Její hlavní výhody jsou citlivost, jednoduchost a stabilita vzniklého 

zabarvení. Další výhodou je, že není citlivá na běžně používané detergenty. Interferenci 

při tomto stanovení způsobují především redukující látky, jako jsou cukry nebo cystein 

a také chelatační činidla, například EDTA [13]. V současnosti se stanovení pomocí 

BCA provádí stejně často nebo častěji, než stanovení Lowryho metodou a to z důvodu 

jednoduché přípravy reakčního roztoku.  

Schoel a kol. [13] zjistili, že se toto stanovení může provádět i u vzorků 

obsahujících interferující látky. Když se takto kontaminovaný vzorek nejprve 

sráží deoxycholátem a kyselinou trichloroctovou a vzniklá sraženina se posléze 

promývá kyselinou chlorovodíkovou, dochází k odstranění rušivých látek. Stanovení se 

pak může provést bez dřívějších obav z interferencí. Obdobná úprava vzorku může být 

použita při stanovení Lowryho metodou. 
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1.2.3 Metody založené na vazbě barviva na protein 

 

Podstatou stanovení této skupiny je vazba barviva na protein. Vzniklý komplex 

(protein-barvivo) se spektrálně liší od samotného barviva. Nejrozšířenější je stanovení 

proteinů podle Bradfordové, ve kterém se využívá barvivo Coomassie Brilliant Blue   

G-250. Do této skupiny patří také stanovení založená na tzv. proteinové chybě 

acidobazického indikátoru (založené na vazbě některé z forem indikátoru na protein).  

 

 Metoda podle Bradfordové 

 

Zatím co samotné barvivo Coomassie Brilliant Blue G-250 (obrázek 1.1) má 

absorpční maximum při vlnové délce 465 nm, po navázání na protein dochází k posunu 

absorpčního maxima k vlnové délce 595 nm [9,14]. Absorbance tohoto intenzivně 

modrého komplexu se měří zhruba po dvou minutách stání, při laboratorní teplotě je 

vzniklé zabarvení stálé po dobu 60 až 90 minut [14,15]. Dají se tak stanovit proteiny a 

polypeptidy s relativní molekulovou hmotností větší než 3000 [14]. Jde o vysoce 

citlivou metodu využitelnou pro stanovení koncentrace proteinů v rozmezí 1-100 µg/ml 

[16].  

Toto stanovení je v porovnání s Lowryho  metodou jednoduší, rychlejší a citlivější 

[16]. Volné aminokyseliny a některé látky (například cukry), které interferují při 

Lowryho metodě, při tomto stanovení neruší [14]. Naopak jiné sloučeniny, především 

detergenty jako SDS a Triton X-100 [15] se stanovením interferují. 

 Barvivo  Coomassie Brilliant Blue G-250 poskytuje vyšší odpověď s proteiny, 

které obsahujícími více aromatických a bazických aminokyselin [17], což vede              

k nestejné odezvě u různých proteinů. Existují pokusy tyto rozdíly odstranit různými 

modifikacemi této metody. Tyto úpravy však zvyšují počet interferujících typů 

sloučenin. Z tohoto důvodu se především využívá původní metoda podle Bradfordové 

bez dalších modifikací [16]. 
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Obrázek 1.1  Vzorec Coomassie Brilliant Blue G-250, podle [18] 

 

 

 Metody založené na proteinové chybě acidobazických indikátorů 

 

Při těchto postupech se využívá barevné změny roztoku, ke které dojde po 

navázání indikátoru na protein. Při tom dochází k narušení rovnováhy mezi kyselou a 

bazickou formou pH indikátoru, dochází tedy ke změně pKa barviva v důsledku jeho 

navázání na protein [19]. Jako první popsal v roce 1909 tento jev Sӧrensen, podrobněji 

se jím zabývali  Lepperová a Martin [20], kteří při své práci použili barviva neutrální 

červeň a fenolovou červeň. Využitím proteinové chyby pH indikátoru (bromfenolové 

modří) pro stanovení proteinů se také zabývali Free a kol. [21]. Faktory, které ovlivňují 

barevnou reakci mezi indikátorem a proteinem, budou popsány v dalších odstavcích. 

 

 

1.3  Barvivo bromfenolová modř (BPB) 

 

Indikátor bromfenolová modř (α,α-bis(3,5-dibromo-4-hydroxyfenyl)-α-hydroxy-

o-toluensulfonová kyselina, γ-sulfone, 3‘,3‘‘,5‘,5‘‘-tetrabromfenolsulfoftalein nebo také 

albutest) patří mezi acidobazické indikátory. Je to slabá kyselina, která má hodnotu pKa 

3,85 a relativní molekulovou hmotnost 669,96 [22]. Vzorec sodné soli tohoto indikátoru 

je na obrázku 1.2. K barevné změně roztoku bromfenolové modři dochází v intervalu 

pH od 3,0 do 4,6. Barva se mění ze žluté (pH 3,0) na modrou (pH 4,6) [23]. 
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Tento indikátor se v dnešní době nejčastěji využívá k monitorování průběhu 

elektroforézy. 

 

 

Obrázek 1.2 Struktura sodné soli bromfenolové modři, podle [24] 

 

 

1.3.1 Vazba bromfenolové modři na protein 

 

 Wei a kol. [25] se zabývali interakcí bromfenolové modři s proteiny v kyselém 

roztoku. Při sledování interakce mezi hovězím sérovým albuminem a tímto barvivem 

došli k závěru, že hlavní vazebnou silou mezi BPB a BSA v kyselém roztoku je 

elektrostatická síla. Při nízkém pH (kolem 3) má hovězí sérový albumin (pI=4,8) díky 

postraním řetězcům kladný náboj. Bromfenolová modř (pKa 3,85) je při tomto pH 

částečně disociována a v roztoku jsou v rovnováze obě formy. Při vazbě pozitivně 

nabitého hovězího sérového albuminu s aniontem barviva BPB dojde k přechodu 

indikátoru z volné kyselé formy do vázané bazické formy, což se projeví změnou 

zabarvení roztoku. Komplex tohoto barviva a proteinu se vyznačuje vznikem výrazného 

absorpčního maxima při vlnové délce okolo 610 nm. Vztah mezi absorbancí a 

koncentrací je téměř lineární v rozsahu 10-80 µg proteinu. Absorbance se může na 

rozdíl od Lowryho a biuretové metody měřit okamžitě a je stabilní po dobu 8 hodin. 

Tato metoda stanovení koncentrace proteinů má málo interferencí. Například fenol, 

SDS nebo Triton X-100 mohou být přítomny v analyzovaném vzorku v koncentracích, 

ve kterých by u stanovení jako je metoda podle Bradfordové nebo Lowryho, 

způsobovaly silné interakce [26]. 
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 Bromfenolovou modř je možno také využít k identifikaci hydrofobních 

vazebných míst na proteinech, protože bylo zjištěno, že se váže na stejná vazebná místa, 

jako do té doby používané fluorescenční sondy [24]. Tento indikátor umožnil také 

sledovat denaturaci hovězího sérového albuminu močovinou a guanidiumchloridem 

[27].   

 

 

1.4 Faktory ovlivňující barevnou reakci mezi barvivem (pH 

indikátorem) a proteinem 

 

Protože jsou metody pro stanovení proteinů, založené na proteinové chybě pH 

indikátoru, často používány v praxi, existuje řada studií, které se zabývají faktory 

ovlivňujícími tato stanovení. Některé z těchto faktorů, které ovlivňují barevnou reakci 

mezi barvivem a proteinem, budou popsány v  následujících oddílech. V sérii prací se 

těmito vlivy zabýval Suzuki. 

 

 

1.4.1 Vliv pH  

 

Práce [28] se zabývala vlivem pH na barevnou reakci mezi proteinem a různými 

barvivy. Nárůst absorbance lze pro každé z barviv pozorovat pouze v omezeném 

rozsahu pH. Suzuki definoval „horní limit pH“ (pHUL) jako hodnotu pH, nad kterou už 

vazba barviva na protein nezpůsobuje žádnou změnu absorbance [28]. Pro snazší 

sledování změn v systému definoval „zdánlivou absorbanci“ (A), a to tak, že od celkové 

absorbance měřeného roztoku (T) odečetl absorbanci reakčního blanku, který se skládal 

z daného množství pufru o stejné hodnotě pH, barviva a destilované vody. V oblasti, 

kde dochází k nárůstu absorbance, dochází k barevnému přechodu roztoku a tato oblast 

pH je pro každé barvivo odlišná [29]. Teoretický vztah absorbance a pH roztoku je 

znázorněn na obrázku 1.3, kde čísla (1-4) označují roztoky modelových barviv 

s odlišnými disociačními konstantami (pKD), písmena T a A u jednotlivých křivek 

označují celkovou resp. zdánlivou absorbanci. 
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Obrázek 1.3 Znázornění vztahu mezi absorbancí a pH roztoku, z práce [29]  

Koncentrace barviva byla 1,82.10
-6

 mol/l, koncentrace proteinu 1,54.10
-5

 mol/l. pKD  

1- pKD 1,5; 2- pKD 4,67; 3- pKD 6,3; 4- pKD 9,4 

 

1.4.2 Vliv koncentrace barviva 

 

V další práci zkoumal Suzuki [29] vztah mezi zdánlivou absorbancí a 

množstvím proteinu pro různé hodnoty pH a různé koncentrace barviva. Zjistil, že při 

použití nižší koncentrace barviva (řádově  10
-6

 mol/l) bude kalibrační křivka lineární 

pouze v rozmezí nízkých koncentrací proteinu (asi do 3.10
-6

 mol/l). Při použití vyšší 

koncentrace barviva (řádově 10
-5

 mol/l) byla kalibrační křivka lineární i při koncentraci 

proteinu do 15.10
-6

 mol/l [29]. Z toho vyplývá, že pro získání širšího rozsahu 

koncentrace proteinů, ve kterém bude kalibrační křivka lineární, musí být použita vyšší 

koncentrace barviva (řádově 10
-5

 mol/l). Pokud je použita tato koncentrace barviva, je 

pro dosažení vyšší linearity kalibrační křivky nutné použít i roztoky s vyšší hodnotou 

pH [29]. 

 

1.4.3 Vliv pufru 

 

Na barevnou reakci mezi proteinem a barvivem má také vliv použitý pufr a to 

jak jeho složení, tak i jeho koncentrace. Také vlivem koncentrace pufru (jeho množství) 
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a vlivem složení pufru na reakci mezi proteinem a barvivem se ve svých pracích 

zabýval Suzuki [30,31]. 

V  práci [30] měnil Suzuki množství použitého pufru a pozoroval, že dochází ke 

změně velikosti absorpčního maxima, ale nedochází ke změně jeho polohy. Absorbance 

klesala se zvyšující se koncentrací (množstvím) použitého pufru. Tento jev je znázorněn 

na obrázku 1.4. Pro zjištění, zda za pokles absorbance může kation nebo anion z pufru, 

byla zvýšena iontová síla roztoku přídavkem různých solí. Ze získaných výsledků 

vyvodil závěr, že za pokles absorbance nemůže kation, ale anion [30]. Při zvýšením 

koncentrace aniontů pufru tato anionty zřejmě obsazují vazebná místa na proteinu, což 

má za následek snížení tvorby komplexu barvivo-protein a tedy pokles absorpčního 

maxima.  

 

 

 

Obrázek 1.4  Vztah mezi koncentrací použitého pufru a zdánlivou absorbancí, při 

použití tří různých barviv, z práce [30] 

Koncentrace každého barviva byla 4.10
-5

 mol/l a koncentrace lidského sérového albuminu byla 

5,8.10
-6

 mol/l. ○ označuje hodnotu při použití bromfenolové modři, při pH 2,8, ● označuje 

získané hodnoty při použití bromkrezolové zeleně, při pH 3,4 a □ označuje barvivo 

bromkrezolovou purpur, při pH 5,2. 
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Pro zjištění vlivu složení pufru na reakci mezi proteinem a barvivem, použil 

tentýž autor ve své práci [31] citrátový a octanový pufr a jako barvivo použil 

bromkresolový purpur. Zjistil, že poloha maxima se pro oba pufry shoduje, ale 

absorbance komplexu protein-barvivo je vyšší při použití octanového pufru. Při 

porovnání teoretických výpočtů a experimentálních dat došel k závěru, že absorbanci 

ovlivňuje také to, že vazba octanových aniontů na lidský sérový albumin, který ve své 

práci použil, je slabší, než vazba citrátových aniontů [31]. K tomuto závěru dospěl, když 

porovnal naměřenou absorbanci při použití naředěných pufrů tak, aby jejich 

koncentrace aniontů byla stejná.  

 

 

1.4.4 Vliv anorganických solí 

 

Barevná reakce mezi aniontem barviva a pozitivně nabitým proteinem je 

ovlivněna přídavkem soli. Suzuki provedl studii [32], ve které byl zjišťován vliv 

anorganických solí na stanovení proteinů v séru. Použil jak soli skládající se ze stejných 

kationtů a různých aniontů, tak i soli skládající se ze stejných aniontů, ale různých 

kationtů. Při porovnání teoreticky vypočtených a experimentálně zjištěných výsledků 

došel k závěru, že za pokles absorbance, který nastane v přítomnosti soli, je zodpovědný 

především anion soli. Tyto anionty se navázaly na protein a tím došlo ke snížení vazby 

barviva na protein, což vede k poklesu absorbance. Absorbance klesala se stoupající 

koncentrací soli [32]. Absorbance také různě klesala s odlišným typem použité 

anorganické soli (použitým aniontem soli), nejvyšší pokles zaznamenal u jodidů, 

následovaly bromidy a nejnižší pokles zaznamenal u chloridů [30,32].  

 

 

1.5 Využití metod založených na proteinové chybě pH indikátoru 

 

Když se proteinovou chybou pH indikátoru zabýval Sӧrensen, pozoroval, že tato 

chyba způsobuje obtíže při měření pH moči [20]. Navrhl proto, zda by se právě tato 

chyba nedala využít ke stanovení proteinů v moči. Pro zvýšení citlivosti těchto testů 

zkoušeli Free a kolektiv [21] proteiny přítomné v moči koncentrovat. To bylo 
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provedeno dvěma způsoby. První možností bylo koncentrování pomocí práškové 

celulosy a druhou pomocí celulosového sacího papírku. Na základě těchto dvou 

možností vznikly dva nové testy pro stanovení proteinů v moči. Jednalo se o tabletový 

test (Albutest
1
) a o proužkový test (Albustix

2
). Tableta se skládá z barviva 

bromfenolové modři, salicylátového pufru s pH okolo 3 a z celulosy. Provedení testu 

bylo velice jednoduché. Nejprve se na tabletu nanesla kapka vzorku moči a po jejím 

vsáknutí dvě kapky vody. Pokud byl test pozitivní, došlo v místě nanesení vzorku ke 

změně zabarvení tablety ze žluté na modro-zelenou. Proužkové testy se skládaly 

z barviva bromfenolové modři a citrátového pufru s pH okolo 3. Jejich použití bylo také 

velice jednoduché. Papírový proužek se namočil do vzorku moči, a pokud se zabarvil do 

modro-zelena, test byl pozitivní [21]. Pro vyhodnocení těchto dvou kolorimetrických 

testů stanovení proteinů v moči byly provedeny studie porovnávající tyto nové testy 

s tehdy používanými turbidimetrickými metodami založenými na tepelné nebo 

chemické denaturaci proteinu a následném měření zákalu [21,33]. Ve své studii došli 

autoři Free a kolektiv po analýze 5000 vzorků moči k závěru, že oba nové 

kolorimetrické testy jsou jednoduché, rychlé, přesné, citlivé, specifické a mohou být 

používány ke stanovení proteinů i u zakalených vzorků moči [21]. Další studie [33] 

potvrdila závěry, ke kterým došel Free a kolektiv, a dále bylo zjištěno, že nepřesnosti 

v stanovení u těchto dvou nových testů způsobují vysoce pigmentované vzorky. 

S vývojem technologie se začalo zabarvení roztoků měřit fotometricky, do té 

doby se koncentrace zjišťovala porovnáním zabarvení zkoumaného roztoku s roztoky    

o známých koncentracích bílkovin. 

 Dalším pH indikátorem, který je možno použít ke stanovení celkových proteinů 

v moči je pyrogallová červeň [34].  

 V dnešní době se proteinové chyby pH indikátoru využívá především 

v ordinacích odborných a praktických lékařů k rychlému semikvantitativnímu vyšetření 

moči. Používají se diagnostické proužky, které kromě proteinů stanovují v moči i další 

látky jako například glukosu, bilirubin, dusitany, keto látky nebo krev [35]. 

  Proteinové chyby pH indikátoru se nevyužívá pouze při zjištění koncentrace 

bílkovin v moči, ale i v jiných roztocích. Například ve studii [36] bylo použito barvivo 

                                                             
1  Registrovaný obchodní název 
2
  Registrovaný obchodní název 
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bromkresolová zeleň ke stanovení koncentrace sérového albuminu v roztoku. Po reakci 

tohoto acidobazického indikátoru s proteinem docházelo k nárůstu absorbance při 628 

nm. Bylo zjištěno, že vztah mezi absorbancí a koncentrací albuminu je lineární až do 

koncentrace 60 g/l. Tato metoda stanovení sérového albuminu je rychlá, spolehlivá a 

používané činidlo je ve srovnání s obdobnými metodami stabilní.  
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2 Metody 

 

2.1 Použité chemikálie a přístroje  

 

Hovězí sérový albumin (frakce V) -  Merck, Německo   

Kyselina citronová bezvodá p.a. – Lachema, ČR 

Citronan sodný p.a. – Lachema, ČR 

Močovina p.a. – Lachema, ČR 

Bromfenolová modř – Lachema, ČR 

NaOH p.a. – LachNer, ČR, použit zásobní roztok o koncentraci 0,5 mol/l 

 

UV-VIS spektrofotometr s diodovým polem Hewlett-Packard 8453E  

pH-metr – perpHecT LogRmetr, model 370, ARI ORION 

 

 

 

2.2 Příprava zásobních roztoků 

 

 Roztok bromfenolové modři byl připraven rozetřením 19,65 mg barviva v 400 µl 

0,5 mol/l NaOH a přidáním 60 ml destilované vody;  koncentrace barviva byla 

vypočtena (se zanedbáním objemových změn) jako 4,86.10
-4

 mol/l. 

 Citrátový pufr pH 3,23 byl připraven smísením 400 ml 0,1 mol/l roztoku kyseliny 

citronové se 120 ml 0,1 mol/l roztoku citronanu sodného [37].  

 Roztok močoviny o koncentraci 8 mol/l byl připraven rozpuštěním 48,05 g 

močoviny ve 100 ml citrátového pufru pH 3,23. 

 Roztok hovězího sérového albuminu o koncentraci 5.10
-5

 mol/l byl připraven 

rozpuštěním 130 mg hovězího sérového albuminu v 40 ml citrátového pufru pH 3,23. 

  S takto připravenými zásobními roztoky bylo dále pracováno při přípravě 

měřených roztoků. 
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2.3 Postup práce 

 

2.3.1 Roztoky obsahující bromfenolovou modř, močovinu a pufr 

 

Do označených skleněných lahviček byly připraveny roztoky o celkovém objemu    

6 ml obsahující močovinu, bromfenolovou modř a pufr. Použitá množství jednotlivých 

zásobních roztoků jsou uvedeny v tabulce 2.2. Po napipetování všech daných množství 

zásobních roztoků byly jednotlivé roztoky důkladně promíchány.  

 

Tabulka 2.2 Použitá množství zásobních roztoků 

Byly použity zásobní roztoky bromfenolové modři (BPB) o koncentraci 4,86.10
-4

 mol/l, 

močoviny o koncentraci 8 mol/l a citrátového pufru o pH 3,23. Výsledná koncentrace 

bromfenolové modři ve všech roztocích byla 5.10
-5

 mol/l. 

 

 

Označení 

lahviček 

Koncentrace 

močoviny 

v mol/l 

Použitá množství v ml 

 

        BPB               močovina              pufr      

A 0 0,514 0 4,486 

B 0,2 0,514 0,125 4,361 

C 0,3 0,514 0,188 4,298 

D 0,4 0,514 0,250 4,236 

E 1 0,514 0,625 3,861 

F 2 0,514 1,250 3,236 

G 4 0,514 2,500 1,986 

H 6 0,514 3,750 0,736 
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2.3.2 Roztoky obsahující bromfenolovou modř, hovězí sérový albumin, močovinu 

a pufr 

 

Do označených skleněných lahviček byly připraveny roztoky o celkovém 

objemu 5 ml obsahující bromfenolovou modř, hovězí sérový albumin, močovinu a 

citrátový pufr. Použitá množství jednotlivých složek jsou uvedena v tabulce 2.1. 

Roztoky byly připraveny smísením daných množství zásobních roztoků hovězího 

sérového albuminu, močoviny a pufru. Po důkladném promíchání byl přidán daný 

objem zásobního roztoku bromfenolové modři a roztoky byly opět důkladně 

promíchány.  

 

 

Tabulka 2.1 Použitá množství zásobních roztoků 

Byly použity zásobní roztoky bromfenolové modři, hovězího sérového albuminu, močoviny a 

citrátového pufru pH 3,23 v takovém množství, aby výsledná koncentrace bromfenolové modři 

(BPB) byla 5.10
-5

 mol/l a koncentrace hovězího sérového albuminu (BSA) byla 5.10
-6

 mol/l. 

Byly použity zásobní roztoky o koncentracích BPB 4,86.10
-4 

mol/l, BSA 5.10
-5

 mol/l a roztok 

močoviny o koncentraci 8 mol/l. 

 

 

Označení 

lahviček 

Koncentrace 

močoviny 

v mol/l 

                           Použitá množství v ml 

     

      BPB                BSA             močovina            pufr 

A 0 0,514 0,500 0 3,986 

B 0,2 0,514 0,500 0,125 3,861 

C 0,3 0,514 0,500 0,188 3,798 

D 0,4 0,514 0,500 0,250 3,736 

E 1 0,514 0,500 0,625 3,361 

F 2 0,514 0,500 1,250 2,736 

G 4 0,514 0,500 2,500 1,486 

H 6 0,514 0,500 3,750 0,236 
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2.4 Měření a zpracování získaných dat 

 

 Po přípravě byly barevné roztoky ponechány nejméně 10 minut za laboratorní 

teploty a byla změřena jejich absorbance na spektrofotometru Hewlett Packard 8453E 

s diodovým polem. Na přístroji bylo nastaveno rozmezí vlnových délek 350 nm až    

700 nm, integrační čas 5 sekund a interval 1 nm. Naměřená data byla uložena ve 

formátu CSV a následně byla zpracována v programu Microsoft Office Excel 2007. 
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3 Výsledky a diskuze 

 

3.1 Vliv močoviny na absorbanci bromfenolové modři 

 

V první části experimentů bylo zkoumáno, nakolik přídavek samotné močoviny 

do reakční směsi (bez proteinu) ovlivní spektrální vlastnosti barviva BPB. 

Při přípravě roztoků a následných měřeních je nutno brát v úvahu, že při přidání 

roztoku další látky k barevnému roztoku může obecně v důsledku objemových změn při 

mísení (kontrakce či dilatace objemu) docházet ke změně efektivní koncentrace barevné 

látky. V takovém případě by bylo nutné naměřené absorbance korigovat s ohledem na 

objemové změny. 

Chováním močoviny ve vodných roztocích se zabývala (také s ohledem na časté 

používání této sloučeniny v biofyzikálních studiích) řada autorů. Zásadní význam          

s ohledem na tuto bakalářskou práci mají experimenty Guckera a spol. [38]. Tito autoři 

ukázali, že zdánlivý molární objem močoviny v roztoku je blízký hodnotě objemu této 

látky v pevném skupenství a jen velmi málo se mění s koncentrací (hustota roztoků tedy 

je prakticky lineární funkcí koncentrace rozpuštěné močoviny). V pozdější práci 

Kawahara a Tanford [39] závěry starší studie potvrdili a navíc zjistili, že chování 

močoviny je jen velmi málo ovlivněno přítomností dalších látek v roztoku (např.           

v pufrech). Objemové změny, provázející interakci močoviny s vodou jsou tedy jen 

velmi malé a pro účely této práce prakticky zanedbatelné. Tento závěr byl potvrzen také 

naším modelovým výpočtem na základě dat z práce Guckera a spol. Hodnoty hustoty, 

vypočtené na základě předpokladu mísení zásobního roztoku močoviny s čistou vodou 

bez objemových změn, se od experimentálních hodnot liší o méně než 0.1%. Od 

korekce bylo proto upuštěno.   

 

Použité koncentrace močoviny byly vybrány s ohledem na fyziologické hodnoty 

v moči, ale také s ohledem na koncentrace této sloučeniny, používané v denaturačních 

studiích. Za fyziologické množství vyloučené močoviny jsou označovány hodnoty 

v rozmezí 20-35 g za 24 hodin [40]. Pro přepočítání na molární koncentraci močoviny 

bylo počítáno s objemem 1,5 l moči za 24 hodin, fyziologická hodnota koncentrace 

močoviny se tedy nachází v rozmezí 0,222-0,389 mol/l. Z tohoto důvodu byly 
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v roztocích použity koncentrace močoviny 0,2-0,4 mol/l. Kromě toho byl zkoumán vliv 

i vyšších koncentrací (do 6 mol/l) a to jak s ohledem na možné překročení 

fyziologických hodnot, tak vzhledem ke koncentracím používaným v biofyzikálních 

studiích. 

Absorpční spektrum bromfenolové modři při pH 3,23 vykazuje dva absorpční 

vrcholy pří 436 a 592 nm (obrázek 3.1, plná čára). 

 

 

 

 

Obrázek 3.1 Absorpční spektra roztoků BPB při pH 3,23 s  koncentrací barviva  

 5.10
-5

 mol/l 

roztok A bez močoviny (plná čára);  roztok E s koncentrací močoviny 1 mol/l (čárkovaně) 

 

 

Přídavek močoviny až do koncentrace 0,4 mol/l způsobuje prakticky zanedbatelné 

změny spektra (absorbance v prvním maximu zůstává téměř beze změn, absorbance 

v druhém maximu se mírně zvyšuje (2,8%)). Další zvyšování koncentrace močoviny 

způsobuje posun obou maxim k vyšším vlnovým délkám (441 a 595 nm) a výraznější 

změny intenzity (viz tabulka 3.1)  
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Tabulka 3.1 Polohy absorpčních maxim (λmax) a absorbance v maximu pro roztoky 

BPB s různou koncentrací močoviny  

 

Vzorek cu  

(mol/l) 

λmax1   

(nm) 

A1 λmax2 

 (nm) 

A2 

A 0 436 1,107 592 0,570 

B 0,2 436 1,104 592 0,574 

C 0,3 436 1,103 592 0,573 

D 0,4 436 1,113 592 0,586 

E 1 436 1,115 593 0,621 

F 2 436 1,087 593 0,659 

G 4 441 1,080 594 0,825 

H 6 441 1,009 595 1,219 

cu- koncentrace močoviny, koncentrace barviva 5.10
-5

 mol/l 

  

Při analytickém použití bromfenolové modři je nutno předpokládat, že měření 

absorbance bude prováděno při pevném nastavení vlnové délky například 

jednopaprskovým přístrojem. Proto jsou na obrázku 3.2 porovnány hodnoty absorbance 

při 592 nm (poloha absorpčního maxima bez přídavku močoviny) pro různé 

koncentrace močoviny. Také zde můžeme pozorovat malé ovlivnění naměřené hodnoty 

absorbance koncentracemi ve fyziologickém rozsahu a výraznější nárůst absorbance 

koncentracemi močoviny nad 1 mol/l. 

Pozorované změny absorbance vlivem přídavku močoviny jsou analogické tomu, 

co je možné očekávat při zvyšování hodnoty pH. Proto bylo změřeno výsledné pH po 

přídavku močoviny. Skutečně bylo zjištěno, že se pH přídavkem močoviny mírně 

zvyšuje (v 6 mol/l močovině má hodnotu 3,5) takže pozorovaný vliv močoviny je 

možné přinejmenším z části přičíst tomuto efektu. Pro definitivní závěr by bylo vhodné 

opakovat tento experiment s tím, že pH roztoku po přídavku močoviny bude upraveno 

na konstantní hodnotu, aby bylo minimalizováno působení močoviny na acidobazickou 

rovnováhu. 
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Obrázek 3.2 Graf závislosti absorbance BPB (pH 3,23) na koncentraci močoviny při  

  592 nm a koncentraci barviva 5.10
-5

 mol/l   

 

 

 

3.2   Vliv močoviny na absorbanci komplexu BPB-BSA 

 

V druhé části experimentu bylo zkoumáno, zda močovina přidaná do reakční 

směsi ovlivní spektrální vlastnosti komplexu bromfenolové modři a hovězího sérového 

albuminu. I zde byly použity stejné koncentrace močoviny jako u prvního experimentu. 

Absorpční spektrum komplexu barviva s proteinem při pH 3,23 také vykazuje dva 

absorpční vrcholy – při 441 a 605 nm (obrázek 3.3, plná čára). Na obrázku 3.3 jsou 

znázorněna absorpční spektra komplexu BPB-BSA  vybraných roztoků, která mají 

koncentraci močoviny 0 mol/l a 6 mol/l.  

 

 

0,500

0,700

0,900

1,100

1,300

0 2 4 6

A
5

9
2

c, mol/l



31 
 

 

 

Obrázek 3.3  Absorpční spektra komplexů BPB-BSA při pH 3,23 

roztok neobsahující močovinu (plná čára);  roztok s koncentrací močoviny 6 mol/l (čárkovaně); 

koncentrace barviva 5.10
-5

 mol/l   

 

 

Pokud by do grafu byla vynesena i ostatní naměřená absorpční spektra, prakticky 

by splynula se spektrem roztoku, který neobsahuje močovinu. Všechny roztoky mají 

absorpční maximum při vlnové délce 441 nm, při nižší koncentraci močoviny 

v roztocích se zde navíc objevuje „raménko“ při cca 400 nm. Poloha druhého 

absorpčního maxima závisí na koncentraci močoviny. Postupně se posunuje od vlnové 

délky 605 nm ke kratším vlnovým délkám (599 nm). Výrazně také klesá absorbance 

v tomto maximu. V tabulce 3.6 jsou uvedeny hodnoty λmax i s příslušnými hodnotami 

absorbancí.  
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Tabulka 3.6 Polohy absorpčních maxim (λmax) a absorbance v maximu pro komplex  

  BPB-BSA s různou koncentrací močoviny při pH 3,23 

 

Vzorek cu  

(mol/l) 

λmax1   

(nm) 

A1 λmax2 

 (nm) 

A2 

A 0 441 0,564 605 1,557 

B 0,2 441 0,557 605 1,570 

C 0,3 441 0,567 605 1,578 

D 0,4 441 0,559 605 1,563 

E 1 441 0,540 604 1,585 

F 2 441 0,558 604 1,578 

G 4 441 0,538 603 1,554 

H 6 441 0,639 599 1,115 

cu- koncentrace močoviny; koncentrace barviva 5.10
-5

 mol/l 

 

 

Pro zjištění vlivu močoviny byly porovnány průměrné hodnoty absorbance při 

604 nm roztoků B-H s průměrnou hodnotou absorbance při vlnové délce 604 nm 

roztoku A (neobsahující močovinu). Graficky je závislost A604 na koncentraci 

znázorněna na obrázku 3.4, přímka označuje hodnotu absorbance roztoku bez 

močoviny.   
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Obrázek 3.4 Graf závislosti A604 komplexu BPB-BSA při pH 3,23 na koncentraci  

  močoviny 

koncentrace BPB 5.10
-5

 mol/l; koncentrace BSA 5.10
-6

 mol/l 

 

Jak je vidět na obrázku 3.4, roztoky s fyziologickými hodnotami koncentrace 

močoviny v moči se od roztoku neliší více, než o 1 %. Podobně je tomu až do 

koncentrace močoviny do 4 mol/l. K výrazné změně absorbance došlo až u roztoku 

s koncentrací močoviny 6 mol/l. Zde došlo k poklesu absorbance téměř o 29%. Pro 

vysvětlení tohoto poklesu přicházejí v úvahu následující hypotézy:  

1) změna pH v důsledku přídavku močoviny, 

2) ovlivnění absorbance vzniklého komplexu protein-barvivo močovinou, 

3) ovlivnění vzniku komplexu. 

Pokud jde o první hypotézu měření pH ukázalo, že na rozdíl od experimentu 

s volným barvivem přídavek močoviny k roztokům obsahující albumin nezpůsobil 

měřitelnou změnu pH. Navíc je třeba zdůraznit, že vliv močoviny na spektra je v tomto 

případě opačný než u volného barviva. Absorbance komplexu se snižuje, zatím co pro 

volnou BPB docházelo k nárůstu absorbance. Tento rozdíl v chování BPB víceméně 

vylučuje také druhou hypotézu. 

Z tohoto důvodu se domnívám, že přítomnost močoviny v koncentracích vyšších 

než 4 mol/l brání vzniku komplexu barvivo-albumin Jak je známo z literatury, 
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močovina způsobuje denaturaci albuminu, podobně jako dalších proteinů. Pozorovaný 

pokles absorbance tedy přičítám denaturaci BSA vlivem močoviny. Na denaturovaný 

protein se poté navázalo nižší množství barviva. Tomu nasvědčuje i hodnota λmax2     

(599 nm), která se blíží hodnotám λmax2 pro samotné barvivo (595 nm). 

Získané výsledky umožňují také se zamyslet nad pravděpodobným mechanizmem 

vazby BPB na albumin. Pokud by šlo čistě o iontovou vazbu mezi anionty barviva a 

kladně nabitými řetězci proteinu měl by následkem denaturace (rozbalení proteinové 

globule) při pH 3,23 vzrůst počet dostupných kladně nabitých řetězců a tedy také rozsah 

vazby BPB na albumin. Pozorujeme však pravý opak. To nasvědčuje tomu, že kromě 

iontové interakce se při vazbě BPB na albumin může uplatňovat také hydrofobní efekt: 

vedle vazby záporně nabité skupiny barviva na kladně nabitý postraní řetězec zřejmě 

hrají roli také specifičtější interakce s hydrofobními vazebnými místy na povrchu 

albuminu. Tyto hydrofobní vazebné domény jsou denaturací porušeny a vazba BPB se 

proto snižuje.  

Výsledky zjištěné v této bakalářské práci se shodují jak po kvalitativní, tak i po 

kvantitativní stránce s prací Halima a spolupracovníků [27], kteří studovali denaturaci 

BSA vlivem močoviny s využitím BPB jako sondy. Ti zjistili, že denaturace BSA 

začíná při koncentraci močoviny kolem 4 mol/l a je úplně dokončena při koncentraci    

6 mol/l.  

 

 

3.3 Odhad přesnosti experimentálního postupu 

 

Pro případné analytické využití metody je důležité alespoň odhadnout přesnost 

měření jako celku a jednotlivých operací, z nichž se měření skládá.  

Pokud jde o vlastní spektrofotometrické měření, přístroj Hewlet-Packard sám 

vyhodnocuje jeho přesnost. Při nastavení integračního času delšího než 0,1 sekundy je 

pro každou hodnotu vlnové délky absorbance změřena opakovaně a přístroj sám spočítá 

a uloží (spolu s hodnotou absorbance) hodnotu standardní odchylky měření. Pro naše 

měření nepřesáhla standardní odchylka hodnotu 0,0002 A, což odpovídá relativním 

odchylkám menším než 0,05 %.  



35 
 

Tato odchylka ovšem charakterizuje pouze vlastní spektrofotometrické měření 

(stejný roztok, ve stejné kyvetě, která je stejně umístěna v kyvetovém prostoru). Pro 

získání realističtějšího odhadu přesnosti spektrofotometrického kroku byl opakovaně 

(4x) změřen stejný roztok (nové vložení kyvety). Přesnost byla charakterizována 

pomocí největší odchylky individuální naměřené hodnoty absorbance od průměru celé 

čtveřice. Absolutní hodnoty těchto odchylek nikde nepřesáhly 0,001 A, což odpovídá 

relativní chybě 0,2 %.  

Aby bylo možno odhadnout přesnost postupu jako celku, byly pro každé měření 

připraveny samostatně tři roztoky a proměřena jejich absorbance. Přesnost pak byla 

charakterizována maximální odchylkou individuální hodnoty od průměru, obdobně jako 

předchozím případě. Takto spočtené relativní chyby byly typicky kolem 1% a nižší, ve 

dvou případech dosáhly téměř 3% (možné chyby pipetování). 

 Změny absorbance komplexu BSA-BPB způsobené přídavkem močoviny až do 

koncentrace 4 mol/l jsou tedy srovnatelné s experimentální chybou měření. 
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4 Závěr 

 

Ze získaných výsledků vyplývá, že pro možnost stanovení albuminu  BPB je 

důležité, zda je protein v nativním stavu. Experimentem bylo prokázáno, že samotná 

přítomnost močoviny v koncentracích srovnatelných s fyziologickými hodnotami 

stanovení v zásadě neovlivní (naměřený rozdíl je srovnatelný s experimentální chybou).  

Při koncentraci močoviny 6 mol/l naopak dochází k výraznému poklesu absorbance 

(téměř o 29 %).    
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