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Abstract
The article presents a comparative analysis of four methods for 
quantifying the protein-peptide complexes content in extracts ob-
tained from animal raw materials, as well as the low- and high-
molecular weight extract fractions: the direct spectrophotometric 
determination at wavelengths of 260 and 280 nm with subse-
quent calculation by the Kalckar formula; the biuret reaction by 
the Kingsley-Weichselbaum method; the method with Bradford 
reagent and the standard Lowry method. Experimental data 
analysis demonstrates that in case of the extract that contains pro-
tein-peptidic complexes in different molecular weights range, the 
Kingsley-Weichselbaum method shows the highest quality of pro-
tein concentration determination; while studying highmolecular 
weight fraction (more than 30 kDa), it is possible to obtain more 
information by combining the spectrophotometric method and 
the Kingsley-Weichselbaum method. Low-molecular weight frac-
tions (less than 30 kD) should be investigated by complex methods 
including the spectrophotometric method, Lowry and Bradford 
methods. These methods make it possible to presumably estimate 
protein molecules size ranges (by amount of peptide bonds), and 
also to determine hydrophobic and aromatic amino acids presence.

Аннотация
В данной статье приведены данные сравнительного ана-
лиза четырех методов количественной оценки содержания 
белково-пептидных комплексов в  экстрактах, полученных 
на основе сырья животного происхождения, а  также низ-
комолекулярных и высокомолекулярных фракциях экстрак-
та: прямого спектрофотометрического определения при 
длинах волн 260 и 280 нм с последующим расчетом по фор-
муле Калькара; биуретовой реакции по методу Кингслея —  
Вейксельбаума; с использованием реактива Брэдфорда и по 
стандартному методу Лоури. Анализ полученных экспери-
ментальных данных показал, что в  случае с  экстрактом, 
содержащим белково-пептидные комплексы в  различном 
диапазоне молекулярных масс наиболее качественно пока-
зывает концентрацию белка метод Кингслея-Вейксельба-
ума, при исследовании высокомолекулярной фракции (более 
30 кДа) больше информации возможно получить при соче-
тании спектрофотометрического метода и также метода 
Кингслея-Вейксельбаума. Низкомолекулярные (менее 30 кДа) 
фракции следует исследовать комплексно, с  применением 
спектрофотометрического метода, методов Лоури и  Брэ-
дфорда. Данные методы дают возможность предположи-
тельно оценить диапазоны размеров белковых молекул 
(по числу пептидных связей), а также определить наличие 
гидрофобных и ароматических аминокислот.
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Введение
Ключевым моментом большинства исследований 

в области выделения биологически активных молекул 
является предварительное определение содержания 
белка в  экстракте, что позволяет более качествен-
но и  точно выполнять дальнейший анализ свойств 
и функций белковых молекул (электрофоретические, 
хроматографические и иные исследования). Критиче-
ским моментом является правильный выбор метода 
определения содержания белка и  его модификаций, 
поскольку в зависимости от природы образца, можно 
получить либо завышенные, либо заниженные резуль-
таты [1]. Одним из самых важных требований, которые 
предъявляются к  методу определения концентрации 
белка, является его инертность к присутствию посто-
ронних внутриклеточных компонентов и  к  составу 
экстрагирующей смеси. В настоящее время не сущест-
вует метода количественного определения белка, ко-

Introduction

A key moment in the most of investigations in the field 
of biologically active molecules extraction is protein con-
tent preliminary determination in an extracts, which al-
lows performing with higher quality and more accurately 
following analysis of protein molecules properties and 
functions (electrophoretic, chromatographic and other in-
vestigations). Critical moment is aright choice of protein 
content determination method and its modifications as 
overestimated or underestimated results can be obtained 
depending on a sample nature [1]. One oft he most impor-
tant requirements to a method for protein concentration 
detection is its inertness to foreign intracellular compo-
nents presence and to extraction mixture composition. At 
present, there are no methods for quantitative protein de-
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торый обладал бы в равной степени специфичностью, 
чувствительностью, воспроизводимостью, быстротой 
и  простотой проведения, а  также отсутствием влия-
ния небелковых компонентов. У  каждого метода оп-
ределения содержания белка есть свои преимущества 
и недостатки [2].

Наиболее популярными и  достоверными метода-
ми, используемыми в современной практике, являют-
ся: спектрофотометрическое определение концентра-
ции белка, метод Кингслея  —  Вейксельбаума, метод 
Лоури и метод Брэдфорда [3].

Спектрофотометрический метод основан на по-
глощении ультрафиолетового излучения аромати-
ческими аминокислотами (тирозина, триптофана, 
и  фенилаланина), входящими в  последовательность 
белковой молекулы. Содержание белка находят по 
формуле Калькара, которая дает возможность исклю-
чить влияние нуклеиновых кислот в образцах, на ос-
нове данных определения оптической плотности при 
280 и 260 нм [4].

Метод Кингслея  —  Вейксельбаума впервые был 
описан в  1914 году, основан на биуретовой реакции 
и является колориметрическим. Принцип метода со-
стоит в  образовании филотевого комплекса ионов 
меди с белковыми молекулами в щелочной среде: свя-
зывание атома кислорода с ионом меди происходит за 
счет появления отрицательного заряда, возникающего 
при отщеплении атома водорода от енольной группы 
пептидной связи [5]. В биуретовую реакцию вступают 
белки и  пептиды, состоящие не менее чем из 3 ами-
нокислот. Концентрацию белка устанавливают по ин-
тенсивности светопоглощения при длине волны 540–
580 нм. Предел чувствительности биуретового метода 
ограничен концентрацией белка 300 мг/л [6].

Метод Лоури основан на реакции с реагентом Фо-
лина  —  Чокалтеу, активным компонентом которого 
является комплекс из молибдата, вольфрамата и фос-
форной кислоты. В  ходе биуретовой реакции и  вос-
становления реактива Фолина циклическими амино-
кислотами [7](главным образом тирозином, а  также 
триптофаном и  фенилаланином, в  меньшей степе-
ни —  цистеином), происходит окрашивание раствора. 
Метод Лоури более чем в сто раз чувствительнее би-
уретового, однако является невысокоспецифичным, 
физиологически активные амины мешают точному 
определению концентрации белка [8].

Метод Брэдфорда с  применением красителя Ку-
масси бриллиантового синего (КБС) G-250 является 
достаточно чувствительным и простым. Предположи-
тельно, молекула красителя образует мостик между 
двумя отрицательно заряженными группами индика-
тора и положительно заряженными молекулами бел-
ка, реагируя с  ними, в  результате чего формируется 
относительно крупный комплекс из белка и красите-
ля, окрашенный в синий цвет [9]. Данный краситель 
не образует окрашенного комплекса со свободными 

tection, which have specificity, sensitivity, reproducibility, 
rapidness and simplicity of performance in an equal de-
gree, and also free of non-protein components effect. Each 
protein determination method has its own advantages and 
disadvantages [2].

The most popular and reliable methods used in the 
modern practice are: spectrophotometric determination of 
protein concentration, the Kingsley-Weichselbaum meth-
od, Lowry method and Bradford method [3].

The spectrophotometric method is based on ultraviolet 
radiation absorption by aromatic amino acids (tyrosine, 
tryptophan and phenylalanine), which are constituents 
of protein molecule sequence. The protein content is de-
termined by the Kalckar formula, which allows excluding 
an nucleic acids effect in samples based on data on optical 
density at 280 and 260 nm [4].

The Kingsley-Weichselbaum method was described for 
the first time in 1914. It colorimetric method based on the 
biuret reaction. The principle consists in the development 
of violet colored copper ions complex with protein mol-
ecules in the alkaline medium: oxygen atom binding with 
the copper ion takes place due to negative charge appear-
ance that occurs upon splitting of hydrogen atom from of 
the peptide bond enol group [5]. Proteins and peptides that 
contain not less than 3 amino acids enter into the biuret re-
action. The protein concentration is determined by the in-
tensity of light absorption at a wavelength of 540–580 nm. 
Biuret reactionsensitivity limit is restricted by protein con-
centration of 300 mg/l [6].

The Lowry method is based on reaction with the Folin-
Ciocalteu’s reagent, which active component is a molyb-
date, tungstate and phosphoric acid complex. In the course 
of biuret reaction and reduction of Folin reagent by cyclic 
amino acids [7] (primarily, tyrosin as well as tryptophan 
and phenylalanine, to a lesser degree by cystein), solution 
coloring takes place. The Lowry method is a hundred times 
more sensitive than the biuret method; however, it is not 
highly specific and physiologically active amines impair 
accurate determination the protein concentrations [8].

The Bradford assay with the Coomassie brilliant blue 
G-250 dye (CBB) use is high sensitive and simple. Presum-
ably, the dye molecule forms a bridge between two nega-
tively charged groups of indicator and positively charged 
protein molecules reacting with them; as a result, relatively 
large protein complex and the dye having blue color is 
formed [9]. This dye does not form a stained complex with 
free amino acids and low molecular weight oligopeptides 



81

2017  |  №3  теория и практика переработки мяса

аминокислотами и  низкомолекулярными олигопеп-
тидами, содержащими менее 15 аминокислот, в то же 
время легко связываясь с  основными аминокислота-
ми: лизином, гистидином, аргинином [10, 11].

Целью данной работы являлся подбор оптималь-
ных методов определения концентрации белково-
пептидных комплексов, содержащихся в комплексных 
водно-солевых экстрактах животного сырья и отдель-
ных фракциях.

Материалы и методы
В качестве основных объектов исследований: ком-

плексный водно-солевой экстракт на основе иммуно-
компетентных органов свиней (тимус, селезенка, ме-
зентеральные лимфатические узлы); фракции данного 
экстракта, содержащие белково-пептидные комплек-
сы с  молекулярными массами менее 30 кДа и  более 
30 кДа. Технология белково-пептидных комплексов 
включала использование воды с различным содержа-
нием дейтерия в  качествеэкстрагента (D/H 40 и  150 
ppm). Фракционирование белково-пептидных ком-
плексов проводили методом ступенчатой ультрафиль-
трации на установке Владисарт (Влидисарт, Россия) 
под давлением Р = 2,5 бар с использованием модулей 
из полиэфирсульфона с  пластиковыми фиттингами 
и  емкостями VivaFlow200 (Sartorius, Германия). В  ре-
зультате были получены фракции в диапазоне молеку-
лярных масс менее 30кДа и более 30 кДа [12].

Определение концентрации белка проводили че-
тырьмя методами: прямое спектрофотометрическое 
определение концентрации белка, биуретовая реак-
ция по методу Кингслея —  Вейксельбаума, с помощью 
реактива Брэдфорда и методом Лоури.

Прямое спектрофотометрическое определение 
концентрации белка проводили путем измерения оп-
тической плотности растворов при длинах волн 260 
и 280 нм в кварцевых кюветах с длиной оптического 
пути 1 см. Результаты оценивали с применением фор-
мулы Калькара [13].

Метод Кингслея  —  Вейксельбаума использовал-
ся с  применением полуавтоматического анализатора 
BioChemSA (HTI, США) по стандартным методикам, 
прилагаемым к реактивам (HTI, США).

Колориметрический метод Лоури проводили по 
стандартной методике без предварительного осажде-
ния белка, предложенной Оливером Х. в  1951 году 
[14]. Реакция белков с  ионами Cu2+ происходила 
в щелочном растворе в присутствии восстанавлива-
ющегося фосфорномолибдено-вольфрамового реак-
тива ( Folin&Ciocalteu’s phenol reagent, Sigma-Aldrich, 
Germany), содержание белка рассчитывали по кали-
бровочному графику.

Метод Брэдфорда проводили с  использованием 
красителя Кумасси бриллиантового синего G-250. 
Оптическую плотность измеряли при длине волны 
595  нм против контроля, содержащего вместо белка 

that contain less than 15 amino acids; at the same time, it 
easily binds with basic amino acids: lysine, histidine, argi-
nine [10, 11].

The aim of this studywas an optimal methods selec-
tion for detecting protein-peptide complexes contained in 
complex aqueous-salt extracts of animal raw material and 
individual fractions.

Materialsand methods
The main research subjects were the complex aqueous-

salt extract based on porcine immunocompetent organs 
(thymus, spleen, mesenteric lymph nodes); fractions of this 
extract that contain the protein-peptide complexes with 
molecular weightsless than30kDa and more than 30kDa. 
The technology of the protein-peptide complexes included 
the use of water with different deuterium content as an ex-
tracting agent (D/H 40 and 150 ppm). Fractionation of the 
protein-peptide complexes was carried out by the method 
of stepwise ultrafiltration on a Vladisart unit (Vladisart, 
Russia) under pressure of 2.5 bar using the polyethersul-
fone modules with plastic fittings and containers Viva-
Flow200 (Sartorius, Germany). As a result, fractions in a 
molecular weights range less than 30kDa and more than 
30kD awere obtained [12].

Protein concentration determination was carried out 
by four methods: the direct spectrophotometric protein 
concentration determination, the Kingsley-Weichselbaum 
biuret method, method with Bradford reagent use and the 
Lowry method.

The direct spectrophotometric protein concentration de-
termination was carried out by measuring the optical den-
sity of solutions at wavelengths of 260 and 280 nm in quartz 
cuvettes with an optical path length of 1 cm. The results were 
assessed with the use of the Kalckar formula [13].

The Kingsley-Weichselbaum biuret method was used 
with the semi-automatic analyzer BioChemSA (HTI, 
USA) according to the standard methods supplied with the 
reagents (HTI, USA).

The colorimetric Lowry method was carried out by the 
standard methodology without a preliminary protein pre-
cipitation proposed by Oliver H. Lowry in 1951 [14]. The re-
action of proteins with Cu2+ occurred in the alkaline solution 
in a presence of the reducing reagent containing molybdate, 
tungstate and phosphoric acid (Folin&Ciocalteu’s phenol 
reagent, Sigma-Aldrich, Germany); the protein concentra-
tion was calculated by using the calibration curve.

The Bradford method was applied with the use of the 
Coomassie brilliant blue G-250 dye. The optical density 
was measured at a wavelength of 595 nm against the con-
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воду. Концентрацию белка определяли по калибро-
вочному графику, для построения которого использо-
вали стандартный раствор сывороточного альбумина 
0,5 мг/мл (BCA) [15].

Результаты и обсуждение
Определение концентрации белка в  экстракте по-

казало, что биуретовым методом можно определить 
максимальное количество белковых соединений, в то 
время как показатели, полученные спектрофотоме-
трическим методом и  методами Лоури и  Брэдфорда, 
были занижены более чем на 20 процентов. Возмож-
но, это обусловлено достаточно узким диапазоном 
определения белка, что является спецификой данных 
методов.

Сравнительный анализ результатов, полученных 
выбранными методами, показал, что наиболее подхо-
дящими для анализа высокомолекулярной фракции 
(с  молекулярной массой более 30 кДа) с  содержани-
ем различных белковых соединений являются пря-
мой спектрофотометрический метод и  биуретовая 
реакция. Полученные данные свидетельствуют о том, 
что в данной фракции содержатся в основном соеди-
нения, содержащие большое количество связанных 
ароматических аминокислот (триптофана, тирозина 
и в меньшей степени фенилаланина), а также о нали-
чии белков, имеющих в своей структуре не менее двух 
ОН-групп и трех атомов азота, находящихся в поли-
пептидной цепи.

Присутствие в  экстракте нуклеиновых кислот 
и нуклеотидов практически не повлиял на анализ бел-

trol, which contained water instead of protein. The protein 
concentration was determined by using the calibration 
curve, in which construction the standard solution of se-
rum albumin (0.5 mg/ml) (BSA) was used [15].

Results and discussion
Protein concentration determination in the extract 

showed that it is possible to determined the maximum 
protein compounds amount by the biuret method, while 
the levels obtained by the spectrophotometric method, the 
Lowry method and the Bradford method were underesti-
mated by more than 20 percent. It is possibly conditioned 
by a comparatively narrow range of protein determination, 
which is a specific characteristics of these methods.

A comparative analysis of the results obtained by the 
chosen methods demonstrates that the direct spectro-
photometric method and the biuret reaction are the most 
suitable for high molecular weight fraction analysis (with 
the molecular weight more than 30 kDa) containing dif-
ferent protein compounds. The obtained data suggest that 
this fraction largely contains the compounds with the high 
number of bound aromatic amino acids (tyrosine, tryp-
tophan and, to a lesser degree, phenylalanine), as well as 
proteins, which have in their structure not less than two 
OH- groups and three nitrogen atoms present in the poly-
peptide chain.

The presence of the nucleic acids and nucleotides in the 
extract practically did not influence an analysis of protein 

Присутствие в экстракте нуклеиновых кислот и нуклеотидов практически не повлиял на 
анализ белкового состава спектрофотометрическим методом, отклонение от общего 
биуретового метода составило не более 7 %.

Использование метода Лоури и метода Брэдфорда также показало схожие между собой 
результаты, однако полученный результат отличался от данных, полученных биуретовым и 
спектрофотометрическим методами более чем в 2 раза. Подобная погрешность может 
свидетельствовать о том, что произошло чрезвычайно активное связывание с аргинином и 
гидрофобными аминокислотными остатками (в случае с методом Брэдфорда), а также об 
активном восстанавливающем влиянии воды с пониженным содержанием дейтерия  (в 
случае с методом Лоури), что было показано ранее[16].

  

 
Анализ данных, полученных при исследовании низкомолекулярной фракции (с 

молекулярной массой менее 30 кДа), показал, что в данном случае недопустимо 
использование биуретовой реакции ввиду слишком малого содержания белка в образце, в 
подобной ситуации образец следует сконцентрировать (например, лиофильно высушить), 
кроме того биуретовая реакция не позволяет определять пептидные соединения. Наибольшее 
значение белка было определено методом Лоури, что свидетельствует о наличии в образце 
значительного количества белков и пептидов, имеющих в своей структуре ароматические 
аминокислоты, что также было подтверждено спектрофотометрическим методом. Кроме 
того, методом Брэдфорда было показано наличие гидрофобных аминокислотных остатков.

При обсуждении полученных результатов следует обратить внимание при оценке 
концентрации белка в экстракте на взаимодействие реактива Кумасси со строго 
определенными аминокислотами боковых цепей молекулы белка, поскольку остальные 
белковые соединения, в составе которых нет аргинина и ароматических кислот, выпадают из 
аналитической выборки [17,18]. Таким образом, отмечено заведомое занижение результатов 
при использовании метода Брэдфорд относительно метода Лоури. При анализе неизвестных 
по белковому составу жидкостей также сложно подобрать необходимый стандарт для 
построения калибровочной кривой, в связи с чем вынужденное использование стандарта 
БСА может также влиять на полученные данные [19]. Калибровочные кривые, построенные 
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В Fig. 1. The results of the quantitative determination of the pro-
tein concent ration in the complex extract (А), fraction of more 
than 30 kDa (Б), fraction of less than 30 kDa (В) by different 
methods: 
1 — Kingsley-Weichselbaum method; 2 — Lowry method;
3 — Bradford method; 4 — spectrophotometric method.
Рис. 1.  Результаты количественного определения концент-
рации белка в  комплексном экстракте (А), фракции более 
30 кДа (Б), фракции менее 30 кДа (В) различными методами:
1 —  метод Кингслея —  Вейксельбаума; 2 —  метод Лоури;
3 —  метод Бредфорда; 4 —  спектрофотометрический метод.
*the protein concentration was not determined
*концентрация белка не детектировалась
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кового состава спектрофотометрическим методом, 
отклонение от общего биуретового метода составило 
не более 7 %.

Использование метода Лоури и  метода Брэдфор-
да также показало схожие между собой результаты, 
однако полученный результат отличался от данных, 
полученных биуретовым и спектрофотометрическим 
методами более чем в 2 раза. Подобная погрешность 
может свидетельствовать о том, что произошло чрез-
вычайно активное связывание с  аргинином и  гидро-
фобными аминокислотными остатками (в  случае 
с  методом Брэдфорда), а  также об активном восста-
навливающем влиянии воды с пониженным содержа-
нием дейтерия (в случае с методом Лоури), что было 
показано ранее [16].

Анализ данных, полученных при исследовании 
 низкомолекулярной фракции (с  молекулярной мас-
сой менее 30 кДа), показал, что в данном случае недо-
пустимо использование биуретовой реакции ввиду 
слишком малого содержания белка в  образце, в  по-
добной ситуации образец следует сконцентрировать 
(например, лиофильно высушить), кроме того биу-
ретовая реакция не позволяет определять пептидные 
соединения. Наибольшее значение белка было опре-
делено методом Лоури, что свидетельствует о  на-
личии в  образце значительного количества белков 
и пептидов, имеющих в своей структуре ароматиче-
ские аминокислоты, что также было подтверждено 
спектрофотометрическим методом. Кроме того, ме-
тодом Брэдфорда было показано наличие гидрофоб-
ных аминокислотных остатков.

При обсуждении полученных результатов следует 
обратить внимание при оценке концентрации белка 
в  экстракте на взаимодействие реактива Кумасси со 
строго определенными аминокислотами боковых це-
пей молекулы белка, поскольку остальные белковые 
соединения, в  составе которых нет аргинина и  аро-
матических кислот, выпадают из аналитической вы-
борки [17, 18]. Таким образом, отмечено заведомое 
занижение результатов при использовании метода 
Брэдфорд относительно метода Лоури. При анализе 
неизвестных по белковому составу жидкостей так-
же сложно подобрать необходимый стандарт для по-
строения калибровочной кривой, в связи с чем выну-
жденное использование стандарта БСА может также 
влиять на полученные данные [19]. Калибровочные 
кривые, построенные по результатам спектрофото-
метрического исследования, являются более четкими 
и  позволяют использовать данную методику без ри-
ска потерять при определении концентрации белка 
низкомолекулярные пептидные соединения, которые 
обладают наибольшей функциональной активностью 
и являются целевыми, однако в данном случае на ре-
зультаты могут влиять технические и конструктивные 
характеристики приборов, с использованием которых 
проводится анализ [20,21].

composition by the spectrophotometric method; deviation 
from the general biuret method was not more than 7 %.

The use of Lowry and Bradford methods also gave 
results that were similar to each other; however, they 
differed from the data obtained by the biuret method 
and the spectrophotometric method by more than two 
times. This discrepancy can be indicative of an extreme-
ly active binding with arginine and hydrophobic amino 
acid residues (in  case of the Bradford method) and of 
an active reducing effect of water with lowered deute-
rium content (in case ofthe Lowry method), which was 
shown earlier [16].

Analysis of the data obtained when studying the low 
molecular weight fraction (with molecular weight less 
than 30 kDa) shows that in this case, it is infeasible to use 
the biuret reaction because of too low protein content in 
a sample; in this situation, a sample is to be concentrated 
(for example, lyophilized). In addition, the biuret reaction 
does notal low determination of peptide compounds. The 
highest protein level was determined by the Lowry meth-
od, which points to the presence in the sample of the high 
amount of proteins and peptides that have aromatic ami-
no acids in their structure, which was also confirmed by 
the spectrophotometric method. Moreover, the Bradford 
method revealed the presence of hydrophobic amino acid 
residues.

While discussing obtained results and assessing a pro-
tein concentration in an extract, it is necessary to pay at-
tention to the interaction of the Coomassie reagent with 
specific amino acids of the side chains of the protein 
molecule, as other protein compounds that do not con-
tain arginine and aromatic acids fall out of the analytical 
sample [17, 18]. Therefore, undoubted underestimation of 
the results when using the Bradford method compared 
to the Lowry method was noted. In analysis of liquids 
with an unknown protein content, it is also difficult to 
choose a needed standard for constructing a calibration 
curve. In this connection, the necessary use of the BSA 
standard can also influence the obtained data [19]. Cali-
bration curves constructed by the results of the spectro-
photometric analysis, are more clear and allow using this 
method without a risk of losing low molecular weight 
peptide substances, which have the highest functional 
activity and are a target, in determination of the protein 
concentration. However, in this case, the results can be 
influenced by technical and design features of equipment, 
which is used in analysis [20, 21].
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Заключение
Таким образом, можно сделать вывод, что при ко-

личественном определении содержания белка в  экс-
трактах на основе сырья животного происхождения, 
с широким спектром белково-пептидных соединений, 
наибольшей точностью обладает биуретовый метод. 
При исследовании фракций экстрактов с молекуляр-
ной массой более 30 кДа наиболее полную информа-
цию можно получить с помощью спектрометрическо-
го метода и биуретовой реакции, а при исследовании 
низкомолекулярных фракций с молекулярной массой 
менее 30 кДа следует проводить комплексное исследо-
вание с сочетанием методов Лоури, Брэдфорда и спек-
трофотометрическим методом, а  биуретовый метод 
в данном случае непригоден.
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Conclusion
Therefore, itispossible to conclude that upon quantita-

tive protein content determination in extracts based on 
animal raw material with a high range of protein-peptide 
substances, the biuret method is the most accurate. While 
studying the extract fractions with a molecular weight 
more than 30 kDa, the most comprehensive information 
can be obtained using the spectrophotometric method 
and the biuret reaction. When studying the low molecular 
weight fractions with a molecular weight less than 30 kDa, 
it is necessary to carry out a complex analysis combining 
the methods of Lowry, Bradford and spectrophotometric 
analysis, while the biuret method is not suitable in this 
case.
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