
Finalidade
Reação colorimétrica para determinação quantitativa de proteína em amostras de líquido cefalorra-
quidiano (LCR) e urina humanos. Somente para uso diagnóstico in vitro.

Princípio
O método consiste na quantificação, no espectro de absorção de 460 à 600 nm, do complexo colori-
do proveniente da reação, que ocorre em pH ácido, entre o complexo pirogalol vermelho-molibdato 
(PRM) e os grupos amino básicos (proteínas) presentes na urina e/ou no líquido cefalorraquidiano 
(LCR). A intensidade do complexo colorido formado é proporcional à concentração de proteína na 
amostra.

PRM + Proteína (Urina/LCR)  Complexo PRM-proteína

Metodologia
Vermelho de pirogalol 

Significado Clínico
A quantificação de proteína total na urina vem sendo substituída pela determinação da albumina, 
já que esta é a proteína urinária predominante, e demonstrou melhor sensibilidade e especificidade 
para mudanças de permeabilidade glomerular.
A presença de aumento da excreção urinária sinaliza um aumento na taxa de escape transcapilar, sendo 
geralmente um marcador de doença microvascular, embora possa também ser alterada por fatores fi-
siológicos (exercício, diurese e postura) como conseqüência da alteração da hemodinâmica intrarrenal.
O processo de reabsorção tubular é saturável e qualquer aumento na permeabilidade glomerular, na 
concentração no plasma (por exemplo, proteína de Bence-Jones) ou a diminuição na capacidade de 
reabsorção devido a lesão tubular proximal (por exemplo, drogas nefrotóxicas) pode resultar em pro-
teinúria.
A excreção urinária de albumina persistente precede e é altamente preditiva de nefropatia diabética, 
doença renal em estágio avançado e retinopatia proliferativa em diabetes tipo I
A quantificação da proteína no LCR é usada para distinguir meningite asséptica de meningite sépti-
ca. Concentrações de proteína superiores à 1 g/L são frequentemente consideradas como sendo de 
diagnóstico para bactérias, fungos ou meningite tuberculosa.

Reagentes
Reagente único e pronto para uso. Conservar entre 2 e 8°C. Contém: Solução tampão pH 2,5 succina-
to: 60 mmol/L; vermelho de pirogalol: 0,06 mmol/L, molibdato de sódio: 0,04 mmol/L, dodecil sulfato 
de sódio: 0,08 mmol/L
Padrão: Conservar entre 2 - 8ºC. Solução aquosa com concentração de albumina rastreável ao Material 
de Referência Padrão SRM 927. Verifique a concentração do padrão no rótulo do frasco.
Os reagentes não abertos são estáveis até a data de vencimento impressa no rótulo do produto.
Os frascos devem ser mantidos fechados, protegidos da luz e deve-se evitar a contaminação durante o 
uso.

Precauções e cuidados requeridos
1.	 Este reagente deve ser usado somente para diagnóstico in vitro.
2.	 Não pipetar com a boca. Evitar contato com a pele e roupa. No caso de contato com os olhos, 

lavar com grande quantidade de água e procurar auxílio médico. 
3.	 Deve-se monitorar a temperatura do ambiente de trabalho bem como o tempo de reação para 

obtenção de resultados corretos. 
4.	 Não usar o reagente se o mesmo estiver visualmente turvo, apresentar precipitado, ou se hou-

ver dificuldade em conseguir os valores estabelecidos para o controle fresco. 
5.	 Não usar se a absorbância do branco ultrapassar 0,200 quando medido em 600 nm (cuveta de 

1 cm) ou se houver dificuldade em conseguir os valores estabelecidos para o controle fresco.

Material necessário não fornecido
1.	 Banho-maria ou analisador capaz de manter uma temperatura de 37ºC e capaz de medir ab-

sorbância de 600 nm.
2.	 Pipetas para medição de amostras e reagente.
3.	 Água destilada/deionizada.
4.	 Consumíveis do analisador, quando necessário.
5.	 Cronômetro.

Amostra
Urina coletada sem conservantes e LCR.
Amostras turvas devem ser centrifugadas antes do teste. Proteínas na urina são estáveis cerca de 8 dias 
à 2-8ºC e até 3 meses a -20ºC e no LCR são estáveis por cerca de 3 dias à 2-8ºC e até 3 meses à -20ºC.
Todas as amostras e controles são considerados potencialmente infectantes, portanto sugerimos 
manuseá-las seguindo as normas estabelecidas de Biossegurança.

Preparo do paciente
É recomendado que as amostras sejam coletadas de acordo com as recomendações médicas e/ou 
norma de referência utilizada pelo laboratório.

Interferências
•	 Bilirrubina <5 mg/dL não interfere;
•	 Hemoglobina, interfere;
•	 Interferências positivas na urina em tratamento com aminoglicosídeos - gentamicina ou 

tobramicina relatada com outros testes de pirogalol demonstrou não ter influência nesta 
formulação específica;

•	 Amostras coletadas após o esforço, na presença de infecção do trato urinário, durante a 
doença aguda ou imediatamente após a cirurgia não são adequados para testes pois pro-
porcionam resultados falsos;

•	 LCR contaminado por hemácias de uma punção lombar traumática ou hemorragia intrace-
rebral irá aumentar as concentrações de proteínas em ± 10 mg/L para cada 1000 eritrócitos.

Parâmetros do Sistema:

Temperatura 37ºC

Comprimento de Onda 600nm

Tipo de Reação Ponto final

Direção Crescente

Relação Amostra/Reativo 1:50

Vol. Amostra 20 μL

Vol. R1 1,0 mL

Tempo de Incubação 5 minutos

Calibração. Utilizar padrão que acompanha o kit. A concentração de albumina no padrão é rras-
treável ao material de referência padrão ERM-DA470k/IFCC.

Procedimento Automatizado. 
Aplicação no sistema automatizado: vide manual para utilização do equipamento ou entrar em con-
tato com o SAC.
Aplicação no sistema semi-automático: proceder como demonstrado a seguir no procedimento ma-
nual até o item 2 (incubação), em seguida, utilizar o equipamento para leitura utilizando o protocolo 
analítico específico baseado no item Parâmetros do Sistema.
 
Procedimento manual
Permita que o reagente, padrão e amostra atinjam a temperatura ambiente (15 – 30°C) antes do teste.
1.	 Separar 3 tubos de ensaio e realizar o procedimento conforme tabela abaixo:

Branco Padrão Amostra/S.C.

Reagente 1 1,0 mL 1,0 mL 1,0 mL

Padrão - 20 µL -

Amostra - - 20 µL
2.	 Homogeneizar os tubos e incubar em banho-maria sob temperatura de 37°C por 5 minutos ou 

à temperatura ambiente por 10 minutos.
3.	 Zerar o equipamento com o branco do reagente à 600 nm e proceder às leituras das absorbân-

cias do padrão, controle (C) e amostras.
Nota: a cor final é estável por 30 minutos, protegida da luz.

Cálculos 
Urina (amostra de 24 horas)

Abs. Amostra
x Volume (mL) x

Conc. do 
padrão (padrão 

mg/dL) 
x 0,01 =

mg proteínas 
/24hAbs. Padrão

Urina (amostra simples), LCR

Abs. Amostra
x C Padrão = mg proteínas /dL

Abs. Padrão

Exemplo:
Abs. da amostra = 0,036
Abs. do padrão = 0,180
Conc. do padrão = 200 mg/dL
Volume urinário (24 horas) = 1250 mL

Urina (amostra de 24 horas)

0,036
x 1250 x 200 x 0,01 =

500 mg 
proteínas/24h 0,180

Urina (amostra simples), LCR

0,036
x 200 =

40 mg/dL pro-
teínas0,180

Linearidade
Quando executado de acordo com o recomendado, o teste é linear até 400 mg/dL.
As amostras com concentrações de proteínas superiores a 400 mg/dL devem ser diluídas com solu-
ção salina até atingirem resultado entre 8 e 400 mg/dL e os resultados devem ser multiplicados pelo 
fator de diluição.

pH 2,5

 QUIMIPROT - U - Proteinúria
ANVISA:  10159820236



Controle de qualidade
Cada laboratório deve manter um programa interno de qualidade que defina objetivos, procedimen-
tos, normas, limites de tolerância e ações corretivas. Deve-se manter também um sistema definido 
para se monitorar a variação analítica do sistema de medição. Aconselhamos a utilização do controle 
que acompanha o kit, para kits com controle, ou de controles comerciais com valores pré-estabele-
cidos pelos fabricantes.
 
Valores esperados
Urina
Adultos:
Amostras de 24h: < 150 mg/24h
Amostras simples: < 25 mg/dL

LCR
Adultos < 45 mg/dL
Crianças < 100 mg/dL

Estes valores são dados unicamente como título orientativo. É recomendado que cada laboratório 
estabeleça seu próprio intervalo de referência.

Estudos Comparativos
Estudos executados entre este procedimento e uma metodologia similar produziram os seguintes 
resultados:

Número de amostras 52

Coeficiente de correlação 0,995

Inclinação 0,9478

Intercepta 0,0103

Precisão 
Estudos de precisão foram executados com dois níveis controle (normal e patológico) sendo que 
cada amostra foi dosada 20 vezes e os seguintes dados estatísticos foram encontrados:

N=20 Amostra 1 Amostra 2

Média (mg/dL) 9,90 50,05

D.P. (mg/dL) 0,45 0,83

C.V. (%) 4,54 1,66

Exatidão
Estudos de exatidão foram executados com dois níveis de controle (normal e patológico) sendo que 
cada amostra foi dosada em 5 vezes em 3 períodos diferentes e os seguintes dados estatísticos foram 
encontrados:

N=15 Amostra 1 Amostra 2

Média (mg/dL) 10,00 49,93

D.P. (mg/dL) 0,20 0,12

C.V. (%) 2,00 0,24

Sensibilidade Metodológica
8 mg/dL

Especificidade
Como as amostras foram selecionadas aleatoriamente em pacientes de ambulatório e hospitalizados, 
pode-se inferir que o método tem uma especificidade metodológica adequada.

Observações
•	 Amostras comumente usadas: urina de 24 horas; urina da noite (8-12 horas); clínica ou labora-

tório (1 – 2 horas) e primeira amostra de urina da manhã. Devido à alta variação diurna e intrain-
dividual é aconselhável testar três amostras diferentes.

•	 Para aumentar a sensibilidade na faixa normal, utilizar 50 µL de amostra e diluir o padrão na 
proporção 1:4 (1 + 3) em solução salina, usando a nova concentração de 50 mg/dL para reali-
zação dos cálculos.

•	 O diagnóstico clínico não deve ser feito apenas com os resultados de um único teste, ou seja, os 
dados clínico do paciente bem como os resultados de outros exames devem ser considerados 
para conclusão do diagnóstico.

Apresentação
Linha Bioquímica Geral: 1 x 50 mL + 1 x 2,0 mL
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Purpose
Colorimetric reaction for the quantitative determination of protein in human cerebrospinal fluid 
(CSF) and urine samples. For in vitro diagnostic use only.

Principle
The method consists of quantifying, in the absorption spectrum from 460 to 600 nm, the colored 
complex resulting from the reaction, which takes place at acidic pH, between the pyrogallol red-
-molybdate complex (PRM) and the basic amino groups (proteins) present in the urine and/or cere-
brospinal fluid (CSF). The intensity of the colored complex formed is proportional to the concentra-
tion of protein in the sample.

PRM + Protein (Urine/CSF)  PRM-protein complex

Methodology
Pyrogallol red 

Clinical significance
The quantification of total protein in urine has been replaced by the determination of albumin, since 
this is the predominant urinary protein, and has shown better sensitivity and specificity for changes 
in glomerular permeability.
The presence of increased urinary excretion signals an increase in the rate of transcapillary leakage and 
is generally a marker of microvascular disease, although it can also be altered by physiological factors 
(exercise, diuresis and posture) as a result of altered intrarenal hemodynamics.
The tubular reabsorption process is saturable and any increase in glomerular permeability, plasma 
concentration (e.g. Bence-Jones protein) or decrease in reabsorption capacity due to proximal tubular 
damage (e.g. nephrotoxic drugs) can result in proteinuria.
Persistent urinary albumin excretion precedes and is highly predictive of diabetic nephropathy, ad-
vanced kidney disease and proliferative retinopathy in type I diabetes
Quantification of CSF protein is used to distinguish aseptic meningitis from septic meningitis. Protein 
concentrations above 1 g/L are often considered diagnostic for bacteria, fungi or tuberculous me-
ningitis.

Reagents
Single reagent, ready for use. Store between 2 and 8°C. Contains: Buffer solution pH 2.5 succinate: 
60 mmol/L; pyrogallol red: 0.06 mmol/L, sodium molybdate: 0.04 mmol/L, sodium dodecyl sulfate: 
0.08 mmol/L
Standard: Store at 2 - 8ºC. Aqueous solution with albumin concentration traceable to Standard Refe-
rence Material SRM 927. Check the concentration of the standard on the vial label.
Unopened reagents are stable until the expiration date printed on the product label.
Vials should be kept closed, protected from light and contamination should be avoided during use.

Precautions and precautions required
1.	 This reagent should only be used for in vitro diagnostics.
2.	 Do not pipette by mouth. Avoid contact with skin and clothing. In case of contact with eyes, 

rinse with plenty of water and seek medical attention. 
3.	 Monitor the temperature of the working environment and the reaction time in order to obtain 

correct results. 
4.	 Do not use the reagent if it is visually cloudy, has precipitates or if it is difficult to achieve the 

values established for the fresh control. 
5.	 Do not use if the absorbance of the blank exceeds 0.200 when measured at 600 nm (1 cm 

cuvette) or if there are difficulties in achieving the values established for the fresh control.

Material required not supplied
1.	 Water bath or analyzer capable of maintaining a temperature of 37ºC and capable of mea-

suring absorbance of 600 nm.
2.	 Pipettes for measuring samples and reagent.
3.	 Distilled/deionized water.
4.	 Analyzer consumables, when necessary.
5.	 Stopwatch.

Sample
Urine collected without preservatives and CSF.
Turbid samples should be centrifuged before testing. Proteins in urine are stable for about 8 days at 
2-8ºC and up to 3 months at -20ºC and in CSF they are stable for about 3 days at 2-8ºC and up to 3 
months at -20ºC.
All samples and controls are considered potentially infectious, so we suggest handling them following 
the established Biosafety standards.

Patient preparation
It is recommended that samples are collected in accordance with the medical recommendations and/
or reference standard used by the laboratory.

Interferences
•	 Bilirubin <5 mg/dL does not interfere;
•	 Hemoglobin, interferes;
•	 Positive interferences in urine in treatment with aminoglycosides - gentamicin or to-

bramycin reported with other pyrogallol tests have been shown to have no influence on this 
specific formulation;

•	 Samples collected after exertion, in the presence of urinary tract infection, during acute ill-
ness or immediately after surgery are not suitable for testing as they give false results;

•	 CSF contaminated by red blood cells from a traumatic lumbar puncture or intracerebral he-
morrhage will increase protein concentrations by ± 10 mg/L per 1000 red blood cells.

System parameters:

Temperature 37ºC

Wavelength 600nm

Reaction Type Endpoint

Direction Increasing

Sample/Reagent Ratio 1:50

Vol. Sample 20 μL

Vol. R1 1.0 mL

Incubation time 5 minutes

Calibration. Use the standard supplied with the kit. The albumin concentration in the standard 
is traceable to SRM 927.

Automated procedure. Application in the automated system: see the manual for using the 
equipment or contact SAC.
Application in the semi-automated system: proceed as shown below in the manual procedure up to 
item 2 (incubation), then use the equipment for reading using the specific analytical protocol based 
on the System Parameters item.
 
Manual procedure
Allow the reagent, standard and sample to reach room temperature (15 - 30°C) before testing.
1.	 Separate 3 test tubes and carry out the procedure according to the table below:

Blank Standard Sample/S.C.

Reagent 1 1.0 mL 1.0 mL 1.0 mL

Standard - 20 µL -

Sample - - 20 µL

2.	 Homogenize the tubes and incubate in a water bath at 37°C for 5 minutes or at room tempe-
rature for 10 minutes.

3.	 Zero the equipment with the reagent blank at 600 nm and take the absorbance readings of the 
standard, control (C) and samples.

Note: the final color is stable for 30 minutes, protected from light.

Calculations 
Urine (24-hour sample)

Abs. Sample
x Volume (mL) x

Conc. of stan-
dard (standard 

mg/dL) 
x 0.01 =

mg proteins 
/24hAbs. Standard

Urine (single sample), CSF

Abs. Sample
x C Standard = mg proteins /dL

Abs. Standard

Example:
Abs. of the sample = 0.035  of sample = 0.036
Abs. of standard = 0.180
Conc. of standard = 200 mg/dL
Urinary volume (24 hours) = 1250 mL

Urine (24 hour sample)

0.036
x 1250 x 200 x 0.01 =

500 mg 
proteins/24h 0.180

Urine (single sample), CSF

0.036
x 200 =

40 mg/dL 
proteins0,180

Linearity
When performed as recommended, the test is linear up to 400 mg/dL.
Samples with protein concentrations higher than 400 mg/dL should be diluted with saline solution 
until they reach a result between 8 and 400 mg/dL and the results should be multiplied by the dilution 
factor.

Quality control
Each laboratory should maintain an internal quality program that defines objectives, procedures, 
standards, tolerance limits and corrective actions. A defined system for monitoring the analytical va-
riation of the measurement system should also be maintained. We recommend using the control that 
comes with the kit, for kits with a control, or commercial controls with values pre-established by the 
manufacturers.

pH 2.5

 QUIMIPROT - U - Proteinuria
ANVISA: 10159820236



Expected values
Urine
Adults:
24-hour samples: < 150 mg/24h
Single samples: < 25 mg/dL

CSF
Adults < 45 mg/dL
Children < 100 mg/dL

These values are given solely as a guide. It is recommended that each laboratory establishes its own 
reference range.

Comparative Studies
Studies carried out between this procedure and a similar methodology produced the following re-
sults:

Number of samples 52

Correlation coefficient 0.995

Slope 0.9478

Intercept 0.0103

Precision 
Precision studies were carried out with two control levels (normal and pathological) with each sample 
being dosed 20 times and the following statistical data were found:

N=20 Sample 1 Sample 2

Mean (mg/dL) 9.90 50.05

D.P. (mg/dL) 0.45 0.83

C.V. (%) 4.54 1.66

Accuracy
Accuracy studies were performed with two control levels (normal and pathological) with each sample 
being dosed 5 times in 3 different periods and the following statistical data were found:

N=15 Sample 1 Sample 2

Average (mg/
dL)

10.00 49.93

D.P. (mg/dL) 0.20 0.12

C.V. (%) 2.00 0.24

Methodological Sensitivity
8 mg/dL

Specificity
As the samples were randomly selected from outpatients and hospitalized patients, it can be inferred 
that the method has adequate methodological specificity.

Observations
•	 Commonly used samples: 24-hour urine; overnight urine (8-12 hours); clinic or laboratory (1 - 2 

hours) and first morning urine sample. Due to the high diurnal and intra-individual variation, it 
is advisable to test three different samples.

•	 To increase sensitivity in the normal range, use 50 µL of sample and dilute the standard in a 1:4 
(1 + 3) ratio in saline solution, using the new concentration of 50 mg/dL for calculations.

•	 The clinical diagnosis should not be made solely on the basis of the results of a single test, i.e. 
the patient's clinical data as well as the results of other tests should be taken into account when 
concluding the diagnosis.

Presentation
General Biochemistry Line: 1 x 50 mL + 1 x 2,0 mL

Bibliographic Reference
1.	 Orsonneau, J.L., Dovet, P., Massoubre, C., Lustenberger, P., and Bernard, S. Clin. Chem. 35: 2233 

(1989).
2.	 Koerbin, G., Taylor, L., Dutton, J., Marshall, K, Low, P., y Potter, J.M. Clin. Chem. 47: 2183 (2001).
3.	 Young DS. Effects of drugs on clinical laboratory tests, 5th ed. AACC Press, 2000.
4.	 Tietz. N.W. Clinical Guide to Laboratory Tests, 3rd Edition. W.B. Saunders Co. Philadelphia, PA. 

(1995).
5.	 Greenlee, S.E. Infect. Dis. Clin. North Am. 4: 583 (1990).
6.	 Viberti, G.C., Hill, R.D., y Jarret, R.J. Lancet, I : 1430 (1982).
7.	 Bonadio, W.A. Pediatr. Infect. Dis. J. 11: 423 (1992).

Revision: August 2025

 Ebram Produtos Laboratoriais Ltda.
Rua Julio de Castilhos, 500 - Belenzinho - São Paulo - SP 
Tel: +55 11 2291 2811 - CEP 03059-001 - Indústria Brasileira 
CNPJ: 50.657.402/0001-31

Responsible Technician 
Dr. Nadjara Novaes Longen - CRF-SP - 37.451

SAC Ebram
For further information, please contact  
SAC 0800 500 2424 or  11 2574 7110  
sac@ebram.com | ebram.com.br

Universal symbols used on packaging  
in vitro diagnostics

i See instructions 
for use Reagent Manufactured 

by

Contents are  
sufficient for  
<n> tests

Expiry date (last 
day of the month) LOT Batch number

Temperature limit 
(keep at) IVD

Product for 
diagnostics 
in vitro

REF Catalogue 
number


