Determinacao da Concentracdo da Amostra Complexa por Bradford

Laboratorio Max Feffer

Curva Padrao BSA
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Utilize cubetas bem limpas e transltcidas. E aconselhavel, se ndo forem
novas, enxagua-las com etanol, antes das leituras.

Preparar uma solucéo estoque (1ug/uL) de BSA de alta pureza.

A partir desse estoque, prepare 4 tubos eppendorfs (1.5 mL), contendo
as seguintes quantidades em pg (valor absoluto). Obs: N&o pense em
termos de concentragdo para construir a curva padrdo. Para o preparo
dos pontos de leitura, utilize o mesmo tampdo que utilizou para suas
amostras:

)] Branco (20uL 50mM AmBic)

1)) 2ug (2 uL + 18uL 50mM AmBic)
i) 4ug (4 uL + 16uL 50mM AmBic)
iv) 6 ug (6 uL+ 14uL 50mM AmBic)
V) 8ug (8 uL + 12uL 50mM AmBic)
Vi) 10ug (10 uL + 10uL 50mM AmBic)

Ligue o espectrofotbmetro. Ajuste os parametros: ligue a lampada (W) e
ajuste o equipamento para o comprimento de onda 595 nm.

Dilua o reagente de Bradford em H,O milliQ (1V:4V). Adicione volume
suficiente (980 uL) para volume final de 1 mL.

Deixe que a reagao ocorra por 5 minutos e faca as leituras. Sempre
utilize o palito para mexer a amostra no momento da leitura, pois o
reagente de Bradford tende a precipitar.

Concentracdo da Amostra:

1)

Dessalinize a amostra previamente a quantificacao, e ressuspenda-a em
50mM de AmBic preparado em H,O milliQ = [0.2 g em 50 mL]. O TCT
interfere nas leituras.



2)

3)

Caso utilize 1 uL de amostra, acrescente 19 uL de 50mM de AmBic e
adicione 980 uL de reagente de Bradford diluido. Deixe reagir por 5 min
e faca a leitura apdés zerar o equipamento utilizando sempre duas
cubetas de branco (deixe sempre a cubeta de tras para referéncia!). A
leitura de Absorbancia € sempre um valor relativo ao branco.

De acordo com a curva padrdo do BSA do dia 22/03/2012, obtém-se a
guantidade da amostra em (ug/uL), utilizando-se a seguinte formula:

Concentracdo da amostra (ug/uL) =[ Abs_595 nm/0.0532].

Obs: Caso utilize 2 pL ou mais de amostra para leitura, lembre-se
de considerar esse valor nos calculos.

Obs: O volume do Reagente de Bradford utilizado n&do deve ser
considerado nos calculos, ok?!



