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Protocolo de Dosagem de Proteinas — Método de Bradford
Bio-Rad Protein Assay, Dye Reagent Concentrate, cod.500-0006, Bio-Rad: Laboratoério
de Espectrometria de Massas, Grupo MAS

BSA ( 2ug/ul) H20 (uL) Proteinas (ug) | Reativo Bradford (2:3)
lul 99 2 100 uL
2ul 98 4 100 uL
3ulL 97 6 100 uL
4 ulL 96 8 100 uL
5uL 95 10 100 uL
6 ulL 94 12 100 uL
0 (Branco) 100 0 100 uL

Reativo: 2 mL Bradford: 3 mL Agua — usar 100 uL

Amostra: 100 ul (Ex. 5 uL amostra + 95 ul dgua) — fazer um teste qualitativo antes de
iniciar a quantificagao para verificar pela coloragao se ficara dentro da curva.

-Placa de 96 wells.

- Fazer um teste com as amostras e tampao antes de realizar a dosagem, para avaliar a
quantidade de proteinas na amostra. Caso esteja “estourando” a coloragao azul, sera
necessario diluir sua amostra em agua.

- Fazer teste com o tampao em que esta diluida a amostra. Caso o tampao reaja com o
Bradford, proceder a diluicdo do tampao assim como da amostra. Se mesmo apds a
diluicdo do tampao a reacao com Bradford estiver acontecendo, usar outro método de
guantificacdo de proteinas.

- Incubar placa durante 10 minutos a temperatura ambiente. Considere a contagem do
tempo de incubacgdo, a partir do momento em que adicionar o reativo de Bradford,

previamente diluido, no primeiro po¢o, seja da curva de BSA ou da sua amostra.

- Ler a 595nm.
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