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Investigación Subgraduada
Biorad Protein Assay: (Biorad Protein Dye, cat # 500-0006) – JA Cardé
Previamente preparar:

· Espectrofotómetro encendido en ( 595nm

· Bovine Serum Albumin (BSA) 0.5-1ug/ul

· Biorad Protein Dye (cat # 500-0006), diluido 1:5 con agua dd, vortex. (dura 2 semanas a RT)

· Cuvetas de espectrofotometría   (1ml, 1cm path, polipropileno, semimicro, Biorad # cat. 223-9950)

· Micropipetas de 1000ul, 100ul, 10ul, 1ul

· Kim wipes

Protocolo

1. Rotular 8 cuvetas de espectrofotometría del 1 al 7 y la octava como B (Blanco)

2. Servir 1ml de la dilución de BrPD en las 8 cuvetas de espectrofotometría para la curva de calibración.

3. Servir  volumen equivalente a  0ug, 1ug, 2ug, 4ug, 6ug, 8ug, 10ug 12ug de Bovine Serum Albumin (BSA) 

4. Mezclar agitando suavemente entre los dedos.

5. Incubar a RT por 5 minutos.

6. Leer en espectrofotómetro a ( 595nm

Análisis (Excell ayuda mucho)

7. Preparar una gráfica con X= ugs de proteína, Y= Abs a 595nm.

8. Obtener la línea recta que mejor une los puntos.

9. Obtener la ecuación de la recta. (y= mx +b)

10. Preparar cuvetas para las muestras de plasma.

11. Servir 1ug de cada muestra y leerlas con el mismo blanco de la curva de calibración.

12. Usando la gráfica y/o la ecuación de la recta calcular la concentración de proteínas (ug/ul) en cada muestra.

13. Calcular volumen para obtener entre 15 y 20ugs de cada muestra para servir por carril en una PAGE. 

SDS - Polyacrilamyde Gel Electrophoresis (SDS-PAGE)

Previamente tener:

Amortiguador de Muestra  (6, SDS-DTT)

Microtubos de 500ul

Muestra de marcador para PM (en hielo)

Muestras a analizar  (volumen para 15-20ugs, (en hielo)

Baño a 65-100 oC

Micropipetas 2-10, 10-100

Amortiguador de Corrida (SDS)

Gel polimerizada

Equipo de PAGE

Power Supply

Solución para teñir (Coomassie Blue)

Solucion para desteñir

Bandejas para teñir y desteñir y dejar en agua.

Lampara y cámara para documentar
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