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Laboratério Nacional
LINBID deBiociéncias

Protocolo de digestao in gel: Laboratorio de Espectrometria de
Massas-LNBIiO (Anal.Chem., 1996 68:850-858 modificado)

1.Reagentes (todos devem ser preparados no dia do uso)

1. Destain (remover o SDS): metanol 50% + acido acético 2,5% em agua purificada.

2. Bicarbonato de amdnio 100mM: 100mM de bicarbonato de amdnio em agua
purificada (PM=79,06; 158mg em 20mL de agua purificada).

3. Bicarbonato de amdnio 50mM: 50mM de bicarbonato de amoénio em agua purificada
(PM=79,06; 79 mg em 20mL de agua purificada).

4. Acetonitrila (100%).

5. Ditiotreitol (DTT) 10mM: 1.5 mg de DTT em 1mL de bicarbonato de aménio 100mM.

6. lodoacetamida (IAA) 50mM: 9,2mg de IAA em 1mL de bicarbonato de amoénio 100mM
e proteger da luz.

7. Solugdo de Tripsina: 20ng/ulL (Sequencing Grade Modified Trypsin, V5111-Promega):
solubilizar em bicarbonato de amoénio 50mM, aliquotar e armazenar a -20°C.

8. Solugdo de extragdo 1: acido férmico 5% (em dgua purificada).

9. Solugdo de extragdo 2: acido férmico 5% em acetonitrila 50%.

2. Procedimento Dia 1

1. Cortar as bandas do gel (tentar cortar pedagos de 1 mm).

2. Descoloragdo das bandas: adicionar 0,5mL da solugdo 1 (destain). Incubag&o por 1h a
temperatura ambiente.

3. Remover esta solugdo e adicionar mais 0,5mL da solugdo 1 (destain) Incubagdo por 1h
a temperatura ambiente. Repetir esse passo (total de 3 horas, trocando a cada hora a
solugdo de destain).

4. Desidratagdo: remover a solugdo de destain (descartar) e desidratar o gel adicionando
200 pL de acetonitrila (100%). Deixar nesta solugdo por 5 minutos. Remover a
acetonitrila e repetir este passo.

5. Evaporar o que restou de acetonitrila em evaporador (2 a 3 minutos).

6. Reducdo: adicionar 30 uL da solu¢do de DTT 10mM. Incubar por 30 minutos a
temperatura ambiente.

7. Dar um spin rapido e remover a solugdo de DTT.

8. Alquila¢do: adicionar 30 puL da solugdo de IAA 50mM. Incubar por 30 minutos a
temperatura ambiente e protegido da luz.
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Dar um spin rapido e remover a solugdo de IAA.
Lavar o gel com 100 uL de bicarbonato de amoénio 100mM por 10 minutos e, em
seguida, remover esta solucdo.
Desidratar o gel com 200 uL de acetonitrila (100%), incubando por 5 minutos a
temperatura ambiente. Remover a acetonitrila.
Reidratagdo: reidratar o gel com 200 uL de bicarbonato de amdnio 100mM por 10
minutos.
Dar um spin rapido e remover a solugdo de bicarbonato de aménio.
Desidratar o gel com 200 uL de acetonitrila (100%), incubando por 5 minutos a
temperatura ambiente. Remover a acetonitrila. Repetir este passo.
Evaporar o que restou de acetonitrila em evaporador (2 a 3 minutos, alternativamente
pode-se usar um liofilizador por ~5min).
Preparo da tripsina: 20 pg de tripsina em 1000 pL de bicarbonato de amonio 50mM
gelado. Concentracgdo final da tripsina 20ng/pL.
Adicionar 30-50 uL da solugdo de tripsina e reidratd-los por 30 minutos em banho de
gelo. Acertar a quantidade de tripsina adicionada de acordo com a quantidade de
proteinas na banda ou spot.
Dar um spin rapido, remover o excesso de soluc¢do de tripsina e adicionar 5 a 20 L de
bicarbonato de amo6nio 50mM para cobrir o gel. Deixar overnight a 37°C.
3. Procedimento dia 2

(Nao remover a solugdo de bicarbonato de amonio do dia anterior)
Extragdo: adicionar 10 pL da solugdo #1 de extragdo (podera ser adicionado 30 pL caso
o pedaco de gel seja grande). Incubar por 10 minutos a temperatura ambiente, dar um
spin rapido e colocar o sobrenadante em outro tubo.
Adicionar 12 uL da solugdo #2 de extragdo (podera ser adicionado um volume que seja
suficiente para cobrir o gel). Incubar por 10 minutos a temperatura ambiente, dar um
spin rapido e coletar o sobrenadante no tubo que fora previamente separado (e ja
contém o extrato do passo anterior). Repetir este passo.
Evaporar a amostra em evaporador (~40 minutos) de forma a restar aproximadamente
1 pL (tentar ndo evaporar totalmente a amostra).

Armazenar a amostra a -20°C.
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