o ¥ ) cnPem
W

Laboratdrio Nacional

L INBI1D deBiociéncias

Protocolo de digestao em solugao: Laboratério de Espectrometria de Massas
LNBio
(Nature Protocols, vol.3/no10/1630-1638; 2008, modificado)

Esse protocolo pode ser utilizado para analises que serdo realizadas em ESI Q-Tof e

LTQ Orbitrap Velos para misturas complexas.
Obs.: Utilizar até 100 ug de proteina em um volume maximo de 200 pl.

Reagentes (todos devem ser preparados no dia do uso)
1. Ureia 8M: massa molar 60.06g/mol; 480,48mg em 1 ml de agua purificada.

2. Bicarbonato de amdnio 100 mM: 100 mM de bicarbonato de aménio em agua purificada

(massa molar 79,06 g/mol; 158 mg em 20 mL de agua purificada).

3. Bicarbonato de aménio 50 mM: 50 mM de bicarbonato de amonio em agua purificada

(massa molar 79,06 g/mol; 79 mg em 20 mL de agua purificada).

4. Ditiotreitol (DTT) 0.5M: 0.5M de DTT em bicarbonato de aménio 50 mM (massa molar
154.25g/mol; 77,12mg em 1mL de bicarbonato de amdnio 50 mM).

5. Cloreto de caélcio (CaCl2) 0.1M: 0,0110g em 1ml de agua purificada (massa molar:
110.99g/mol).

6. lodoacetamida (IAA) 0.5M: 0.5M de IAA em bicarbonato de aménio 50 mM (massa

molar 184.96g/mol; 92,5 mg em 1ml de bicarbonato de aménio 50 mM).

7. Solugdo de Tripsina: 20 ng/uL (Sequence grade Modified Tripsin V5111-Promega):

solubilizar em bicarbonato de aménio 50mM, aliquotar e armazenar a -20°C.

Procedimento
Dia 1

1. Adicionar ureia 8M (1:1) na solugao.

2. Redugao: adicionar solugao de DTT 5 mM final. Incubar durante 25 minutos a 56°C.
3. Alquilagdo: adicionar solugdo de IAA 14 mM final. Incubar durante 30 minutos a

temperatura ambiente protegido da luz.
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4. Quench da IAA livre: adicionar solugao de DTT 5 mM final. Incubar durante 15 minutos

a temperatura ambiente protegido da luz.

5. Diluir a amostra 1:5 em 50mM de bicarbonato de aménio para reduzir a concentragéao

da ureia para 1.6M.
6. Adicionar solucéo de CaCl2 1mM final.

7. Preparo da tripsina: 20 ug de tripsina em 1000 pyL de bicarbonato de aménio 50 mM

gelado. Concentragao final da tripsina 20ng/pL.

8. Adicionar solugdo de tripsina (sugestdo usar na propor¢do de 1:50 de enzima:

substrato). Incubar durante 16 h a 37°C.

Dia 2

1. Parar a reagéo da enzima adicionando TFA (acido trifluoacético) na concentragao final
de 0.4%. Verificar se o pH esta abaixo de 2.0; caso nao esteja adicionar mais TFA 0.4%.

Para as amostras que nao forem passar por dessalinizagao parar a reacado com acido

férmico 0.4% final.

2. Centrifugar a 25009 por 10 minutos em temperatura ambiente. Descartar o pellet.

3. Liofilizar as amostras que nado tenham sal; do contrario proceder com o desalting dos
peptideos usando colunas de dessalinizagdo como SepPack (Waters, C18) ou OASIS

(Waters, HLB).

4. Armazenar a amostra a -20°C até a realizagdo da analise.
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