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Protocolo de dessalinização de amostras utilizando Stage Tips 
Desalting protocol using Stage Tips 

 
Laboratório de Espectrometria de Massas 

Grupo Adriana Franco Paes Leme (LAB MAS)  

 
Soluções:    A – Metanol 100% (Grau MS ou HPLC) 

B – Água ultrapura + 1% de ácido fórmico (calcular volume de acordo com        
o número de amostras) 

                      C – 30% água ultrapura + 70% acetonitrila + 1% de ácido fórmico. 
 
Modo de preparo da Stage Tips: vídeo - https://youtu.be/nGKRJxalEZ0 
 
Importante: Ressuspender as amostras em 1% ácido fórmico e checar o pH. As amostras 
devem estar com pH menor ou igual a 3. Carregar no máximo 10µg de peptídeos. 
_______________________________________________________________________ 
Protocolo: 

 

1- Montar a stage tips: 

 

2- Condicionar a stage tips com 100 µl de metanol 100% (solução A). Centrifugar 

2500 rpm por 2min. Descartar o que passou pela stage tips.  

3-  Condicionar a stage tips com 100 µl de acetonitrila 70% / ácido fórmico 1% 

(solução C). Centrifugar 2500 rpm por 2min. Descartar o que passou pela stage 

tips.  

4- Condicionar a stage tips com 100 µl de ácido fórmico 1% (solução B). Centrifugar 

2500 rpm por 2min. Descartar o que passou pela stage tips e repetir esse passo. 

5- Carregar a stage tips com a amostra (máximo de 150 µl de volume). Centrifugar 

2500 rpm por 2min. Coletar o que passou pela coluna e aplicar novamente na 

stage tips. Após esse passo descartar o que passou pela stage tips. 

Nesse passo, a rotação poderá ser aumentada caso haja dificuldade na passagem 

da amostra. (Máximo 4000 rpm). 

http://www.cnpem.br/
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6- Lavar a stage tips com 100 µl de ácido fórmico 1% (solução B). Centrifugar 

2500rpm por 2min. Descartar. Repetir esse passo 10 vezes para amostras em 

solução e 5 vezes para amostras em gel.  

7- Trocar os tubos para novos tubos. 

8- Eluir os peptídeos da stage tips com 100 µl de acetonitrila 70% / ácido fórmico 

1% (solução C). Centrifugar 2500rpm por 2min. NÃO descartar o que passou pela 

stage tips. Repetir esse passo. O volume final no tubo será de 200ul. 

9- Secar completamente os peptídeos eluídos em speed-vac. 

10- Estocar à -20° até a análise. 

 

Referência:  Rappsilber J, Mann M, Ishihama Y. Protocol for micro-purification, 

enrichment, pre-fractionation and storage of peptides for proteomics using 

StageTips. Nat Protoc. 2007;2(8):1896-906. doi: 10.1038/nprot.2007.261. PMID: 

17703201. 
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