Solucbes para Eletroforese

Tris (2M)
TrS e, 24,29
HoO i, 50ml
HCI ... pingar até atingir pH8,8
Tris (1M)
TrS o, 12,19
HoO i 50ml
HCI ... pingar até atingir pH6,8
Solucéo A
Acrilamida ........coooeiiiiiiiii, 29,29
Bis-acrilamida ............ccccceeeiiieiennnn. 0,89
Solucéo B
Tris-HCI (2M) .o, 75ml
SDS 10% .evvviiieeeiiiiiie e 4ml
HoO i, 21ml
Solucéo C
Tris-HCI (IM) oo 50ml
SDS 10% .ooeeviiieeeee ami
HoO o, 21ml
Solucédo D
Persulfato de Amoénio (PA) 10%
0,59 persulfato de aménio .......................... H,O gsp 5ml
1,0g persulfato de amoénio ...............ees H,O qsp 10ml
5,09 persulfato de aménio .....................e. H,0 gsp 50ml
10,0g persulfato de amoOnio ...................... H,O qsp 100ml

Tampéo de Corrida [10x]

Tris (25MM) i 30g
Glicina (192mM) ..o 1449
SDS (0,1%) eeveiiiiiiiieeeeeeees 10g

Solucédo Descorante

Acido ACELICO (5%) ...cveveeveveeerecieerennanes 150ml
Metanol (10%) ........coovevvvevveiviinnnnns 300ml
HO oo 2550ml

gsp 100ml

gsp 100ml

gsp 100ml

gsp 100ml

gsp 100ml

gsplL

gsp 3L



Transferéncia

= Papel filtro(7,5 x 10cm) espessura 3mm

= Gel
—> Membrana de Nitrocelulose
(8,5X5cm)
10 voltz
30 minutos

Power Pac 200

Tampao de Transferéncia (Towbin)

THS i 3,03 gr
Glicina ......cvvvveiiienennn. 14,4 gr gsp 1L de H,O
Metanol .........cccceeennn. 200 ml

- Corar a membrana de nitrocelulose (Ponceau S).
- Descorar com PBS ou TBS.
- Recortar o padréo e corar (Amido Black).
- Descorar com &cido acético 7%.
- Marcar a membrana com risco de caneta na parte inferior.
- Recortar a membrana (3mm).
- Bloquear a membrana (minimo 1 hora), com:

BSA 2,5%

ou PBS-Tween 0,05%

Leite 5,0%

ou Leite 0,1% em PBS com inibidor de protease
- Lavar a membrana com PBS-Tween (3 x 5 min ou 2 x 10 min).
- Incubar anticorpo (soros “overnight” em PBS Tween).
- Lavar a membrana com PBS-Tween (3 x 5 min ou 2 x 10 min).
- Conjugado (em PBS-Tween, por 1 hora).

- Lavar a membrana com PBS-Tween (3 x 5 min ou 2 x 10 min).

- Revelar (4 cloro-1 naftol).



Amido Black

Amido Black ...........ccccevveeeee. 10 mg
Metanol ........cccceeeeviieeeeeeennnn, 4,5 ml gsp 10 ml de H,O
Acido ACELICO .....covveveeeenn 1,0 ml
Ponceau S
I?onceau ......................... 0,2 %
Acido ACEético ................. 1,0%

4 cloro — 1 naftol ............... 6 mg
Metanol ........cccoeeeevveeneennnn. 2ml
PBSouTBS .....cccccevvvennnn. 10 ml
H202 - 30% ......cccvveeenennn. 10ul
DAB
DAB....oo 10 mg
PBS...co o, 10 ml



