Electroforesis de Proteínas

Gel de Acrilamida (Bio Rad Mini Protean)

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






1 gel




2 geles

1. Acrilamida 40%


1.25 ml



2.5ml
2. Tris Buffer 1M(pH 8.8)

2.50 ml



5ml
3. H2O dd



6.25 ml



12.5ml
4. SDS 10%



100 ul




200 ul
4. TEMED



12.5 ul




25.0 ul
5. APS 10%



200 ul




400 ul



TOTAL
             10.3125ml



20.525ml

1. Viene al 40% v/v

2. Tris Buffer 1M, ajustar pH a 8.8, Guardar en 4C.

3. SDS 10%, 0.1g en 1 ml

4. APS 10%, 0.1g en 1ml *(Hacer fresco cada día).

5. Mezclar todo en un beaker de 25-50 ml evitando las burbujas. Lo ultimo que se añade es el TEMED y el APS, mezclar y servir pegado a la pared o con una pipeta de 5-10 ml.

6. Colocar la peinilla y dejar polimerizar por 40-60 minutos.

Buffer de Corrida:

1x

2x

5x

1. Glicina



2.88 g
2. Tris Base



0.60 g
3. SDS




1.00 g
4 H2O hasta 1000 ml
Buffer de Muestra: 

(5x)

1. Tris/HCl 1M, pH 6.8

3.125 ml
2. SDS 




1 g
3. Glicerol



2.5 ml
4. Azul Bromofenol (2% en etanol)
7.50 ul
5. 2 Mercaptoetanol


500 ul
H2O


hasta 10 ml

Servirlo en alícuotas de 1 ml en microtubos de 1.5ml y guardar a -20C
Preparación de la muestra;

1. Determinar el volumen de la muestra para la cantidad de microgramos a analizar en la gel y servirla. (Ej. 5 microlitros para 20 microgramos de proteinas)

2. Añadir 1/5 parte de éste volumen del buffer de muestra 5x. (6 x 0.20= 01.2ul )

3. Calentar la muestra por 3 min a 100C o 5 min a 65C, colocar en hielo.

4. Servir las muestras

5. Comenzar la corrida a 100V y luego que las muestras entren, subirla a 150V

Tinción de la Gel:

1. Metanol





207 ml
2. TCA100%





49 ml
3. Acido Acético




46 ml
4. Comassie Brillian Blue 



1.25 g
5. H2O 





207.5 ml

La gel se sumerge en este tinte por un mínimo de 30 minutos.

Destinción

1. Acido Acético




69.75 ml
2. Metanol





186.25 ml
3. H2O






744.00 ml

Luego de la tinción, se coloca la gel en esta solución en una plataforma giratoria ON con uno o 2 kimwipes en alguna orilla.

La Gel se visualiza en lampara fluorescente Blanca y se retrata para documentarla.

