CH 8.8

Stanovenie zearalenonu v surovinach rastlinného pévodu metédou ELISA

1. Povod metody

Navod k Elisa kitu, Veratox, Neogen Corporation, distributor firma Noack

2. Princip metody

Veratox pre zearalenon je priamy kompetitivny Elisa test, ktory umoziuje ziskat' presné
koncentracie v pg/kg. Volny =zearalenon vo vzorkadch a kontrolkach je ponechany
v kompeticii s enzymom znacenym zearalenolom (konjugat) na volnych miestach (protilatka)
na mikrotitracnej jamke. Po premyvacom cykle sa priddva substrat, ktory reaguje
S naviazanym konjugatom a reakciu farbi na modro. SytejSia modrd farba znamend menej
zearalenolu. Opticka hustota sa od¢ita na ELISA readri pri 650nm. Veratox zearalenon kit je

uréeny pre kvantitativnu analyzu zearalenonu v Kukurici, pSenici, jacmeni

3. Pouzité pristroje
Elisa reader
mixeér

trepacka

4. Zoznam chemikalii
metanol g.g
kit Elisa

5. Priprava Standardov a pracovnych roztokov

Kit obsahuje Standardné roztoky o koncentraciach 0; 25; 75; 150; 500 pg/kg.

6. Priprava vzoriek
Z reprezentetivnej zhomogenizovanej vzorky odvazit' 5g vzorky a premieSat’ trepanim na
trepacke s 25ml 70% metanolom 3 minuty. Prefiltrovat. Vzorkovy extrakt zriedit' |:4. Takto

je vzorka pripravend na meranie.

7. Podmienky stanovenia

Kit sa uskladiiuje v chladni¢ke pri teplote 2-8°C a modze sa pouzivat’ do datumu expirécie.



8. Meranie

Pred pouzitim vytemperovat vsSetky reagencie na laboratéornu. Do zmieSavacej jamky
(¢erveno oznaCena) napipetovat’ 100ul konjugatu alOOul Standardov a vzoriek. Jamky
premieSat’ trikrat osemkanalovou pipetou. Do jamiek s naviazanou protilatkou (bielo
oznacend) prepipetovat’ 100ul zmesi. PremieSat’ obsah a inkubovat’ 5 minut pri laboratdrnej
teplote. Po ukonceni inkubacie vyprazdnit’ jamky vyliatim a premyt’ 5x deionizovanou vodou.
Nakoniec odstranit’ zvysky vody poklepanim platnicky na filtracny papier. Do jamiek
napipetovat’ 100ul substratu a obsah jamiek premieSat. Inkubovat’ 5 minut pri laboratérnej
teplote. Po ukonceni inkubacie napipetovat’ 100ul zastavovacieho roztoku. Obsah jamiek
Opatrne premiesat’ pretrepanim. Utriet’ spodnu stranu jamiek do sucha a odc¢itat’ na ELISA

readri opticka hustotu pri 650nm do 20 mintt od pridania zastavovacieho roztoku.

9. Kalibracia a vyhodnotenie

Udaje st analyzované 2—parameter (login—log) metodou, pricom kalibraéna krivka udava
zévislost’ absorbancie od koncentracie. Zostrojenim kalibracnej krivky moze byt koncentracia
zearalenonu urcend od¢itanim priamo z kalibrac¢nej krivky alebo pomocou programového

softwaru.



