CH 8.7

Stanovenie deoxynivalenolu v surovinach rastlinného povodu metédou ELISA

1. Povod metody
Navod k ELISA kitu, Veratox, Neogen Corporation, distribator firma Noack

2. Princip metody

Veratox pre deoxynivalenol (DON) je priamy kompetitivny ELISA test, ktory umoziuje
ziskat’ presné koncentracie v mg/kg. Vol'ny DON vo vzorke a kontrolkdch je ponechany
vV kompeticii s enzymom znacenym deoxyvalenolom (konjugat) na volnych vézobnych
miestach (protilatka) na mikrotitranej jamke. Po premyvacom cykle sa pridava substrat, ktory
reaguje s naviazanym konjugatom za vzniku modrého sfarbenia. Cim sytejsia je modra farba,
tym menej toxinu je vo vzorke. Reakcia sa zastavi pridanim zastavovacieho ¢inidla. Opticka
hustota sa meria pri 650nm Elisa readrom. Obsah DONu vo vzorke sa ziska z kalibranej

krivky.

3. Pouzité pristroje
Elisa reader
mixeér

trepacka

4. Zoznam chemikalii

Kit Elisa

5. Priprava Standardov a pracovnych roztokov

Kit obsahuje pripravené standardné roztoky o koncentraciach 0; 0,25; 05; 1; 2 mg/kg

6. Priprava vzoriek

Zo zhomogenizovanej reprezentetivnej vzorky navazit' 10g a premiesat’ s |00ml deionizovanej
vody. Pretrepat’ na trepacke 3 minuty. Vzorku nechat’ postat’ 2-3 minuty a obsah banky
prefiltrovat’. Ziskany filtrat pouzit’ na analyzu.

Veratox kit DON je ur¢eny pre kvantitativnu analyzu deoxynivalenolu v obilninach, (jaémen,

kukurica, ovos, muke a vyrobkoch z muky).



7. Podmienky stanovenia

Veratox DON sa uskladiiuje pri teplote 2-8 °C a moze sa pouzit’ do datumu expiracie.

8. Meranie

Pred meranim vytemperovat’ vSetky reagencie na laboratornu teplotu. Do zmieSavacej jamky
(Cerveno oznaCend) napipetovat’ 100ul konjugatu al0Oul Standardov a vzoriek. Jamky
premiesat’ trikrdt osemkandlovou pipetou. Do jamiek s naviazanou protilatkou (bielo
0znacend) napipetovat’ 100ul zmesi a inkubovat’ pri laboratornej teplote 5 minuat. Po ukonéeni
inkubécie obsah jamiek vyliat’ a 5x premyt deionizovanou vodou. Zvysok premyvacej vody
odstranit’ vyklepanim platnicky na filtracny papier. Do jamiek napipetovat’ 100ul substratu,
opatrne premieSat a inkubovat’ 5 minut pri laboratérnej teplote. Po skonceni inkubéacie
napipetovat’ 100ul zastavovacieho roztoku. Obsah platnicky opatrne premiesat’. Utriet’ spodni
stranu jamiek do sucha aod¢itat na ELISA readri pri 650nm do 20 mintt od pridania
zastavovacieho roztoku.

9. Kalibracia a vyhodnotenie
Udaje st analyzované 2-parameter (login—log) metédou, pricom kalibra¢na krivka udava
zvislost’ absorbancie od koncentracie. Zostrojenim kalibracnej krivky moze byt koncentracia

DONu urcena od¢itanim priamo z kalibra¢nej krivky alebo pomocou programového softwaru.



