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Immunoaffinity Kolonu
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Giris

AFM1, yapisal olarak benzer aflatoksin (AF) bilesikleri sinifina aittir. Memeliler AFBT ile kirlenmis yem veya gida tiikettikten
sonra, AFBTin bir kismi hayvanlarin karaciger, bobrek, kan, kas ve yumurta gibi yenilebilir kisimlarinda birikir ve AFBTin
baska bir kismi AFMTe donusturdlr ve hayvanlarin salgiladigi sttte ve Urettigi idrarda bulunur. Atilimi ve AFB1 alimi pozitif
korelasyona sahipti.

AFM1ayrica baz Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus tarafindan dogrudan Uretilebilir, ancak oran diger toksinlere
(6rnegin B1, B2, G1, G2) kiyasla oldukga diistiktlr. AFMTin toksisitesi esas olarak kanserojenlik ve mutajenlik olarak ortaya
cikar. AFMTin kanserojenligi temel olarak AFBTinkine benzer, ancak toksisitesi AFBTinkinden daha dusuktdr. Ancak
potasyum siyandr ve arsenik trioksit ile karsilastirildiginda hala oldukca toksik bir maddedir ve gu¢lu bir kanserojendir.

Prensip

Antikor ve antijenin spesifik baglanmasina dayanarak, AFMTin monoklonal antikorlari bir imminoafinite kolonu olusturmak
icin kolonda sabitlendi. Numune ¢ikarildiktan, santrif(j edildikten veya filtrelendikten ve Ust sivi uygun sekilde seyreltildikten
sonra, numunedeki AFM1yavasca imminoafinite kolonundan gecer ve spesifik olarak antikora baglanir. Baglanmamis diger
maddeleri ¢ikarmak icin imminoafinite kolonunu durulayin ve AFMTi metanol ile eliie edin. Uygun seyreltmeden sonra
analitik cihaz tespiti icin kullanilabilir.

Uygulama

Bu Uriin AFMTiceren numunelerin 6n islenmesi igin uygundur. Numune ¢6zeltisi imminoafinite kolonu tarafindan
saflastirildiktan sonra, HPLC, LC-MS ve diger analitik cihazlar tarafindan dogrudan nitel ve nicel tespit icin kullanilabilir.
Sinyal-gurQltd oranini etkili bir sekilde iyilestirebilir ve tespit yonteminin hassasiyetini ve dogrulugunu artirabilir.

Kati Numune

Tam inek siitl tozu, tam kegi s(it( tozu, bebek ve kiigiik cocuklar icin formiil mama (0-36 ay): 1./ 2./ 3. asama keci siitii tozu,
1./ 2./ 3. asama inek suitl tozu vb., dzel diyet kullanimlariicin stt tozu: hamile ve yatan kadinlar icin st tozu vb.
SiviNumune

Sivi stit numuneleri, taze ¢ig inek sttu, taze ¢ig keci sutd, saf sut vb.

Yari - SiviNumune

Krema, peynir vb.

[Not: Ayrintili olarak listelenmeyen numuneler igin liitfen numune tiirine gére ¢ikarma yontemini secin. Stipheniz varsa

|itfen Griin yoneticisiyle iletisime gegin veya onay yontemi icin numuneleri BIOEASY'ye génderin.]
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Performans Bilgileri Saklama ve Raf Omrii

Kolon Kapasitesi :100ng Saklama :2-8 °C'de saklayin.

Geri Kazanim Orani :>90% (Buzdolabinin i¢ duvarina yakin olmayiniz.)
Dondurmayin. Dogrudan gunes isigindan,
nemden ve I1sidan uzak tutun.

Test Kiti Bilesenleri (Kit basina 25 Test) Raf mrii : 24 ay.

1. 25 Adet 3 mL immiinoafinite Kolonu
2. Tkullanim kilavuzu

Gerekli ancak saglanmayan malzemeler (BIOEASY'den temin edilebilir)
Ekipman:

1. Homojenizatar, yiksek hizl pulverizator, doku pulverizatori

2. Eleme: Tmm-2mm agiklikli test elegi

3. Terazi: 0,01 g duyarlilik

4. Vorteks karistirici

5. Ultrasonik veya vorteks calkalayici

6. Ylksek hizll homojenizator: 6500 r/dak-24000r/dak

7. Santriftj: hiz> 6000 r/dak

8. Kati Faz Ekstraksiyon cihazi (vakum pompali)

9. Termovap Numune Konsantratori

10. Sivi Kromatografisi ve Sivi Kromatografisi-Kitle Spektrometresi gibi analitik cihazlar
11. 50mL dereceli silindir

12. Tek kanalli pipet: 10 uL-100 pL, 100 pL-1000 pL, 1000 pL-5000 pL

13. pH dlger (veya pH testi)

Sarf Malzemeleri:

1. Santrif(j tipG (4 mL, 50 mL)

2. Sirnga veya yiikleme t{ip{ (30 mL)

3. Cam mikrofiber filtreler: gerekli hizli, ylksek yik, sivida tutulan parcacik 1,6 pm'dir

4.1 mL Tek kullanimlik siringa

5. 0,22 pm milipor filtre membranli tek kullanimlik milipor filtre bashdi (Kullanilmadan 6nce adsorpsiyon olayi olmadigini
dogrulamak igin segilen filtre membranini standart ¢ozeltiyle test edin).

Reaktifler:

(Aksi belirtilmedigi strece, kullanilan tiim reaktifler analitik derecededir ve su saf sudur.)

1. Metanol: kromatografik saflik

2. Asetonitril: kromatografik saflik

3. Sodyum klorir

4, pH 7,4 olan Fosfat Tampon Cozeltisi (PBS): 8,00 g sodyum kloriir, 1,20 g disodyum hidrojen fosfat, 0,20 g potasyum
dihidrojen fosfat ve 0,20 g potasyum klorir tartin, suda ¢oziin ve 1000 mL'ye seyreltin.

5. Asetonitril ile doymus n-hekzan ¢ozeltisi: 800 mL n-hekzana 200 mL asetonitril ekleyin, iyice karistirin, bir gece bekletin.
Ust katman asetonitril ile doymus n-hekzan ¢dzeltisidir.
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Numune Hazirlama
Numuneyi toz haline getirmek icin yiksek hizli bir toz haline getirici kullanin, pargacik boyutunu 2 mm'den daha kicik hale
getirmek icin eleyin, esit sekilde karistirin ve numune sisesine 100 g'a kadar alt paketleyin, kapatin ve test icin saklayin.

Sivi Numuneler

Tim sivinumuneleri homojenizator tarafindan bir kapta iyice karistirin, test edilecek 100 g (mL) numune alin.
Yari - Sivi Numuneler

Bir doku ezici ile ezin ve karistirin. Numune sisesine kapatin ve test icin saklayin.

Numune Ekstraksiyonu

Kati Numune

Tam inek siitii tozu, tam kegi siitl tozu, bebek ve kiigiik cocuklar igin formiil mama (0-36 ay): 1./ 2./ 3. asama kegi siitii tozu, 1./ 2./ 3.
asama siit tozu vh., 6zel diyet kullanimlariigin siit tozu: hamile ve yatan kadinlar igin siit tozu vb.

SiviNumune
Misir yagi, vb.

Yari - SiviNumune
Peynir

1. 50 mL santrifQj tipune 1,00 g 6rnek tartin.

2. Cozllmesiigin 4 mL su ekleyin.

3.2 mL asetonitril ekleyin, karistirmak icin vorteksleyin ve 20 dakika boyunca ultrasonik/vorteks ¢alkalayicida calkalayin
(veya homojenizatorle 3 dakika homojenlestirin).

4. Numune soliisyonunun hazirlanmasi igin dst siviyi elde etmek tizere > 6000 r/dk'da 10 dakika santrif(j edin
(veya homojenizasyondan sonra gres harig cam elyaf filtre kagidiyla filtreleyin).

Yari - Sivi Numune
Krema

1. 50 mL santrif{j tipune 1,00 g numune tartin.
2. 4 mL asetonitril ile doymus n-hekzan soltsyonu ekleyin.
3.2 mL asetonitril ekleyin, karistirmak icin vorteksleyin ve 20 dakika boyunca ultrasonik/vorteks ¢alkalayicida calkalayin
(veya homojenizatdrle 3 dakika homojenlestirin).
4, Numune sollisyonunun hazirlanmasi igin asetonitril tabakasini (alt tabaka) elde etmek izere > 6000 r/dk'da 10 dakika santrif(ij edin
(veya homojenizasyondan sonra gres harig cam elyaf filtre kagidiyla filtreleyin).

Sivi Numune

Sivi st 6rnekleri, rnegin taze ¢ig inek sutd, taze ¢ig kegi sutd, saf siit, vb.

1. 4,00 g 6rnegi 50 mL santrifdj tpine tartin.

2. Cozllmesiicgin 4 mL su ekleyin.

3.2 mL asetonitril ekleyin, karistirmak icin vorteksleyin ve 20 dakika boyunca ultrasonik/vorteks ¢alkalayicida calkalayin
(veya homojenizatorle 3 dakika homojenlestirin).

4. Ornek gozeltisinin hazirlanmasi igin Gist siviyi elde etmek iizere > 6000 r/dk'da 10 dakika santrifiij edin
(veya homojenizasyondan sonra gres haric cam elyaf filtre kagidiyla filtreleyin).

+90 (312)397 4330 @®

;q ABP TAHIL, UN, GIDA ve YEM abp@abp.comtr €
KALITE KONTROL CIHAZLARI p@abp.com.

www.abp.com.tr @

Detayli bilgi icin ABP Satis Muhendislerine danisabilirsiniz...



Numune Cozeltisi Hazirlama

1. Son adimda elde edilen tim ¢ozeltiyi dogru bir sekilde pipetleyin.

2.50 mLye su ekleyin.

3. Tam Ustteki ¢Ozeltiyi 6rnek ¢ozelti olarak elde etmek igin 10 dakika boyunca >6000 r/dk'da santrifdj edin.

Numune Cozeltisi Saflastirma

1. Kullanmadan 6nce immiinoafinite kolonunu oda sicakligina getirin, siringa haznesini veya yikleme tipint immunoafinite kolonuna
badlayin ve kolondaki orijinal siviyi tamamen damlatin.

2. immiinoafinite kolonunu durulamak icin siringa haznesine veya yiikleme tiipiine 10 mL PBS ekleyin ve kolondaki siviyi tamamen
damlatin.

3. Numune sollisyonunu siringa haznesine veya yikleme tipiine dogru bir sekilde pipetleyin, numune sollisyonunun yercekimi basinci
altinda saniyede 1-2 damla hizinda damlamasina izin verin.

4. Numune soliisyonu damlasi bittikten sonra, imminoafinite kolonunu durulamak igin siringa haznesine veya yiikleme tiiptne 20 mL
su ekleyin. Damla bittikten sonra immiinoafinite kolonunu bosaltmak igin bir vakum pompasi kullanin.

5. Siringa haznesini veya yikleme tipini ¢ikarin, imminoafinite kolonunun altina 4 mL1ik bir santrifdj tlpQ yerlestirin.

6. immiinoafinite kolonunu eliie etmek igin 2 mL metanol ekleyin. Damla tamamlandiktan sonra immiinoafinite kolonunu bosaltmak
icin bir vakum pompasi kullanin.

[Not: Metanol eklendikten yaklasik 1 dakika sonra disari sivi damlamiyorsa, liitfen 1-2 damla sivinin disari akmasini sagjlamak igin bir
siringa kullanarak biraz basing uygulayin, yergekimi basinci altinda damlatmaya devam edin.]

Sonu¢ Yorumlama
2 mL eluentteki AFMTigerigi, 1g numunedeki AFM1igerigine esdegerdir (Sivi sit numunesi 4 g'a esdegerdir)

AFMTicerigi = Tespit Konsantrasyonu x Seyreltme Gergegi

Onlemler

1. Tim analiz islemi gerekli alanda yapilmalidir. Alan, nispeten bagimsiz bir ameliyat masasi ve atik depolama cihazi olmali ve dogrudan
glines 1sigindan uzak tutulmaldir.

2. Tim deney boyunca, operatdr son derece toksik maddelere maruz kalma gerekliliklerine uygun olarak ilgili koruyucu 6nlemleri
almalidir.

3. Kullanmadan dnce gerekli sayida immiinoafinite kolonunu ¢ikarin ve oda sicakligina geri koyun.

4. Son kullanma tarihinden sonra immiinoafinite kolonunu kullanmayin.

b. Tartilacak numune miktari ihtiyaclara gore uygun sekilde artirilabilir veya azaltilabilir ve sodyum klorir ve ekstraksiyon ¢ozeltisi
miktari orantil olarak artirilabilir veya azaltilabilir.

6. Numunedeki toksin iceriginin seyreltme faktoriine béllinmesi kolon kapasitesinden yiksek oldugunda, tekrar test yapiimasi
gerekir. Misteriler numune ¢ozeltisinin hacmini uygun sekilde azaltabilir veya seyreltme faktériini artirabilir.

7. Numune gozeltisinin optimum pH' 7-8 arasindadir, numune ¢ozeltisini kolona damlatmadan 6nce pH metre (veya pH test seridi) ile
pH' kontrol edin. pH bu aralikta degilse, pH' sodyum hidroksit veya hidroklorik asit ile ayarlayin.

8. Kullanilmis kabin ve mikotoksin gozeltisinin %5 sodyum hipoklorit cozeltisi (V/V)ile bir gece bekletiimesi dnerilir.

Kolon Kapasitesi ve Kolon Kurtarma Dogrulamasi

1. 300 ng AFM1 standart stok sollsyonunu 30 mL PBS'ye ekleyin ve numune soliisyonu elde etmek igin iyice karistirin.

2. Ayni partiden G imm{noafinite kolonu alin. Eklenen numunenin hacmi 10 mLdir (100 ng AFMTe esdegerdir).

3. Numune ekleme, durulama ve eliisyon prosediirii "Numune Soliisyonu Saflastirma‘daki adimla aynidir. Suyla durulayin.
4. Tespit ve analiz.

Sonug yorumlama: )
AFM1sonucunun 290 ng olmasi, geri kazanim oraninin >%90 oldugunu gésterir. Uriin gegerlidir.
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