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NUMUNE HAZIRLAMA VE EKSTRAKSIYON

Isilislem gdérmus numuneleri veya kaynag bilinmeyen numuneleri analiz etmek icin ekstraksiyon
prosediru C'yiizleyin. Isil islem gormemis tum mallar icin ekstraksiyon prosediiru A veya B'yi izleyin.

A. Orbital calkalayici veya dondiiriicii ile 1sil islem gormemis numunelerin ekstraksiyonu

1. 6 kisim etanolu 4 kissm damitilmis su ile birlestirerek %60 etanol 6ziitleme solusyonu hazirlayin.
Prosediir notu 1'de detaylandinldigi gibi numune 6zii seyreltme sollisyonu (PBS) hazirlayin.

2. Temiz bir 50 cc tlipe 1 g 6glitlilmiis numune veya 1 mL sivi numune ekleyin.

3. Tupe 1 olcek ekstraksiyon katki maddesi ekleyin.

4. Tupe 10 mL (sivi numuneler icin 9 mL) %60 etanol ekleyin, kapagini sikica kapatin, ardindan tiipu elle yaklasik
1 dakika kuvvetlice calkalayin veya tam karismayi saglamak icin 30 saniye vorteksleyin.

5. TUpu yan tarafi aletin diiz pedi lizerine yatirarak ve bir lastik bant veya bant kullanarak sikica tutarak bir orbital
calkalayicida veya dondiiriiclide sallayarak (150 rpm) ¢ikarin. Oda sicakliginda 10 dakika dondiiriin veya
sallayin.

6. Numuneyi (gerekirse) oda sicakliginda> 2500 g'de 10 dakika santrifiijleyin.

7. Ekstraktin Ust katmanindan 100 pL ¢ekerek ve bunu 4,9 mL numune ekstrakti seyreltme soltisyonu (PBS)
iceren kuicuk bir tlipe veya siseye aktararak her numuneyi 1:50 oraninda seyreltin.

8. Karistirmak icin tlipu 5 saniye vorteksleyin.

9. Seyreltilmis numuneleri ekstraksiyondan sonraki 2-3 saat icinde test edin.
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B. Calkalayici veya calkalayici su banyosu ile isil islem gormemis numunelerin ekstraksiyonu

1. 6 kisim etanolui 4 kisim damitilmis su ile birlestirerek %60 etanol 6ziitleme soliisyonu hazirlayin.
Prosedur notu 1'de detaylandirildig gibi numune 6zi seyreltme sollisyonu (PBS) hazirlayin.

2. 125 mL temiz ekstraksiyon sisesine 2 g 6gtitiilmiis numune veya 2 mL sivi numune ekleyin.

3. Siseye 1 6lcek ekstraksiyon katki maddesi ekleyin.

4.20 mL (sivinumuneler igin 18 mL) %60 etanol ekleyin, sisenin kapagini sikica kapatin ve tam karismayi
saglamak icin yaklasik 20 saniye elle kuvvetlice sallayin.

5. Oda sicakliginda 10 dakika calkalayicida ¢alkalayarak (150 rpm) ekstrakte edin
(calkalayici su banyosu calisabilir, ancak sty agmayin). Siseyi calkalayicidan veya banyodan ¢ikarin.

6. Numuneyi (gerekirse) oda sicakliginda> 2500 g'de 10 dakika santriftjleyin.

7. Ekstraktin ist katmanindan 100 pL ¢ekerek ve bunu 4,9 mL numune ekstrakti seyreltme sollisyonu (PBS)
iceren kiicuik bir tlipe veya siseye aktararak her numuneyi 1:50 oraninda seyreltin.

8. Karistirmak icin tlipui 5 saniye vorteksleyin.

9. Seyreltilmis numuneleri ekstraksiyondan sonraki 2-3 saat icinde test edin.

C. Isilislem gormiis veya mensei bilinmeyen iiriinlerin ¢ikarilmasi

Isilislem gormis Urtinler, 1sitilmis numuneleri yeniden dogallastiran ve bir numunedeki olasi herhangi bir
gliadin'in dogru bir sekilde saptanmasini saglayan gliadin yeniden dogallastirma kokteyl soliisyonunu
(Neogen Uirlin 8515) gerektirir. Isil islem gdérmis 6rneklerden gliadin ¢cikarmak igin:

1. 8 kisim etanolii 2 kisim damitilmis su ile birlestirerek %80 etanol 6ziitleme soliisyonu hazirlayin.
2. Prosediir notu 1'de detaylandirldigi gibi numune 6zl seyreltme soliisyonunu (PBS) hazirlayin.
3.0,25 g numuneyi 50 cc vidali kapakli santrifiij tiipline tartin.
4. 2.5 mL renattire edici kokteyl sollisyonu ekleyin.
5. Numuneler karabugday, kestane unu veya cikolata, kahve, kakao, sarap, otlar veya meyveler gibi
tanenler/fenolik bilesikler iceriyorsa, 1 6lcek ekstraksiyon katki maddesi ekleyin.
Diger tiim emtia turleri igin ekstraksiyon katki maddesi eklemeyin.
6. Kokteyl ve numuneyi homojenize etmek icin 30 saniye kapatin ve vorteksleyin.
7.50°C'de (su banyosu veya firin) 40 dakika inkibe edin.
8. Ornekleri cikarin ve 5-10 dakika sogumaya birakin.
9.7,5 mL %80 etanol ekleyin ve tekrar 10-20 saniye vorteksleyin.
10. Bir donduiriicu (tlptin yaninda) Gizerinde oda sicakliginda 1 saat ¢alkalayin (150-200 rpm).
11. Numuneyi (gerekirse) oda sicakliginda> 2500 g'de 10 dakika santriftjleyin.
12. Numuneyi 1:12,5 PBS'ye (200 pL numuneyi 2,3 mL PBS'ye) seyreltin.
13. Kanistirmak icin tlipui 5 saniye vorteksleyin.
14. Seyreltilmis numuneleri ekstraksiyondan sonraki 2-3 saat icinde test edin.
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VERATOX® FOR GLIADIN R5

LUTFEN TEST YAPMADAN ONCE KIT TALIMATLARINI TAMAMEN OKUYUN.

Saglanan Malzemeler
« 48 antikor kapli mikro kuyu
« 48 kirmizi isaretli transfer kuyusu

«0,2.5,5,10, 20 ve 40 ppm gliadin kontrollinden olusan 6 sari etiketli sise

« 2 mavi etiketli sise enzim etiketli antikor konjugati
« 1 yesil etiketli sise K-Blue ® Substrate
« 1 kirmizi etiketli sise Red Stop sollisyonu

« Genis agizli bir sisede 40 mL 10 mM PBS-Tween yikama reaktifi. Her sise distile veya

deiyonize suda 1 L hazirlayabilir (pH 7.4)

Uriin numarasi: 8510
Test siiresi: 30 dakika

Siparisicin
abp.com.tr'yi ziyaret edin
veya 0 (312) 397 43 30'ii arayin.

« 1L seyreltme tamponu hazirlamak igin yeterli toz iceren 10 mM PBS kuru tozdan

1 folyo poset numune seyreltici konsantresi
«2 numune kabinda 50 g ekstraksiyon katki maddesi
« Ekstraksiyon katki maddesini 6lgmek icin plastik kepge

Prosedur

Kuyulari aktarmak icin 150pL kontroller
ve ekstrakte edilmis érnekler ekleyin.

Antikor kuyularina 100 pL aktarin.
10 dakika inkilibe edin. Diiz bir ylizeyde

ileri geri kaydirarak 20 saniye karistirin.

g o .

Suyu, emici kagit havluya hafifce vurun. 12 kanalli pipet kullanarak reaktif
teknesinden antikor kuyularina 100 pL
konjugati aktarin. 10 dakika inkiibe
edin. Dliz bir ylizeyde ileri geri
kaydirarak 20 saniye karistirin.

Sonuglari bir mikro kuyu okuyucuda
okuyun.

Reaktif teknesinden antikor kuyularina
100 pL Red Stop aktarin. Karistirin.
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Antikor kuyularindan siviyi bosaltin Kuyulartiyice yikayin. Yikama
soliisyonu ile yilkama adimini 5 kez

tekrarlayin.

Siviyi bosaltarak, kuyulari iyice yikayarak
ve hafifge vurarak kurutarak 3-5
arasindaki adimlari tekrarlayin.

12 kanalli pipet kullanarak reaktif
teknesinden antikor kuyularina 100 pL
substrat aktarin. 10 dakika inkiibe
edin. Dliz bir yizeyde ileri geri
kaydirarak 20 saniye karistirin.

Uriin Ozellikleri

Bicim: Sandvic ELISA

Kantitasyon araligi: 2.5-40 ppm gliadin

Saglanan kontroller: 0, 2.5, 5,10, 20 ve 40 ppm gliadin
Test siiresi: 30 dakika

Onaylar: AOAC-RI 061201

Siparis Bilgileri
Gliadin R5 igin 8510 Veratoks
8515 Gliadin renatiire edici kokteyl soliisyonu
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