MAIA Pesticide MultiTest®

GIDALARDA PESTISiT KALINTILARI iCiN
AB MAKSIMUM KALINTI LIMITLERI ILE UYUMLU COKLU KALINTI TARAMA TESTI

Microplate Acetylcholinesterase Inhibition Assay (MAIA) kati veya sivi gida
orneklerinin hidro-asetonitrilik ekstraktlarinda organik fosforlu, organik klorlu ve karbamatl
pestisitlerin kalintilarini tespit etmek icin gelistirilmistir. Bu Ug gruba ait pestisit molekdillerinin
ortak oOzelligi asetilkolinesteraz (AChE) aktivitesini inhibe etmeleridir. MAIA testi, AChE
aktivitesinin inhibisyonu prensibine dayall yari kantitatif kolorimetrik bir metottur.

MAIA ile gidalarda pestisit kalintilarinin tespiti igin dncelikle oldukca pratik bir protokol ile
pestisit ekstraksiyonu gergeklestiriimelidir. Elde edilen ekstrat ve AChE 6n inklibasyona
birakilir. MAIA mikroplakalarinda gergeklestirilen 6n inkiibasyon sonrasinda enzim-ekstrakt
sistemine reaksiyonun uygun substrati olan asetil tiyokolin ve tiyokolin igin gelistirilmig
kromojenik detektor ilave edilir. Son olarak reaksiyon bir enzimatik protein denaturanti
tarafindan  durdurulur. Bdylece test prosediri tamamlanmis olur.  Sonuglarin
degerlendirilmesi plaka okuyucudan elde edilen absorbans degerleri ile veya dogrudan 6rnek
kuyucuklarindaki  renk  degisimlerinin  kontrol  kuyucuklar ile  kiyaslanmasi ile

gerceklestirilebilir.

KIiT ICERIGI

1 mikroplaka (96 kuyucuklu)

1 yapigkanli bant

10 ampul liyofilize MAIA MEDIUM (memeli AChE ve pH tamponu igerir)

10 ampul MAIA STARTER (ATCI (acetylthiocholine iodide) ve DTNB (5,5'-Dithiobis (2-
nitrobenzoic acid) igerir)

1 sise MAIA Tuz (ekstraksiyon igin)

Cok kanalli pipet igin klivet

Ilave Reaktifler
HPLC grade saf su
ACS grade Asetonitril



GEREKLI CIHAZ ve EKIPMAN

1-5 ml’ ye ayarlanabilir pipet

50-300 plI’ ye ayarlanabilir cok kanall pipet
Terazi

Blender

Vorteks

Masalistl santrifiij

Mikroplaka calkalayici

Mikroplaka okuyucu (A= 405 nm, filtreli)

TEST PROSEDURU
Gida, su ve iceceklerde organik fosforlu, organik klorlu ve karbamatli pestisitlerin kalintilarini
tespit etmek icin gelistiriimis AChE inhibition assay (MAIA) prosediiri asagidaki adimlarda

aciklanmistir:

1.Sivi gidalarda ekstraksiyon
» 4 ml sivi 6rnek test tlplne aktarilr
» 4 ml asetonitril eklenir
» Test tlpu kapatilarak 1 d vorteks veya manuel olarak karigtirilir
> Kapak acilarak 2 g tuz ilave edilir
> 1 d vorteks veya manuel olarak karigtirilr
» 3000 rpm’de 10 d santriflij edilir. Satrifij sonrasi supernatant EKSTRAKT olarak

kullanihr.

2.Kati1 gidalarda ekstraksiyon
» Hayvansal veya bitkisel, donmus veya taze gida 6rnedinden 50 g alinir ve blender ile
parcalanir
> 10 ml’ lik test tlipline, 4 g parcalanmis gida 6rnedi, 1 ml saf su ve 4 ml asetonitril
eklenir
30 s vorteks ile homojenize edilir.
2 g tuz ilave edilir ve test tlipu kapatilir.
1 d vorteks ile homojenize edilir.
3000 rpm’ de 10 d santriflij edilir. Satriflij sonrasi supernatant EKSTRAKT olarak

kullanilir



3.Mikroplaka (izerindeki test kuyucuklarina 100 pl EKSTRAKT daditilir.

4.Kuyucuklar igerisindeki EKSTRAKT dogrudan hava akimini altinda oda sicakliginda
kurutulur. Kuruma stireleri laboratuar sicakligina bagh olarak degisim gosterir.

5.MEDIUM ampuliine 3,5 ml saf su ilave edilerek MEDIUM sollisyonu hazirlanir. 1 MEDIUM
ampulil 4 test kolonu icin yeterlidir. Sollisyonun ¢éziinmesi icin ampul kanstirihr. Cok kanalh
pipet kivetine MEDIUM soliisyonu ilave edilir.

6.Test edilecek tim kuyucuklara 100 pyl MEDIUM solisyonu c¢ok kanalli pipet yardimiyla
dagitilir.

7 Kit icerisinde mevcut olan yapiskanli bant ile mikroplaka kapatilir.

8.Mikroplaka oda sicakliginda ve calkalayici tizerinde 50 d 6n-inkiibasyona birakilir.
9.STARTER ampulil icerisine 2,5 ml saf su ilave edilerek STARTER sollisyonu hazirlanir. 1
STARTER ampull 4 test kolonu icin yeterlidir. Sollisyonun ¢dztinmesi icin ampul karistirilir ve
direk 1siktan korunur. Cok kanall pipet kivetine STARTER sollisyonu ilave edilir.

10.Test edilecek tim kuyucuklara 50 pl STARTER sollisyonu cok kanalli pipet yardimiyla
dagitihr. STARTER sollisyonu dagitildiktan sonra yapiskanl bant ile mikroplaka kapatilarak
reaksiyonun karanlikta gerceklestiriimesi saglanir.

11.Kuyucuklara STARTER soliisyonu dagitildiktan 8 d sonra 100 pl STOPPER sollisyonu gok
kanalli pipet yardimiyla dagitilir.

12.Mikroplaka calkalayicida 3 d bekletilir.

13.405 nm dalga boyunda kuyucuklardaki absorbans oélguldir.

SONUCLARIN YORUMLANMASI

Sonuglarin degerlendiriimesi plaka okuyucudan elde edilen absorbans dederleri ile veya
dogrudan ornek kuyucuklarindaki renk degisimlerinin kontrol kuyucuklari ile kiyaslanmasi ile
gerceklestirilebilir.
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TESPIT LIMITI

Asadidaki tabloda sit 6rnekleri icin tespit limitleri verilmistir.

Pestisit Tespit Limiti
Paraoxon < 0,01 mg/kg
Carbaryl < 0,1 mg/kg

DDT < 0,1 mg/kg

ONERILER

1.Kurutma siiresi laboratuvar sicakligina gére degisim gdsterir. (Ornegin 25°C icin 15 d, 20°C
igin 30 d, 18°C igin 45 d). Gereken surenin diginda kurutma iglemini uzatmayiniz.

2. Enzim aktivitesi laboratuvar sicakliina gore dedisim gosterir. STARTER (kromojenik
reaksiyon) adimi su sekilde ayarlayiniz: 25°C igin 8 d, 20°C icin 10 d, 18°C igin 12 d.

3. MEDIUM solisyonunu hazirlarken kdpuk olusturmadan dairesel hareketlerle karistiriniz.

4. MEDIUM sollsyonunu ilave ettikten sonra yapiskanli bandin kuyucuklar tzerinde yapisip
yapismadigini kontrol ediniz.

5. STARTER soliisyonunu kiivet igerisinde ve reaksiyon asamasinda direk isiktan uzak
tutunuz.

6. STOPPER sollisyonu ve kuyucuklar igerisindeki inkiibe edilmis érneklerin iyice karismasi 2
kez pipetleme yapilarak sadlanir. Her kolonda reaksiyonun durdurulmasindan sonra pipet
uglarini degistiriniz.

7. MEDIUM sollisyonundan STARTER soliisyonuna gegerken ok kanalli pipetinizi 100 pl” den
50 I’ ye; STARTER sollisyonundan STOPPER sollisyonuna gegerken ¢ok kanalli pipetinizi 50
pI” den100 pl’ ye ayarlayiniz.

KULLANICI ICIN KALITE KONTROLU

Kullanici negatif ve pozitif kontroli kontrol kolonlarini kullanarak test edebilir. Kontrol
kolonlari; pestisit icermeyen kurutulmus sit ve Paraoxon (organik fosforlu) ve Carbaryl
(karbamatl) pestisitlerini iceren kurutulmus stt érnekleri icermektedir.

SAKLAMA KOSULLARI
2-8°C' de saklayiniz.
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