1) Nazev
SOP-CCT-CYANOTOX-ELISA
Stanoveni microcystinii s vyuzitim ELISA

2) Autor
Lucie Blahova, Ludék Blaha a kol. (Centrum pro cyanobakterie a jejich toxiny, Botanicky ustav
AVCR a VC RECETOX PiF MU, Brno)

3) Urceni a cil
Imunochemické stanoveni microcystinti ve vzorku (voda)

4) Princip

Stanoveni je zaloZeno na kompetici microcystinil (rozpusténé MC ve vzorku) s pfipravenym
konjugatem (= MC-tracer-peroxidaza, MC-HRP) o vazna mista na mySi monoklonalni protilatce
proti microcystinu-LR (MADb) vazané na mikrodesce pomoci dalsi protilatky (IgG, anti-mysi anti-Fc
IgG). Jde o ptimou kompetitivni ELISA: slepy vzorek (destilovana voda) bez ptitomnosti MC - se
na MAD vaZze jen znaceny microcystin (MC-HRP) a nasledné je vysoka aktivita enzymu HRP
(peroxidaza) kvantifikovana vznikem barevného produktu; v ptitomnosti MC ve vzorku dochazi ke
kompetici o vazna mista na protilatku (MAb) a MC-HRP se vaze na mén¢ vazebnych mist
protilatky. Diky niZ§i koncentraci navdzaného MC-HRP vznika méné barevného produktu
enzymatickou reakci HRP v ptitomnosti volného MC.

5) Terminologie

6) Rusivé vlivy a Omezeni metody
Cely postup je tfeba realizovat v definovanych Casovych intervalech a deska v pribéhu méieni
nesmi vyschnout (napf. nechat stat na stole prazdnou desku apod.).

7) Bezpecnost pii praci a toxikologické tdaje

Microcystiny jsou toxické latky! Microcystiny jsou podle vyhlasky 474/2002 Sb. Pril. ¢. 1
povazovany za VYSOCE RIZIKOVE TOXINY. Jakékoli nakladani s nimi je moZné pouze na
zéklad¢ opravnéni vydaného Statnim Gfadem pro jadernou bezpecnost. Veskera manipulace s VRT
musi byt v souladu s predepsanymi bezpeCnostnimi opatfenimi a podléhd piisné EVIDENCI a
kontrole!

Kyselina sirova — silna ziravina!

Pti praci pouzivat ochranné rukavice.

8) Odpady a likvidace
Promyvaci roztoky a odpad vylévat do vylevky a splachnout vodou. Pouzité desticky, Spicky,
zkumavky od vzorki, eppendortky apod. likvidovat jako b&zny pevny odpad.

9) Normativni odkazy
10) Chemikalie a spotiebni material
% PUFRY (piipravené podle SOP-CCT-CYANOTOX-ELISA-003) a ulozené pii
laboratorni teploté (kontejner ,,ELISA®, Laboratof cyanotoxint):

Uhli¢itanovy puft, (40 mM, pH 9.6)
Pufr pouzivany k fedéni a kryti desky prvni protilatkou (IgG).

PBS (80 mM !!! koncentrovany, pH 7.4, NaCl 8,76 g/l)
Pufr pouzivany ke kryti desky druhou protilatkou - monoklonalni anti-MC (MADb).




PBS (7 mM standardni, pH 7.4, NaCl 150 mM)
Pufr na promyvéani mezi I[gG a MAb.

PBS + Tween20 (7 mM standardni, pH 7.4, NaCl 150 mM .+ 0.05% v/v Tween20)
Pufr na promyvani desky po navazani protilatek (po MAD).

TRIS (0.1 M, pH 7.4, NaCl 8.76 g/)
Pufr na fedéni konjugatu.

H,SO4 5% v/v.
Kyselina - zastaveni enzymatické reakce na konci.

% PUFR (ptipraveny podle SOP-CCT-CYANOTOX-ELISA-003) a ulozeny v lednici
+4°C (krabice ,,ELISA®, Lednice - Laboratof cyanotoxinil):
TRIS koncentrovany (1M, pH 7.4, NaCl 87.6 g/l, 1% BSA, 1% EDTA)
Blokovaci pufr pfidavany tésné pied vzorkem - blokovani nespecifickych vazeb.

<+ CHEMIKALIE uloZené v mrazaku pi¥i —18°C (krabice ,,ELISA“, Mrazak se zamkem -
Laboratoi cyanotoxinti)
MAb
(10x zfedéna rozplnéna v eppendorfce + nefedény zasobni roztok v origindlni lahvicce) - komeréni
protilatka (monoklonalni - v mysi vyrobena - protilatka proti microcystinu-LR, ALEXIS)

Konjugit MC-HRP

stabilizovany 1%BSA, rozdéleny do n€kolika Sroubovacich plastikovych zkumavek a uchovany pti
-18°C.

Priprava konjugdtu (MC-HRP) - Chemicka syntéza komercni peroxidazy (HRP = horse radish
peroxidase) s cistym microcystinem-LR pres muistek vytvoreny Traut’s reagent a nasledné precisteni
gelovou chromatografii. Postup (vyrobeno v laboratorich RECETOX- SOP-CCT-CYANOTOX-
ELISA-004)

Zasobni roztok MC-LR pro kalibraci
Ptiblizna koncentrace 2 ug/mL MC-LR ve vodném roztoku - piesna koncentrace ovérena pomoci
metody HPLC-DAD uvedena ne vialce i1 v protokolu u vialky se standardem.

< CHEMIKALIE uloZené v lednici p¥i 4°C (krabice ,, ELISA®, Lednice - Laboratof
cyanotoxintl)
T™MB
chromogenni substrat pro peroxidazu (HRP) - ,tetramethylbenzedine* - komercni: TESTLINE
(z&sobni roztok je ve stiibrné 1,5L velké lahvi - z néj je odlito do hnédé lahvicky od fmy Sigma)

IeG
komer¢ni protilatka, v sklenéné piivodni nadobce (kozi polyklonadlni anti-mysi anti-FclgG protilatka
tridy IgG, MP BIOMEDICALS)

< DALSI POTREBY - Laboratof cyanotoxinti
Desky NUNC - !!! nutno pouzit tyto "high-binding" mikrotitra¢ni 96-ti jamkové desky, kontejner
,ELISA®, Laboratof cyanotoxinil. (Jamky, které nebudou vyuzity pri aktudlné provadeéném
stanoveni prekryt parafilmem. Po ukonceni testu mikrodesticku uschovat - nepouzité jamky mohou
byt vyuzity pri dalsich stanovenich.)



Obycejné desky - pomocné pro predpiipravu vzorku a standardu pted analyzou)

Pipetovaci vanicky - kontejner ,,ELISA®, Laboratof cyanotoxinti - kazda vanicka je popsana a je
urcena pouze pro jeden druh roztoku !!!

Vhodné $picky pro multikanalové pipety

Sklenéné pipety (Sml, 25ml)

Sklenéné vialky pro ptipravu kalibra¢ni fady

Eppendorfovy zkumavky

11) Vzorky
- ptipravené podle SOP-CCT-CYANOTOX-MC-001-003, resp. 005, 008

12) Piistroje
- trepacka LT-1
- vortex
- (promyvacka)
- multikanalové pipety (8,12-kanalt) na objem 15ul-300ul, 10-200ul
- pipety do 1-10 pL, do 10-100 pL, do 100-1000 pL
- davkovaci pipeta (50-1000uL)
- mikrodestickovy spektrofotometr TECAN — Genios
- centrifuga

13) Kalibrace pted zkouSkou
14) Vlastni postup

Den 1

Kryti desek IgG:

IgG ve sklenéné ptivodni lahvicce (+4°C) ditkladn€ promichat nejméné 30s (vortexovat) !!! Dbat na
to, aby se obsah sklenicky nedostal do vicka odkud by se pozdé&ji Spatné dostaval.

Pottebné mnozstvi IgG fedit 2000x v uhli¢itanovém pufru (tj. 1 dil rozmraz. 1gG / 1999 dilim
pufru). Dikladné promichat - vortexovat !!!

Dévkovat po 250 pL/jamku.

(Celkovy potrebny objem spocitat predem - napr. na desku = 96 jamek x 250 ul. =24 mL + rezerva
1 mL=>12.5uL IgG: 25 mL uhlic. pufru).

Prekryt folii - parafilmem (piipadné i1 vickem) a nechat pies noc inkubovat na tiepacce pfi mirném
michani v teploté laboratofe.

Den 2
a) Vylit obsah jamek do odpadu, dikladné vSe vyklepnout

b) Promyvani PBS (zopakovat 5x)
- do kazdé jamky 250 uL PBS (standardni)
- promichat, vylit do odpadu, vyklepnout, (pfipadné pouzit promyvacku)

c¢) Kryti desek MAb:

Zamrazenou 10x ziedénou MAb(1dil MAb:9dilim PBS:glycerol) v Eppendorfové zkumavce (-
18°C) rozmrazit a dikladn¢ promichat (vortexovat) !!!

Ptipravit potfebné mnoZstvi MAb 3000x ziedéné tzn. 10x ziedénou zasobni MAb ziedime jesté
300x v koncentrovaném 80 mM PBS (tj. 1dil zamrazené 10x fedéné MAb z eppendortky /
299diliim pufru ). Dikladné promichat - vortexovat !!!.

Déavkovat po 250 pL/jamku.



(Celkovy potrebny objem spocitat predem - napr. na desku = 96 jamek x 250 uL = 24 mL + rezerva
0.5 mL => 84 uL. MAb: 25 mL 80 mM PBS).
Déavkovat 250 uL/jamku.

Zbytky rozmrazené MAb ulozit do mrazdku a co nejdrive zpracovat!

d) Mikrodesticku piekryt folii - (pfipadné vickem a alobalem) a na tfepacce nechat 60 minut mirné
michat. (pozn. délka inkubace je zavisla na TMB, které bude pouzito ke vzniku barevné reakce —
TMB od fmy TESTLINE — 60min; od SIGMY — 80min), délku inkubace pti pouziti TMB od jiného
vyrobce je lepsi pfedem optimalizovat.

e) Vylit obsah jamek do odpadu, diikkladné vse vyklepnout

f) Promyvani PBS + TWEEN 0.05% (zopakovat 5x)
- do kazdé jamky 250 uL PBS+TWEEN
- promichat, vylit do odpadu, vyklepnout, ptipadné pouZzit promyvacku

g) Davkovani bloka¢niho roztoku
Do kazdé jamky davkovat 20 uL 1M TRIS+BSA/EDTA multikanidlovou pipetou (koncentrovany
TRIS - bloka¢ni roztok, ulozeny v lednici, pfedem vytemperovat na laboratorni teplotu) .

h) Davkovani vzork

Doptedu mit ptipravené kalibracni roztoky a blank = destilovand H,O (koncentrace microcystinu-
LR 0.125, 0.5 a 2 ug/L je vhodné pfipravit fedénim z koncentrovaného roztoku MC-LR 2ug/mL v
den analyzy, je tieba dbat na dobré promichani roztoki - vortexovani, zdsobni roztok MC-LR
2ug/mL uchovévat v mrazaku ve sklenéné nadobce).

Doptedu mit piipravené vzorky (SOP-CCT-CY ANOTOX-MC-001-002- 008), pted analyzou
vzorkl volné vody nutno zcentrifugovat 150000t./min 10min., aby se odstranila ptipadna biomasa a
necistoty, zlepsi se tim reprodukovatelnost vysledkii.

Redéni vzorku je nutné zejm. u vzorkii, ve kterych lze ocekavat koncentrace vyssi nez maximalni
koncentrace v kalibraci (tj. > 2 ug/L). Po redeéni 5-10x by se koncentrace vzorku méla dostat do
kalibracniho rozsahu metody.

IHNED po davkovani blokacniho roztoku ptidavat vzorky pienesenim 200 uL z pomocné desky
multikandlovou pipetou, do které byly vzorky a kalibra¢ni roztoky (MC-LR 0.125/0.5/2ug/L) a
blank (destilovana H20) pfedem napipetovany v triplikatech a s rezervou 200+30 ul v
analyzovaném potadi. Pozor na vyménu Spicek pti pfenaseni riznych vzorka.

v v

otackami, opét zakryté folii, vickem a alobalem.

1) Davkovani konjugatu MC-HRP.

Zasobni roztok MC-HRP je rozplnén a ulozen pri teploté -18°C (mrazdk ,,A“, Laborator
cyanotoxinit). Pred pouzitim rozmrazit a dikladné promichat (vortexovat, min. 30s) !!! Stale
uchovévat ve tmé¢ (zakryté alobalem).

Ptipravit potfebné mnozstvi konjugatu MC-HRP 300x fedéného v 0.1M TRIS pufru (fedéni 300x,
tj. 1:299 v pufru 0.1 M TRIS).

(Celkovy potrebny objem spocitat predem - napr. na desku = 96 jamek x 50 uL = 4.8 mL + rezerva
600 uL =>18 uL. MC-HRP:5.4 mL 0.1M TRIS).

Déavkovat multikanadlovou pipetou do kazdé jamky po 50 puL konjugatu.

Promichat na desce stolu kruhovym pohybem a inkubovat 15 minut (maximalné¢ 15 minut !!!) na

Vv



j) Obsah jamek odsat multikandlovou pipetou, nevyklepavat, zmensi se riziko kontaminace
sousednich jamek.

k) Promyvani PBS + TWEEN (zopakovat 5x)
- do kazdé jamky 250 uL PBS+TWEEN
- promichat, vylit do odpadu, vyklepnout, eventudln¢ pouzit promyvacku
-po poslednim promyti dikladné v$e vyklepnout - poklepanim na podlozku/filtr. papir

1) Pfidavani substratu (tj. TMB) pro enzymatickou reakci HRP

Do kazdé jamky pridat 175 pL substratu (TMB) multikanalovou pipetou - je uchovavan v lednici
4°C, predem tfeba vytemperovat na teplotu laboratofe.

Inkubovat cca 5 az 15 minut - sledovat vyvoj modré barvy (!!!)

V pripadé rychlé reakce je lepsi reakci zastavit drive pro dobré odliSeni negativni kontroly a MC:
NEGATIVNI KONTROLA (vyrazna barva)
nejvyssi koncentrace MC 2.0 ug/L (nejpomalejsi reakce - malo barvy)

m) Zastavit reakci ptidavkem 75 pL 5% H,SO4 (v/v) multikanalovou pipetou ve stejném potadi v
jakém se davkovala barva.

n) Promichat a zméfit Absorbanci na mikrodestiCkovém spektrofotometru TECAN — Genios —
v rezimu dual 420 / 660 nm.

15) Kontrola kvality

Test je validni kdyz:

- existuje vyznamny rozdil v hodnotach absorbance (A) negativni kontroly - vysokd A a MC 2 ug/L
- nizka A

- A kalibracniho roztoku MC 0.125 je niz§i nez A negativni kontroly (cca 80-95% hodnoty

- existuje kvalitni kalibra¢ni kiivka (A~ In(c)) v rozmezi 0.125 - 2 pg/L

16) Vystup - protokol / vypocet

- spocitat primérné hodnoty A420/660
NEG. KONTROLA /MC 0.125/MC 0.5/ MC 2 / VZOREK

- spocitat %A (vici negativni kontrole) pro jednotlivé vzorky/kalibrace:
%A = (szorek / Aneg. kontrola) X 100 [%]

- v Excelu vytvofit kalibracni kiivku A420/660 = a . In(MC) +b

17) Poznamky, dopliky:

Vypocet vysledku

1) Je-li A420/660 VZOREK >= A420/660 NEG. KONTROLA
=> koncentrace je < 0.125 pg/L (tj. <LOD)

2) Je-li A420/660 VZOREK v rozmezi kalibra¢ni kitvky
=> dosadi se A_vzorek do rovnice kalibra¢ni zavislosti a odecte se koncentrace [pg/L]

3) Je-li A420/660_ VZOREK < A420/660_MC2



=> koncentrace ve vzorku je > 2 ug/L a vzorek je tieba fedit, aby se koncentrace (a tim absorbance)
dostala do rozmezi kalibracni kiivky

Piiklad vystupu
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Problémy vzniklé pfi analyze metodou ELISA:

1. Nevalidni kalibrace

- kalibra¢ni roztoky nebyly fadné napipetovany a promichany pfi ptiprave

- konjugat HRP-MC obsahuje vétsi mnozstvi volného MC-LR, ktery se z vazby s HRP Casem
uvolnil a v absorbanci kalibracnich roztoku tak neexistuji velké rozdily (kiivka se "splostuje").
Pomiize precisténi konjugatu gelovou chromatografii na sephadexovych kolonkach.

- sekundarni protilatka MAb je moc nebo malo koncentrovana! V tomto pfipadé se musi ud¢lat
optimaliza¢ni deska, kterd bude obsahovat rizné fedéni MADb (Napt. 5000x, 3000x, 1500%, 500x) a
kalibra¢ni roztoky a tim ziskame jeji idedIni fedéni.

2. Vyrazné rozdilné absorbance triplikati

- chybné pipetovani

- nehomogenni vzorek (nedostate¢n¢ zbaveny zbytkll biomasy a necistot)

- nehomogenni konjugat HRP-MC (nedostate¢né promichany roztok)

- malo nakoutovand deska prvni protilatkou IgG (protilatka mlZze ztracet aktivitu, je nutno ji
zakoncentrovat), nespecifickd vazba druhé protilatky také piimo na desku.

- kontaminace jamek pii vyklepavani a promyvani desky

Pokud je koeficient variance mezi triplikaty vétsi jak 15%, tak se vzdy podivat na re4dlné hodnoty
absorbanci. Pokud se jedna z nich vyrazné 1i§i od dvou ostatnich, tuto hodnotu vyskrtnout.

3. Enzymaticka reakce probiha prili§ dlouho (substrat TMB se vybarvuje vice jak 15 min)

- malo nakoutovanad deska druhou protilitkou MADb (protilatka mize ztracet aktivitu, je nutno ji
zakoncentrovat).

- "starnouci" konjugat, op€t je nutno ho zakoncentrovat

4. Fale$né pozitivni nebo negativni vysledky

- ptitomnost organickych rozpoustédel

- ptimé slunec¢ni svétlo

- teplota vyss§i nez 30°C

- extrémni pH, velké mnozstvi soli, detergenii, huminovych kyselin, oxida¢nich latek
- vliv matrice (piedevsim u vzorku tkéani, sedimentti)



Ptiloha ¢. 1
k SOP-CCT-CYANOTOX-ELISA (Stanoveni microcystinti s vyuzitim ELISA)

Priprava konjugatu HRP (kienové peroxidazy) s MC-LR (microcystinem)

A.Zeck et al./Analytica Chimica Acta 441 (2001) 1-13

Chemikalie:

HRP (horse redish peroxidase) SIGMA 25000 U, type 11
Trautovo reagent (2-iminothiolane hydrochloride) PIERCE
Sephadexova kolonka G20?

Pufry:

PBS standardni

Triethanolamin pufr 50mM; 0,15M NaCl; ImM EDTA*2H20; pHS8
Boratovy pufr 0,1M; pH9,2

Postup:

Navazku 10mg HRP v tmavé vialce rozpustit 0,5ml triethanolaminovym pufrem a pfidat 150ul
trautova reagentu ze zadsobniho roztoku. Zasobni roztok trautova reagentu se ptipravi rozpusténim
4mg latky v 1ml vody.

Odstranit O2 vyfoukanim dusikem. Uzaviit vialku vickem s butyl/PTFE septem a 15minut michat
na michacce nejlépe obalené alobalem pfti laboratorni teploté.

Ptidat opét 50ul trautova reagentu ze zasobniho roztoku, odstranit O2 vyfoukanim dusikem a
michat reak¢ni smes 2 hodiny pti laboratorni teplot¢.

Nezreagované trautovo ¢inidlo odstranit gelovou chromatografii na sephadexové kolonce, ktera
byla predtim kalibrovana PBS standardnim.

K odebrané nahnédlé frakci (HRP-+trautovo ¢inidlo), kterd vytyka jako prvni z kolonky,

piidame 138ul roztoku MC-LR(1,5¢g/l) a upravime pH vzniklé reak¢ni smési na hodnotu pHS8
piidavkem asi 40ul boratového pufru.

Reakéni smés michdme ptes noc pii laboratorni teploté a ve tmé (obalené alobalem).
Nezreagovany MC-LR odstranime a konjugat piecistime 3x opét pomoci gelové chromatografie na
sephadexové kolonce.

Pro zjisténi vytéznosti reakce - mnozstvi zreagovaného MC-LR je tfeba odebrat prvni vytykajici
roztok MC-LR z kolonky a pomoci HPLC ur¢it koncentraci nezreagovaného microcystinu.
Konjugét s ptidavkem 5%BSA rozpipetovat po malych objemech (napt. 50ul) a dlouhodobé
uchovavame v mrazaku. Jednou rozmraZené vzorky lze znovu zmrazit a pouZit.

"Redéni nového konjugatu v metodé ELISA pro stanoveni microcystinii je tfeba znovu
nakalibrovat".




Ptiloha €. 2
k SOP-CCT-CYANOTOX-ELISA (Stanoveni microcystinti s vyuzitim ELISA)

Priprava pufri pro ELISA

Uhlic¢itanovy pufr 40mM., pH 9.6

Navazky:
Na2CO3 bezvody (Mr.105,99)  0,53g rozpustit v 50ml vody
NaHCO3 (Mr. 84,01) 0,82g rozpustit ve 100ml vody

K asi 100 ml roztoku NaHCO3 piidavat pomalu za stalého michani a méteni pH asi 30-40ml
roztoku Na2CO3 do kone¢né hodnoty pH 9,6. Vznikly koncentrovany 0,1M roztok dale zfedime
2,5x. (napt. ke 100ml 0,1M ptiddme 150ml vody a ziskdme 250ml roztoku 40mM). Na zavér
znovu zmetime a eventuelné upravime pH na hodnotu 9,6 pomoci kapek 1M HCI, event. IM
NaOH.

Pufr uchovavame pii laboratorni teploté.

PBS 80mM, 8.76g/1 NaCl, pH 7.4

Navazky:

Na2HPO4*12H20 (Mr.358,14) 1,14g rozpustit ve 100ml vody
KH2PO4 (Mr.136.1) 0,272g rozpustit ve 25ml vody
NacCl 0,876g rozpustit ve 100ml PBS

Ke 100ml roztoku Na2HPO4 piidavat po kapkach za stalého michani a méteni pH KH2PO4 (asi
7ml) do poZzadované hodnoty pH 7,4. V pfipraveném roztoku rozpustit 0,88g NaCl.

Pufr uchovavame pii laboratorni teploté.

PBS 7mM, 150mM NaCl, pH 7.6

Pouzit PBS standardni, piipravené podle SOP ¢.3 VUVeL, pufr nemusi byt sterilni, uchovavame pii
teploté laboratote

PBS 7mM, 150mM NaCl, 5% TWEEN 20, pH 7.6

Ke 100ml PBS standarniho, pfipraveném podle SOP €.3 VUVeL, ptidat 0,05ml TWEEN 20 a

promichat. Pufr nemusi byt sterilni, uchovavame pfti teploté laboratofte.

TRIS 0.1M, 8.76g/1 NaCL., pH 7.4

Navazky:
TRIS (Mr.121,1) 1,21g rozpustit ve 25ml vody
NaCl 0,876g rozpustit ve 25ml TRIS pufru

Ke 25ml TRIS pufru s NaCL piidavat pomalu po kapkach za stdlého michani a méfeni pH na pH
metru asi 5-7ml 1M HCI az do kone¢né hodnoty pH 7,4. Vznikly roztok doplnit vodou do




vysledného objemul00ml a jesté jednou zméfime pH, eventuelné upravime na hodnotu 7,4 pomoci
kapek 1M HCl event. IM NaOH.
Pufr uchovavame pfi laboratorni teplote.

TRIS 1M, 87.6g/1 NaCL. 1% BSA, 1%EDTA, pH 7.4

Navazky:

TRIS (Mr.121,1) 6,04g rozpustit ve 10ml vody

NaCl 4,34¢g rozpustit ve 10ml TRIS pufru
BSA 0,5g

EDTA*2H20 (Mr. 328) 0,5g

K 10ml TRIS pufru s NaCl ptidavat pomalu za stalého michani a méfeni pH na pH-metru asi 15-
20ml 1M HCI az do kone¢né hodnoty pH 7,4. Vznikly roztok doplnit vodou do vysledného objemu
50ml.

V IM TRIS pufru rozpustime 0,5¢ BSA a 0,5g EDTA*2H20 a jesté jednou zmétime pH,
eventuelné upravime na hodnotu 7,4 pomoci kapek 1M HCI event. 1M NaOH.

Vznikly roztok ptefiltrujeme a dale uchovavame pti 4°C v lednici.



Ptiloha ¢. 3
k SOP-CCT-CYANOTOX-ELISA (Stanoveni microcystinti s vyuzitim ELISA)

Priprava pufri, pouzivanych pri pripravé konjugatu microcystinu
(MC-LR) s peroxidazou (HRP) pomoci "Trautova raegents"

Triethanolaminovy pufr 50mM. 150mM NaCL., 1ImM EDTA. pH 8.0

Navazky:

Triethanolamin (Mr.) 0,0746g rozpustit v 1ml vody

NaCl 0,0877g rozpustit v 1ml triethanolaminovém pufru
EDTA*2H20 (Mr. 328) 0,0366¢ rozpustit v 1ml triethanolaminovém pufru

K triethanolaminovému pufru s EDTA a NaCL ptidavavat po kapkach 0,05M NaOH (0,05M HCI)
do pozadované hodnoty pH 8. Vznikly roztok doplnime vodou do kone¢ného objemu 10ml, znovu
premétime hodnotu pH a evntuelné upravime na pozadovanou hodnotu pH pomoci roztokiit NaOH
(HCI).

Boratovy pufr 100mM. pH 9.2

Navazky:
H3BO3 (Mr.) 0,0248g rozpustit ve 4ml vody

Ke 4ml boratového pufru pridavat po kapkach 200ul 1M NaOH. Pozadovanou hodnotu pH 9.2
ziskame ptidanim kapek (asi 80ul) 0,1M HCI eventueln¢ kapky 1M HCL




