ELISA (Prueba Inmunológica)
CARACTERÍSTICAS GENERALES

Reactivos: 
- QuantiPlate Kit for Roundup Ready Soybean and Soybean Flour.



Detecta la proteína: CP4



Matrices en las que puede utilizarse: Grano de Soya y Harina de Soya.



Límite de detección (LOD): 0.02%



Límite de Cuantificación (LOQ): 0.2%

Duración de la prueba: 60 minutos.

FUNDAMENTO


El kit es un “sándwich” Ensayo InmunoAbsorbente Unido a Enzima (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay ELISA). Las muestras extraídas se añaden a pozos cubiertos con anticuerpos contra CP4. Cualquier CP4 presente en la muestra se unirá a los anticuerpos, que posteriormente serán detectados por la adición de la enzima (peroxidasa de rábano / horseradish peroxidase) marcada con anticuerpo CP4. Después de un paso de lavado, los resultados del ensayo se podrán observar con un paso enzimático que desarrolla color a partir del complejo anticuerpo-proteína. 
El color aumenta al incrementar la concentración de CP4 en la muestra.
PROCEDIMIENTO
A) EXTRACCIÓN DE LA MUESTRA Y PREPARACIÓN

1. Al tubo marcado como harina de soya añada 5mL de agua. Tape y agite vigorosamente con la ayuda de un vórtex por 30 segundos.

2. Permita reposar durante una hora para permitir la extracción. Al término del tiempo, agite en vórtex nuevamente.

3. Clarifique los extractos mediante centrifugación a 5000 rpm durante 5 minutos. 

4. Inserte una punta de pipeta por debajo de cualquier capa de lípido que se haya formado y por arriba del precipitado. Succione la muestra clarificada.

5. DILUCION 1:50. Mezcle 20 µL de la muestra clarificada con 980 µL del buffer de lavado. 

B) REALIZACIÓN DEL ENSAYO

Permita que todos los reactivos alcancen la temperatura ambiental. 
El procedimiento no deberá exceder los 10 minutos.

Use una punta de pipeta limpia y nueva para cada pozo.

Tanto las muestras así como los estándares deberán correrse por duplicado.
1. Retire la placa del empaque.

2. Organice el Conjugado de Enzima, Extractos de Estándares, Extractos de Muestras y las pipetas de modo que el siguiente paso pueda realizarse en menos de 10 minutos.

3. Añada 50 µL del Roundup Ready Enzyme Conjugate a cada pozo a utilizar. Inmediatamente después añada 50 µL de los extractos RR de estándares diluidos 0, 0.1%, 1% y 2% y 50 µL de cada extracto de muestra diluido a sus respectivos pozos.

4. Mezcle completamente los contenidos de cada pozo moviendo el marco de forma circular sobre la superficie de la mesa durante 30 segundos. Realice esta acción con cuidado para evitar contaminación cruzada.
5. Cubra los pozos con parafilm e incube durante 45 minutos.a temperatura ambiente.
6. Después de la incubación, retire cuidadosamente la cubierta de parafilm y vierta el contenido de los pozos al contenedor plástico. Inunde los pozos con buffer de lavado (Wash buffer) e invierta rápidamente para vaciarlos. Repita este paso de lavado tres veces. Al finalizar invierta la placa sobre una toalla de papel para remover la mayor cantidad de líquido posible.

7. Añada 100 µL de substrato a cada pozo.

8. Mezcle completamente los contenidos tal como en el paso # 4. Cubra nuevamente los pozos con parafilm e incube por 15 minutos a temperatura ambiente.

9. Observe el desarrollo de color.

10. Añada 100 µL de la solución de paro (Stop solution).
11. Lea la placa durante los próximos 30 minutos.
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