Homogeneizar aproximadamente 25 g de amostra de musculo, carne ou salsicha

Transferir de 1,0 g da amostra homogeneizada num tubo de vidro

Adicionar 10,0 ml de ciclo-hexano

Misture por 30 segundos usando um vortex

Utilize b ml do extrato ciclo-hexano limpo para o procedimento de extracao de
fase sdlida




tratos de CIC|O hexano das amostras para um cartucho ndo 0 (po
exenmiplofBafdsElut €18, ERC 10 gl 500 mg; Variah, art i 1211—3027).:' =

Tenha em atencao para que os extratos fluam através dos cartuchos com uma velocidade de
0,5 ml por minuto

Lave os cartuchos usando 3 ml de ciclohexano
Seque os cartuchos por 10 minutos sob vacuo

Eluir os acetilgestdgenos usando 3,5 ml de metanol a
80% em agua destilada

Adicione 2 ml de dgua destilada ao eluato e continue com o segundo
procedimento sélido de limpeza de fase




Transferir 5,5 ml do eluto obtido apds a extracao em fase

sélida primadria (n. 0 8.5) em um cartucho de fase sélida
ativado

Lave os cartuchos usando 7,0 ml de metanol a 50% em dgua
destilada

Elua o acetilgestdgenos utilizando 5,5 ml de metanol a 80% em dgua destilada com
uma velocidade de 1 ml por minuto

Evaporar a elui¢cdo até secar a uma temperatura de 50 ° C, sob um fluxo de

nitrogénio

Dissolver o residuo em 500 pl de tampdo de diluicdo a temperatura de 37 ° C
misturando constantemente em vortex ou usando um banho ultrasénico

Uma aliquota de 2 vezes 50 pl € usada no teste de ELISA




epare o nimero de cavidades a serem utilizadas

Prepare a Solucao de lavagem (Wash Solution Concentrate): tampao de lavagem (rinsing
buffer) é fornecido concentrado 20 vezes. Prepare as diluicdes pouco antes do uso. Para cada
tira sdo utilizados 40 mL de tampdo de lavagem diluido (2 mL de tampao de lavagem + 38 mL
de dgua destilada) e deixe a lavadora pronta para o uso

Reconstitua o frasco do conjugado liofilizado com 4 mL de tampao de diluicao (dilution buffer),
agite completamente e mantenha protegido da luz até o momento do uso. Para armazenamento
prolongado, faca aliquotas e armazene a -20°C

Reconstitua o frasco de anticorpos liofilizados com 4 mL de tampao de diluicao (dilution
buffer), agite completamente e mantenha protegido da luz até o momento do uso



Sele a microplaca e agite por 1 minuto

Incube a placa por 1 hora, a temperatura de 37°C no escuro

Remova a solucao da microplaca e lave 3 vezes com o tampao de lavagem (rinsing buffer).
Pipete 100 pL de solucao de substrato em cada poco.

Incube a placa por 30 minutos em temperatura ambiente (20°C - 25°C)

Adicione 100 pL de solucao stop em cada poco

Leia os valores de absorbancia imediatamente em 450 nm



nha certeza que a pipeta esteja calibrada

Sugerimos a utilizacao de uma repipetadora e ou pipeta multicanal para adicionar os
reagentes ao "mesmo tempo" e para lavagem mais adequada.

Nao encoste a pipeta na cavidade durante o ensaio

Cuidado com o arrasto e contaminacao durante pipetagem, lavagem, e homogeneizacao.

Tenha em mente que o ensaio se limita a faixa de deteccao da curva e ao Limite Minimo de
Deteccao (LOD)

Verifiigue o certificado de controle de qualidade
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