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	ΤΜΗΜΑ ΟΙΝΟΛΟΓΙΑΣ ΚΑΙ ΤΕΧΝΟΛΟΓΙΑΣ ΠΟΤΩΝ

ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΟ ΒΙΟΤΕΧΝΟΛΟΓΙΑΣ & ΒΙΟΜΗΧΑΝΙΚΩΝ

ΖΥΜΩΣΕΩΝ


ΑΣΚΗΣΗ  12η:       
Τίτλος θεματικής ενότητας:  Διαγνωστική Βιοτεχνολογία (Τοξίνες)
Σκοπός της θεματικής ενότητας
Η παρούσα θεματική ενότητα έχει σαν σκοπό να βοηθήσει τους σπουδαστές να κατανοήσουν, τις νέες ανοσοβιολογικές εφαρμογές για τον εντοπισμό μυκοτοξινών στο σταφίλι , μούστο ή κρασί.
Στόχοι της θεματικής ενότητας
Οι στόχοι της θεματικής ενότητας είναι να καταστήσει τους σπουδαστές ικανούς να:

· κατανοήσουν τις βασικές αρχές των ανοσοβιλογικών μεθόδων

· αναπτύξουν την μεθοδολογία σε δείγματα σταφιλιού,μούστου ή κρασιού

· εξασκηθούν στην εφαρμογή των μεθόδων στο εργαστήριο

· ευαισθητοποιηθούν στην ποιοτική αξιολόγηση των τελικών προιόντων με βάση την Ευρωπαική νομοθεσία

Περιγραφή της θεματικής ενότητας


Οι σπουδαστές θα αναπτύξουν ανοσοβιολογικές μεθόδους  (βλ. Εικόνα 1)  σε δείγματα σταφιλιού, μούστου ή κρασιού.Η μεθοδολογία στηρίζεται σε εξιδεικευμένα μονοκλωνικά αντισώματα , (κατάλληλα διατηρημένα σε συσκευασία), που έχουν την ικανότητα να αναγνωρίζουν και να εγκλωβίζουν μόρια μυκοτοξίνης  (αφλατοξίνη , οχρατοξίνη ). Η διαδικασία του εργαστριακού μέρους θα στηριχθεί σε πρωτόκολλα που έχει αναπτύξει ο οίκος παραγωγής των μονοκλωνκών αντισωμάτων σε σταφίλι και κρασί. 


Η διαδικασία θα ξεκινήσει με κατάλληλη προετοιμασία του δείγματος ( με στόχο την αποδεσμέυση των μορίων τοξίνης ) και το πέρασμα του δέιγματος απο στήλη αντισωμάτων. Κατα το πέρασμα απο την στήλη , τυχόν μόρια μυκοτοξινών θα αναγνωριστούν και θα εγκλωβιστούν απο τα αντισώματα. Στην συνέχεια , περνάμε διάλυμα οξέος απο την στηλή με στόχο την αδρανοποίση των αντισωμάτων και την συλλογή των μορίων σε δοκιμαστικό σωλήνα. Η προσδιορισμός της ποσότητας γίνεται α) ημι-ποσοτικά  κάτω απο λάπμα φθορισμού και με πλακέτ απο προτυπα διαλύματα για σύκριση ή β) ποσοτικά με την χρήση συσκευής HPLC.
Η μεθοδολογία  έχει 3 κρίσιμα σημέια που πιθανόν να δόσουν λάθος αποτέλεσμα.:

· η προετοιμασία του δείγματος πρέπει να γίνεται με διαλύτη κατάλληλο γοια το είδος του υποστρώματος και της τοξίνης 

· το πέρασμα απο την στήλη πρέπει να γίνεται σε σταθερή ροή σύμφωνα με τον κατασκευαστή.Ο λόγος έιναι να υπάρχει αρκετός χρόνος επαφής των μορίων της τοξίνης με το αντίσωμα

· κατα την ημι-ποσοτική εκτίμηση του αποτελέσματος να διακ΄ρινετε η διαφορά  της φωταυγιας του δείγματος και των προτύπων .
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Ερωτήσεις

1. Ποιές είναι οι βασικές αρχές ανάπτυξης ανοσοβιολογικών μεθόδων στο κρασί

2. Ποια η σπουδαιότητα παρουσίας μυκοτοξινών στο σταφίλι και κρασί 

3. Ποια τα ιδιαίτερα χαρακτηριστικά των μονοκλωνικών αντισωμάτων για τον προσδιορισμο μυκοτοξινών

4. Ποια τα κρίσμα σημεία την μεθοδολογίας

5. Πλεονεκτήματα της ανοσοβιολογιάς σε σύκριση με τις παραδοσιακές μεθοδολογίες 

6. Ποια είναι τα ευρωπαικά όρια παρουσίας μυκοτοξινών στο κρασί

Εποπτικό υλικό

[image: image1.wmf][image: image2.png]EXTRACTION

&
Blender Jar

ADSORPTION/ELUTION

Syringe
unit

Glass
Barrel

Adaptor

S

Immunoafinity
column

INTERPRETATION OF RESULTS

Fluorescent
Band

g/ (Positive Result 21ppb

Florisil
Tip




Εικόνα 1 : Στάδια ημι–ποσοτικής  μεθοδολογίας για την  ανίχνευση μυκοτοξινών
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Εικόνα 2 : Στάδια ημι–ποσοτικής  μεθοδολογίας για την  ανίχνευση μυκοτοξινών
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Εικόνα 3 : Στάδιο ανάλυσης με πέρασμα δείγματος απο την στήλη με αντισώματα. 
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Ιστοσελίδες
www.mycotoxins.org
www.mycotoxins-prevention.com
www.kas-mycotoxins.com
www.aflatoxin.info/health.asp
Toxicological Abbreviations
www.ochra-wine.com
Ochratoxin A (WHO Food Additives Series 28)
OCHRATOXIN A (JECFA Evaluation)
Ochratoxin A (IARC Summary & Evaluation, Volume 56, 1993)
Επιλεγμένη Ορολογία

Ανοσοβιολογία, μυκοτοξίνες , μονοκλωνικά αντισώματα , αφλατοξίνη, οχρατοξίνη.
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