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CHROMSYSTEMS

DIAGNOSTICS BY HPLC & LC-MS/MS

B-CAROTENE IN SERUM/PLASMA- HPLC
(B-CAROTENO EM SORO/PLASMA POR HPLC)

Reagente diagnoéstico para determinacao quantitativa in vitro de B-Caroteno em Soro/Plasma por HPLC.

Somente para uso diagnéstico in vitro.

Ne° de lote, data de fabricacao e validade: vide rétulos dos frascos e da embalagem.

Artigo

Apresentacao

32000

Kit Reagente para Analise de B-Caroteno em Soro/Plasma (100 andlises)

Para informacdes detalhadas sobre o método e procedimentos, favor consultar o Manual de Instrucdes para Andlise de

B-Caroteno em soro/plasma por HPLC no site www.biosys.com.br.

SUMARIO

Este Kit de reagentes foi desenvolvido para a determinagao
simples e segura de B-Caroteno em soro/plasma, utilizando
um sistema isocratico de HPLC com detector UV. O
procedimento de preparagdo das amostras combina uma
rapida etapa de precipitacdo e de extracdo. A elevada
estabilidade das amostras permite a realizagdo de varios lotes
de anadlises, sem comprometer a confiabilidade dos resultados.

METODO

Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com deteccdo
uv.

PRINCIPIO

Os possiveis interferentes presentes na amostra sé&o
eliminados por uma etapa combinada de precipitacdo e
extracdo, com adicdo de reagentes especificos. Apos a injecdo
no sistema de HPLC, a deteccdo UV permite a leitura de
absorbancia dos analitos em comprimento de onda selecionado
(453 nm).

REAGENTES
Componentes e Composicdo:

Produto Composicao Apresentacao
Fase movel Solucdo de acetonitrila, 1000 mL
(Mobile Phase) metanol e

tetrahidrofurano
Padrao Interno Solugdo de dimetil-beta- 1x5mL
(Internal caroteno 250 nmol/L em
Standard) etanol
Padrao de Soro humano contendo 5x0,5mL
Calibragao B-caroteno
(Calibration
Standard)
Reagente de Solucdo de etanol 1x5mL
Precipitacao
(Precipitation
Reagent)
Tampao de Solugdo de butanol e 1x20 mL
Extracdo acetato de etila
(Extraction
Buffer)
Frascos de - 100 unidades
reacdo (ambar)
(Reaction vials)

IM 32000 B-Carotene E Dec 2003 R1.2 / BS Rev 02 07-2016

INSTRUCOES DE ARMAZENAGEM E ESTABILIDADE DOS
REAGENTES

Os reagentes ndo abertos sdo estaveis até a data de validade
indicada no rétulo, desde que as condigées de armazenamento
estabelecidas sejam obedecidas.

A estabilidade dos reagentes em uso (Fase Movel, Reagente de
Precipitagdo, Tampdo de Extracdo) apresenta estabilidade
garantida por pelo menos 1 ano apds abertura dos mesmos,
armazenados nas condigdes descritas abaixo.

O Padrdo de calibragdo reconstituido é estavel por até 5 dias
quando mantido fechado, protegido da luz e refrigerado (+2 a
+8°C). Por periodos maiores (até 2 meses), armazenar abaixo
de -20°C.

Artigo | Produto Temperatura

32001 Fase movel 18 - 30°C

32003 Padrdo de Calibragao de B- < -18°C
Caroteno em Soro (liofilizado)

32004 Padrdo Interno < -18°C

32005 Reagente de Precipitacdo 18 — 30 °C

32006 Tampao de Extracdo 18 — 30°C

CUIDADOS E PRECAUCOES

Favor consultar a ficha de seguranga dos reagentes e adotar
as precaucles necessarias para o manuseio de reagentes de
laboratério.

GARANTIA

Estas instrugdes de uso devem ser lidas atentamente antes da
utilizagdo do produto. As instrugdes nela contidas devem ser
rigorosamente cumpridas. A confiabilidade dos resultados do
ensaio ndo poderd ser garantida em caso de desvio as
instrucoes.

DESCARTE

A fase mobvel, o reagente de precipitacdo, o tampdo de
extracdo e os residuos de preparacdo das amostras contém
solventes orgénicos e devem ser descartados como residuos
quimicos livres de halogénio, de acordo com as diretrizes e
regulamentos locais em vigor.

PREPARACAO DOS REAGENTES

Fase Moével: pronto para uso.

Padrao Interno: pronto para uso.
Reagente de Precipitagdo: pronto para uso.
Tampao de Extragao: pronto para uso.
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Padrao de Calibragido de B-Caroteno em Soro
(liofilizado):

O calibrador (artigo 32003) é rastreavel a substéncia de
referéncia adquirida de fornecedor certificado. Apods
reconstituicdo, € submetido ao mesmo processo de preparo
das amostras de pacientes. Para reconstituir, pipetar
exatamente 0,5 mL de agua tipo I no frasco. Deixar
repousar em temperatura ambiente por cerca de 10-15
minutos, para permitir a completa reconstituicdo. Agitar
ocasional e gentilmente até que o conteldo esteja
homogéneo. Evitar a exposigdo direta a luz. O calibrador
reconstituido é estavel por 5 dias se protegido da luz e
mantido refrigerado, em temperatura entre 2 e 8°C. Para
periodos maiores de armazenamento (maximo de 2 meses),
conservar a - 20 °C A concentragdao atual depende do lote e
sera encontrada no folheto de informagGes que acompanha o
produto.

MATERIAIS REQUERIDOS, MAS NAO FORNECIDOS

Coluna cromatografica equilibrada (Chromsystems art.
32100).

Controle de B-Caroteno em Soro,
(Chromsystems art. 0025).

Agua tipo I ou grau HPLC.

Centrifuga.

Metanol ou Acetonitrila grau HPLC.
Material geral de laboratério.

Bi-Nivel  (I+II)

AMOSTRA

Deverao ser analisadas amostras de soro ou plasma.
Estabilidade da amostra: as amostras coletadas desta forma
sdo estdveis por 5 dias se mantidas refrigeradas, em
temperatura entre 2 e 8°C. Para periodos maiores de
armazenamento, conservar a - 20°C.

Estabilidade das amostras preparadas (eluatos): as
amostras preparadas sdo estaveis por 2 dias em temperatura
ambiente e por até 1 semana se mantidas refrigeradas, em
temperatura entre 2 e 8°C, protegidas da luz e em frascos de
vidro. Para periodos maiores de armazenamento, conservar a
- 20 °C.

PROCEDIMENTOS DO TESTE
Ajustes do instrumento:

Amostrador: Volume de injecdo de 50uL, tempo
de corrida analitica 10 min.

Detector UV: Comprimento de onda de 453 nm

Fluxo: 1,5-1,8 mL/min

Temperatura da Ambiente (aprox. 25 °C)
coluna:

Procedimento de preparagdao de amostras:

Utilizar os tubos de reacdo que acompanham o kit, para que

as amostras sejam protegidas da exposicdo a luz ambiente.

1. Transferir 100 ul de soro/plasma (padrdes, controles e
amostras) e 50 ul de Padrdo Interno para tubos de reagdo
devidamente identificados e agitar.

2. Adicionar 50 pl de reagente de precipitagdo e agitar
rapidamente (vortex), sem centrifugar.

3. Adicionar 200 ul de tampado de estabilizacdo e agitar por 30
seg (vortex).

4. Centrifugar por 10 min a 13000 rpm.

5. Transferir o sobrenadante para um frasco de vidro,

CALcuULOS

Chanalito [ng/ml_] = Aamostra X IScalibrador X *Ccalibrador
Acalibrador X ISamostra

Area/altura do pico do analito A no cromatograma da amostra
= Aamostra

Area/altura do pico do analito A no cromatograma do
calibrador = ACalibrador

Area/altura do pico do padrdo interno no cromatograma da
amostra = ISAmostra

Area/altura do pico do padrdo interno no cromatograma do
calibrador = ISCalibrador

Concentragdo C do analito A no calibrador =
*CCalibrador

* A concentragdo do analito depende do lote e serd encontrada
no folheto de informagdes que acompanha o calibrador. Uma
vez que a mesma quantidade de padrdo interno é adicionada
ao padrdo de calibragdo e as amostras de pacientes, a
concentragdo do padrdo interno pode ser considerada como
“1” para fins de calculo.

Fatores de conversdo:

. ng/mL para nmol/L para
Analito nmol/L ng/mL
B3-Caroteno x 1,863 x 0,537

CONTROLES

A Chromsystems disponibiliza os seguintes produtos:

Artigo | Produto Apresentacao
0025 Controle de B-Caroteno em 2% 5 x 2mL
Soro, bi-Nivel (I+1I)

DESEMPENHO / CARACTERISTICAS

Linearidade e Limite de Quantificagao:

O limite de quantificacdo do método é de 10 ng/mL. O método
é considerado linear do limite de quantificagdo até um valor de
concentragdo de 3000 ng/mL.

Recuperagao:
A taxa de recuperacgdo de trans-B-carotenos totais e do padrao
interno é maior ou igual a 90%.

Precisao:

A determinagdo da precisdo intra-ensaio e inter-ensaio foi
realizada a partir da média de multiplas amostras, analisadas
em diferentes concentragdes.

Precisao intra- Coeficiente de variacdo (%) /

re‘":as'o Concentracio (mg/L)
trans-B-Carotenos 4,6/ 68 2'11 /81/81 11? /93/53
totais 1,7/ 643 1987 3667

Precisao inter- Coeficiente de variacdo (%) /

ensaio =
protegido da luz. n = 20 Concentragao (ng/mL)
6. Injetar 50 pl do sobrenadante no sistema de HPLC. trans-B-Carotenos
. ) N N totais 4,2 / 326 4,1 /995
Controles devem ser incluidos em todas as séries de analise
para monitorar a exatiddo e precisdo do sistema. VALORES DE REFERENCIA
Tempos de retencao esperado:
Analito Tempo de retencdo aprox. Analito Faixa de concentracao (ng/mL)
Criptoxantina em n;u;utos 3-Caroteno em soro 40 a 332* 67 a 228**
Padr3o Interno 3:8 E bRegeI;éncBia:h Iirgagpsf, F.E.; Bieger, W.P.; Tiller, F.W.
Licopenos (isdmeros 5,2 aborbatenbuch, :
L ( ) ** Referéncia: Mayne, S. et al. Am J Clin Nut, 68(3):642-47,
a-Caroteno 7,7 1998
trans-B-Carotenos totais 8,3 ’
cis-B-Caroteno 9,0
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Cada laboratério deve estabelecer seus proprios valores de
referéncia para adaptar o método as caracteristicas da

populacao.
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