Instrugdes de Uso
Somente para uso diagndstico in vitro

CHROMSYSTEMS

DIAGNOSTICS BY HPLC & LC-MS/MS

HIPPURIC ACID, METHYLHIPPURIC ACIDS, MANDELIC ACID
AND PHENYLGLYOXYLIC ACID IN URINE - HPLC

ACIDOS HIPURICO, METILHIPURICO, MANDELICO E FENILGLIOXILICO EM URINA POR HPLC

Reagente diagndstico para determinagdo quantitativa in vitro de acidos hiparico, metilhipirico, mandélico e

fenilglioxilico em urina por HPLC.

N© de lote, data de fabricagdo e validade: vide rétulos dos frascos e da embalagem.

Artigo

Apresentacgdo

43000

Kit reagente para analise dos Acidos Hipurico, Metilhipurico, Mandélico e Fenilglioxilico em Urina (100

analises)

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

Acidos Hipirico, Metilhipirico, Mandélico e Fenilglioxilico em Urina por HPLC no site www.biosys.com.br.

SUMARIO

Este Kit de reagentes foi desenvolvido para anadlise dos
principais metabdlitos dos solventes tolueno, xileno e estireno,
sendo Util na avaliagdo do grau de exposicdo ocupacional a estes
solventes (medicina ocupacional). A anadlise é aplicada em
amostras de urina, empregando um sistema isocratico de HPLC
com detector UV.

METODO

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

PRINCIPIO

Durante o preparo da amostra, a urina é estabilizada e as
particulas e os possiveis interferentes presentes na amostra sdo
eliminados por uma etapa de centrifugagdo. A amostra pode ser
analisada com qualquer sistema de HPLC isocratico com
detecgdo UV. Apds a injecdo no sistema de HPLC, a deteccdo UV
permite a leitura de absorbancia dos analitos em comprimento
de onda selecionado (207 nm). A inclusao do padrdo interno
minimiza variagfes analiticas e garante alta precisdo e
confiabilidade dos resultados.

REAGENTES
Componentes e Composicoes:
Produto Composicao Apresentacao
Fase Movel Solugdo aquosa com 1 x 1000 mL
(Mobile Phase) tetrahidrofurano,
propanolol e
tetrametilamonia
Padrao de Urina humana 5x0,5mL
Calibragdo em liofilizada com acidos (liof.)
Urina hipurico, metilhipurico,
(Urine mandélico e
Calibration fenilglioxilico
Standard)
Padrdo Interno Solugdo aquosa de 1 x 100 mL
(Internal heptadecanodico
Standard)
Frascos de - 100 unidades
reagao
(Reaction vials)

INSTRUCOES DE ARMAZENAGEM E ESTABILIDADE DOS
REAGENTES

Os reagentes ndo abertos sdo estaveis até a data de validade
indicada no rétulo, desde que as condigdes de armazenamento
estabelecidas sejam obedecidas. As tabelas abaixo mostram
as temperaturas de armazenagem para os reagentes do kit:
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Artigo Produto Temperatura

43001 Fase Movel +18 a +30°C

43003 Padrao de Calibragdo em
Urina (liofilizado)

Abaixo de - 18 °C

43004 Padrdo Interno +2a+8°C

CUIDADOS E PRECAUCOES

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

GARANTIA

Estas instrugGes 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
instrugdes.

DESCARTE

A fase movel e os residuos das amostras preparadas contém
solventes orgéanicos e devem ser descartados como residuos
quimicos livres de halogénio, e de acordo com as diretrizes e
regulamentos locais em vigor.

PREPARACAO DOS REAGENTES

Fase Movel: pronto para uso.
Padrao Interno: pronto para uso.

Padréao de Calibragdao de Medicina Ocupacional em Urina
(liofilizado):

O calibrador (artigo 43003) é rastredvel a substdncia de
referéncia adquirida de fornecedor certificado. Apods
reconstituicdo, é submetido ao mesmo processo de preparo das
amostras de pacientes. Para reconstituir, pipetar
exatamente 0,5 mL de agua destilada 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 exposicdo direta a luz. O calibrador reconstituido é
estavel por 4 dias se protegido da luz e mantido refrigerado, em
temperatura entre 2 e 8°C. Para periodos maiores de
armazenamento (maximo de 3 meses), preparar aliquotas e
conservar a -18°C. Evitar recongelar o calibrador. A
concentracdo atual depende do lote e serd encontrada no
folheto de informagdes que acompanha o produto.
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MATERIAIS REQUERIDOS E DISPONI VEIS, NAO
FORNECIDOS

Coluna cromatogréfica equilibrada (Chromsystems art. 43100).
Padrao de Calibragcdo em Urina (liofilizado) (Chromsystems art.
43003).

Controle de Medicina Ocupacional em Urina Bi-Nivel (I+II)
(Chromsystems art. 00141).

Agua tipo I ou grau HPLC.

Centrifuga para microtubos.

Metanol grau HPLC.

Material geral de laboratério.

AMOSTRA

Deverao ser analisadas amostras de urina, coletadas ao final do
expediente de trabalho. As amostras devem ser transportadas
em refrigeragao.

Estabilidade da amostra: as amostras coletadas desta forma
sdo estaveis por até 7 dias se mantidas refrigeradas, em
temperatura entre 2 e 8°C. Para periodos maiores de
armazenamento (até 3 meses), conservar a - 18 °C (evitar
recongelamento).

Estabilidade das amostras preparadas (eluatos): as
amostras preparadas sdo estaveis por até 3 dias em
temperatura ambiente e por até 6 dias se mantidas
refrigeradas, em temperatura entre 2 e 8°C, e protegidas da
luz. Para periodos maiores de armazenamento (até 14 dias),
conservar a - 18 °C.

PROCEDIMENTOS DO TESTE
Ajustes do instrumento:

Volume de injecado: 20uL

Tempo de corrida: 20 min.

Detector UV: Comprimento de onda de
207 nm

Fluxo: 1.0 ml/min

Temperatura da coluna: Ambiente (aprox. 25 °C)
Limpeza da agulha do Agua grau HPLC
injetor:

Procedimento de preparo de amostras:

Utilizar os tubos de reagdo que acompanham o kit, para que as

amostras sejam protegidas da exposicdo a luz ambiente.

1. Transferir 1000ul de Padrdo Interno para um tubo de reagao
devidamente identificado.

2. Adicionar 10ul de urina (padrdes, controles e amostras) e
agitar brevemente (vortex), rinsar a ponteira do pipetador
varias vezes.

3. Centrifugar por 5 min a 9000 x g.

4. Injetar 20ul do sobrenadante no sistema de HPLC.

Controles devem ser incluidos em todas as séries de andlise

para monitorar a exatiddo e precisdo do sistema.

Tempo de retencdo esperado:

Analito Tempo de ret_engéo aprox. em
minutos
Ac. Mandélico 3.7
Ac. Hipurico 6.2
Ac. Fenilglioxilico 7.0
Ac. o-MetilhipUrico 8.7
Padrdo Interno 13.1
Ac. p-Metilhiptrico 16.0
Ac. m-Metilhiptrico 17.0
CALcuLOS

Aamostra X IScalibrador X *Ccalibrador
Acalibrador X ISamostra

Canalito [mg/L] =

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

cromatograma do calibrador
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Area ou altura do pico do padrdo interno = ISAmostra

no cromatograma da amostra

ISCalibrador

Area ou altura do pico do padrdo interno
no cromatograma do calibrador

Concentragao C do analito A no calibrador *CCalibrador

* A concentragdo dos analitos individuais depende do lote e sera
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, a
concentragdo do padrao interno pode ser considerada como “1”
para fins de calculo.

Fatores de conversao:

. mg/L para mol/L para
Analito SmoIp/L H mg/IE)
Ac. Hipurico 5.58 0.179
Ac. Metilhipurico 5.18 0.193
Ac. Mandélico 6.57 0.152
Ac. Fenilglioxilico 6.66 0.150

CALIBRADORES E CONTROLES
A Chromsystems disponibiliza os seguintes produtos:

Artigo | Produto Apresentacao
43003 | Padrdo de Calibragdo em urina
s 5x 0,5ml
(liofilizado)
0141 Controle de Medicina
Ocupacional em Urina Bi-Nivel 2x5x0,5ml
(I+1II)

DESEMPENHO / CARACTERISTICAS
Faixa de Medicao:

. Limite de Limite maximo
Analito quantificacdo* | de linearidade
Ac. Hipurico 15 mg/L 18000 mg/L
Ac. o-Metilhipurico 15 mg/L 7000 mg/L
Ac. p-Metilhipurico 15 mg/L 7000 mg/L
Ac. m-Metilhipurico 15 mg/L 7000 mg/L
Ac. Mandélico 15 mg/L 4000 mg/L
Ac. Fenilglioxilico 15 mg/L 1700 mg/L

*Q limite de quantificacdo depende do detector empregado.

Recuperacgao:

Analito Recuperacao [%]

Ac. Hiprico 94%

Ac. o-MetilhipUrico 107%

Ac. p-Metilhipurico 103%

Ac. m-Metilhiptrico 103%

Ac. Mandélico 102%

Ac. Fenilglioxilico 106%

Ac. Hiprico 94%
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 (%) /

ensaio =

n=8 Concentragdao (mg/I)

Ac. Mandélico 1.0 (242) | 0.7 (647) | 0.8 (425)
Ac. HipUrico 2,4/1000 | 0,8/1450 | 1,3 /690
Ac. o-Metilhipurico 2,2/480 | 0,7/640 | 1,5/280
Ac. p-Metilhiptrico 2,0/520 | 0,7/740 | 1,4/ 290
Ac. m-Metilhiptrico 2,1/490 | 0,7/630 | 1,9/290
Ac. Mandélico 2,5/430 | 1,4/380 | 1,4/250
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Precisao inter- Coeficiente de variacao (%) /

:n:a;go Concentragdo (mg/l)
Ac. Hipurico 3,9/ 1450
Ac. o-MetilhipUrico 4,5/ 640
Ac. p-Metilhipurico 5,1/ 650
Ac. m-Metilhipurico 5,0 / 650
Ac. Mandélico 6,0 / 360
Ac. Fenilglioxilico 7,0/ 150

VALORES DE REFERENCIA

Indice Bioldgico de Exposicdo

Analito (1BE)

Ac. Hipdrico 1500 mg/L urina

Ac. MetilhipUrico () 2000 mg/L urina

Ac. Mandélico 400 mg/L urina

Ac. Fenilglioxilico 100 mg/L urina

Cada laboratério deve estabelecer seus proprios valores de
referéncia baseados na legislagdo e para adaptar o método as
caracteristicas da populagdo analisada.
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Fabricado por: Chromsystems Instruments & Chemicals
GmbH

Importado e Distribuido por: BioSys Ltda

Rua Coronel Gomes Machado, 358, Centro, Niteréi, R]
Cep: 24020-112

CNPJ: 02.220.795/0001-79

MS - n° 10350840245

SAC: sac@biosys.com.br - (21) 3907-2534 / 0800 015
1414

www.biosys.com.br
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