Instrugdes de Uso
Somente para uso diagndstico in vitro

CHROMSYSTEMS

DIAGNOSTICS BY HPLC & LC-MS/MS

T, t-muconic Acid in Urine
(ACIDO T, T-MUCONICO EM URINA)

Reagente diagnostico para determinacao quantitativa in vitro de Acido t, t-mucénico em urina por HPLC.

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

Artigo

Apresentacao

47000

Kit Reagente para Andlise de Acido trans, trans-mucdnico em urina, 100 andlises

Para informacdes detalhadas sobre o método e procedimento, favor consultar o Manual de Instrucdes Acid t, t-muconic

in urine no site www.biosys.com.br.

SUMARIO

Este Kit permite a detecgdo quantitativa do acido t, t-mucénico
em amostras de pacientes através da cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC) em um sistema HPLC isocratico com
detector UV, auxiliando no monitoramento dos produtos
metabolizados pelo acido t, t-muc6nico, como um indicador da
exposicdo ao benzeno em um contexto de exames de saude
ocupacional

METODO
Cromatografia liquida de alto eficiéncia (HPLC) com detecgdo UV.

PRINCiPIO

A preparagdo da amostra é baseada em uma extracdo de fase
solida eficiente e seletiva. Homogeneizando a amostra com o
padrdo interno proporciona um ajuste de pH automatico para a
extracdo de fase solida seguinte. Substancias potencialmente
interferentes sdo eliminadas por 3 etapas de lavagem com 3
tampdes de lavagem diferentes. O tampdao de eluicdo empregado
estabiliza o acido t,t-mucbnico na amostra preparada. A inclusdo
do padrdo interno feito sob medida no método, assegura alta
precisdo e confiabilidade na quantificagao do analito.

REAGENTES
Componentes e Composigoes:

Apresentagao

Componente

Composicdao

Fase movel
(Mobile Phase)

Metanol (10-20%) e
acetonitrila ( 3 < 10%)

1000 mL

Tampado de lavagem
1
(Wash buffer 1)

Tetrahidrofurano - 50 -
100%

100 mL

Tampédo de lavagem

2
(Wash buffer 2)

Tampado acetato de sodio

100 mL

Tampado de lavagem
3
(Wash buffer 3)

Tampao fosfato de
potassio monobasico

100 mL

Tampao de eluigdo
(Elution Buffer)

Solugdo aquosa de acido
férmico (1 < 2%)

100 mL

Coluna de
preparacgdo da
amostra

(Sample Clean Up
Columns)

2 x 50 pegas

Frascos de reagdo
ambar

(Reaction vials,
amber colour)

100 pegas

Reagente necessario, fornecido separadamente

(MS: 10350840302)

Padrdo Interno
(Internal Standard)

Tampao fosfato de
potdassio monobasico
contendo &cido
dicarbonico (0,1 -

1pg/mL)

75 mL

BL3151 — REVO01 - 10/2021

T, T-MUCONIC ACID IN URINE

INSTRUCGES DE ARMAZENAMENTO E ESTABILIDADE DOS
REAGENTES

Os reagentes ndo abertos sdo estaveis até a data de validade
indicada no rotulo, desde que as condicGes de armazenamento
estabelecidas sejam obedecidas. A tabela abaixo mostra a
temperatura de armazenagem dos reagentes do kit.

Produto Armazenamento
Fase mével Temperatura ambiente (18-30°C)
Padrdo Interno 2-8°C

Tampao de lavagem 1 Temperatura ambiente (18-30°C)

Tampao de lavagem 2 Temperatura ambiente (18-30°C)

Tampao de lavagem 3 Temperatura ambiente (18-30°C)

Tampao de eluicao Temperatura ambiente (18-30°C)

CUIDADOS E PRECAUCOES

Por favor, consulte a ficha de seguranga dos reagentes e tome as
precaucées necessarias para 0 manuseio de reagentes de
laboratério.

GARANTIA

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

DESCARTE

A fase modvel e o tampdo de lavagem 1 contém solventes
organicos livres de halogénios. As solugdes ndo devem ser
descartadas juntamente do lixo doméstico. Nao circular o produto
dentro do abastecimento de agua principal. Descartar em um
recipiente para solventes organicos livres de halogénios. Os
residuos devem ser descartados de acordo com a Directiva
2008/98 / EC sobre os residuos e as exigéncias nacionais e locais.
Os recipientes de residuos devem ser armazenados de forma
adequada e o acesso deve ser permitido somente a pessoas
autorizadas.

PREPARAGCAO DOS REAGENTES

Fase Movel: pronto para uso.

Padrao interno: pronto para uso.
Tampao de lavagem 1: pronto para uso.
Tampao de lavagem 2 : pronto para uso.
Tampao de lavagem 3 : pronto para uso.
Tampao de eluigdo : pronto para uso.
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MATERIAIS REQUERIDOS, MAS NAO FORNECIDOS
Coluna Cromatografica equilibrada (Chromsystems art. 47100)
Padrao de Calibracdo de Urina (Chromsystems art. 47003)
Urine Control Bi-level (I + II) (Chromsystems art. 0161)

Urine Control Level I (Chromsystems art. 0162)

Urine Control Level II (Chromsystems art. 0163)

Centrifuga para microtubos.

Agua grau HPLC.

Metanol.

Material Geral de Laboratério.

AMOSTRA

A amostra a ser utilizada na analise é urina ndo acidificada.
Estabilidade da amostra: Até 3 dias a temperatura ambiente,
a +2 +8 por até 2 semanas. Para periodos maiores de
armazenamento congelar a amostra abaixo de -18°C (maximo de
3 meses)

PROCEDIMENTOS DO TESTE

Ajustes do instrumento:

Amostrador automatico: volume de injegao 20 pl (5-50 pl)
Tempo de corrida analitica 17 min
1,2 ml/min (1,1-1,3 ml/min)
35°C (33 - 37°C)

264 nm

agua/metanol - 90/10

Razdo de fluxo:
Temperatura da coluna:
Detector UV:

Limpeza do injetor:

Procedimento de Preparacao das Amostras:

1. Pipetar em um tubo de reagdo 250 pl de urina (ou
controle/calibrador reconstituido), e 750 pl de Padrdo
Interno e homogeneizar rapidamente.

2. Aplicar toda a amostra de urina na coluna de preparagao da
amostra, extraia por centrifugagdo (ca. 250 x g, ca. 1 min,
verifique se cada coluna correu completamente) ou sucgao.
Descarte o efluente.

3. Aplicar 1 ml de Tampdo de Lavagem 1 na coluna de
preparacao da amostra, extraia por centrifugacdo (ca. 250
X g, ca. 1 min) ou sucgdo. Descarte efluente.

4. Aplicar 1 ml de Tampdo de Lavagem 2 na coluna de
preparacao da amostra, extraia por centrifugagao (ca. 250
X g, ca. 1 min) ou sucgdo. Descarte efluente.

5. Aplicar 1 ml de Tampdo de Lavagem 3 na coluna de
preparacao da amostra, extraia por centrifugagao (ca. 250
X g, ca. 1 min) ou sucgdo. Descarte efluente.

6. Alterar o frasco de coleta. Aplicar 1 ml do Tampao de Eluigao
na coluna de preparacdo da amostra, por centrifugagao (ca.
250 x g, ca. 1 min) ou sucgao.

7. Homogeneizar o eluato rapidamente.
amostra preparada no sistema HPLC.

8. A precisdo e exatiddo das analises devem ser monitoradas
pela inclusdo de controles adicionais em cada corrida
analitica.

Injetar 20 pl da

Tempo de Retencao Esperado:

Substancia Tempo de Retencgdo
(min. aproximadamente)

Acido t,t mucbnico 4,7

Padrao Interno 7,4
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CALcuULOS
Camostra [Mg/L] = Aamostra X_IScalibrador X Ccalibrador
Acalibrador X ISAmostra

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

Area ou altura do pico do padréo interno no = ISAmostra

cromatograma da amostra

Area ou altura do pico do padrdo interno no = ISCalibrador

cromatograma do calibrador

Concentragdo C do analito A no calibrador = *CCalibrador

Fatores de conversao:

Analito mg/| para pmol/I pmol/l para mg/I
Acido t, t- x 7,037 x 0,1421
mucdnico

CALIBRADORES E CONTROLES

A Chromsystems disponibiliza os seguintes produtos para calibrar
e monitorar a precisdo e exatiddo das analises:

Artigo | Produto Apresentacao
47003 | Urine Calibration Standard (liof.) 5x 1mL
0161 kll:‘(l)rfle) Control Bi-Level (I + II) 2% 5x2mL
0162 Urine Control Level I (liof.) 5x2mL
0163 Urine Control Level II (liof.) 5x2mL

DESEMPENHO / CARACTERISTICAS

Para verificar a linearidade e validar o método, amostras de urina
foram fortificadas com quantidades definidas de acido t, t-
muconico. Multiplas aliquotas foram submetidas ao processo de
preparo.

Recuperagao:

A recuperacdo analitica foi determinada a partir do coeficiente
angular da curva de calibragdo das amostras de urina fortificadas
e de diluigdes de solugdes padrao.

Analito Recuperacao
Acido t, t-mucdnico 93%
Padrdo Interno 98%

Linearidade e limite de quantificagao:
O método é linear a partir do limite de quantificagdo até o limite
superior de quantificagdo estabelecido:

Limite de Limite
. quantificagdo maximo de
Analito aproximado linearidade
(mg/l) * (mg/1)
Acido t,t-muconico 0,02 10

*Q limite de quantificacdo depende do detector empregado.

Precisao intra-ensaio:

A determinagdo da precisdo intra-ensaio foi realizada em 3
concentragdes pela média e coeficiente de variagdo de multiplos
preparos (n=10) de uma mesma amostra.

Analito Coeficiente de variacao (%)
(para a concentracdao em mg/Il)
n=10
Acido t,t- | 1.7 (0.105) | 1.5(0.736) | 1.7 (1.75)
muconico
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Precisao inter-ensaio:

A determinagdo da precisdo

inter-ensaio foi realizada por

multiplos preparos e determinagdo (10 x) de concentragdes de
analitos em pool de urina em 10 séries diferentes de testes (duas
concentracgOes diferente):

Analito Coeficiente de variagao (%)
(para a concentracdo em mg/L)
n =100
Acido t,t-muconico 3.4 (0.105) | 2.9 (1.68)

VALORES DE REFERENCIA

Dependendo do pais o limite ocupacional diferente pode ser
valido. A tabela a seguir mostra os limites de exposicao
ocupacional no ar pela EC.

Analito Limite de exposicao ocupacional no ar [7]

Benzeno 1 ppm (3,25 mg/m?3)

Simbolos Usados

d Fabricante
/R/ Limites de temperatura

Diagnastico in vitro

& Cuidado, consulte documentos anexos
[:[i:l Consulte instrugbes de uso

ﬁ Material Recicl avel

U-' Mao rejeitar diretamente para o ambiente
LDT| Lote

A EKA (exposition equivalentes for carcinogenic substances) é
caracterizada pela relagdo entre exposicdo no ar no local de
trabalho e o biomarcador de exposigao.

Benzeno 3 EKA [5]
Ar Acido t, t-muconico em urina
Ppm (mL/m?) | mg/m’ (mg/L)
0.6 1.95 1.6
1.0 3.25 2
2 6.5 3
4 13 5
6 19.5 7
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Fabricado por: Chromsystems Instruments & Chemicals GmbH
Importado e Distribuido por: BioSys Ltda

Rua Coronel Gomes Machado, 358, Centro, Niteréi, RJ

Cep: 24020-112

CNPJ: 02.220.795/0001-79

MS - n° 10350840302

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

www.biosys.com.br

Péagina 3 de 3


mailto:sac@biosys.com.br

