Katedra laboratornich metod Bakalaiské studium — Zdravotni laborant

LF MU Instrumentélni technika-praktick4 cvideni
Praktické cvigeni ¢. datum jméno
Téma praktika:

Stanoveni kyseliny vanilmandlové, homovanilové a hydroxyindoloctové v mo¢i metodou
HPLC.

PFistroje a pomicky:
Kapalinovy chromatograf (HPLC) ...BIO-RAD
Elektrochemicky (vodivostni) detektor

Pipety, laboratorni sklo
VMA/HVA/5-HIAA by HPLC Reagent Kit Bio-Rad

Ukoly:
1) Sezndmit se s preanalytickou pFipravou vzorku mode
2) Seznamit se s hlavnimi &4stmi chromatografu a jejich funkcemi
3) Vyhodnoceni chromatografického zdznamu (standard, vzorek)
4) Vypoéitat odpad kyseliny vanilmandlové, homovanilové a hydroxyindoloctové
v moci
1) preanalytick4 p¥iprava vzorku moce na SPE kolonksch
a) pfiprava smésného vnitiniho standardu
100ul INT STND 1 + 100ul INT STND 2 + 0,9 ml REAG 1 — promichat
b) pFiprava vzorku (kalibrdroruy, kontroly)
50 pl moce + 50 ul smé&sného vnitiniho standardu + 1 ml REAG 1 — promichat
¢) priprava SPE kolonky
- I mlREAG1 - centrifugace 1 min. 2000 otaéek/min.
- 500 pl pfipraveného vzorku - centrifugace 1min./2000 ot./min.
- 1ImlREAG] -- centrifugace 1 min. 2000 ot4dek/min. — promyti 2x — eludt vylit

- kolonku vlozit do Cisté zkumavky

- 1mlIREAG?2 - centrifugace 1 min. 2000 ot4&ek/min.

1 mlREAG?2 - centrifugace 1 min. 2000 ota&ek/min.

d) promichany eludt aplikovat do pristroje - 20 ul
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4) vypoditat odpad kyseliny vanilmandlové (VMK), homovaniloyé (HVK) a
hydroxyindoloctoveé (HIOK) v mo¢i 2 vysky piku

Vysvétlivky:

€ = koncentrace standarduy pfislusného analytu
IS1 = vnitinj standard pro VMK/HVK

IS2 = vnitinj standard pro HIOK

f1 = faktor pro VMK/HVK

f2 = faktor pro HIOK

RT = retenéni ¢as

V = objem moge v litrech

Standard

koncentrace st

(umol/1)
85

94

vySka piku koncentrace
peak hight (mm) ( Hmol@j\hod)
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vyska piku IS1(VMK, HVK) ve standardu
f1=

vy$ka piku IS1(VMK,HVK) ve vzorku

vyska piku IS2(HIOK) ve standardy

vyska piku IS2(HIOK) ve vzorku

vyska piku VMK ve vzorky
VMK = XxXcx fixVv
Hmol/24 hod  vyska piku VMK ve standardy

vyska piku HVK ve vzorku
HVK = Xcx fixVv
MmMol/’24 hod  vyska piku HVK ve standardy

vyska piku HIOK ve vzorky
HIOK = xcx f2xv
Mmol/24 hod  vyska piku HIOK ve standardy




