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5. ELUIZIONE

INTRODUZIONE 5.1 Trasferire le cartucce di estrazione su delle provette
di raccolta in PP o PS
Questa scheda ¢ un breve riepilogo del metodo fornito Dispensare nella Cartuccia di estrazione :
dalla ERRECI S.r.1. per la determinazione delle ‘ Reagente C (Cod. RC-CAU-RC0100) ‘ 400 pL ‘

Catecolamine urinarie in fluorescenza detection. Applicare una leggera pressione e lasciare eluire

lentamente per gravita. Al termine centrifugare 5 min a

1. PREPARAZIONE E CONSERVAZIONE DEI 4000 rpm
CAMPIONI DI URINA 5.2 L’eluato ¢ raccolto nella provetta.
1.1 1 campioni sono costituiti da urina raccolta nelle
24 ore in contenitore scuro e contente 20 mL di 6. DERIVATIZZAZIONE
Acido cloridrico (6N). 6.1 Trasferire 150 pl dell’eluato in un altra provetta di
polipropilene.
2. TRATTAMENTO SOLUZIONE STANDARD DI 6.2 A questa poi aggiungere:
CALIBRAZIONE Reagente D (Cod. RC-CAU-RDO0100) 50 uL
2.1 Seguire le istruzioni di ricostituzione dello STD Reagente E (Cod. RC-CAU-RE0100) 200 pL
(Cod. RC-CAU-SC0100) punto 3 della pagina Reagente F (Cod. RC-CAU-RF0100) 50 uL
successiva .

6.3 Tappare la provetta e porre in bagnomaria o
Thermoblock a +55 C per 20/25 minuti

3. TRATTAMENTO DEL CAMPIONE (non superare la T° di +60 °C).
Lo Standard di calibrazione ed il Controllo vengono 6.4 Raffreddare la provetta per 5 minuti a +4 °C ed
sottoposti alla stessa procedura di preparazione del aggiungere:
campione. | Reagente G (Cod. RC-CAU-RG0100) | 100 pL |
3 Attivare la cartuccia di estrazione con 0,2 mL di 6.5 Iniettare 15-20 puL di questa ultima soluzione
Reagente A (Cod. RC-CAU-RA0100). Lasciare presente nella provetta, nel sistema HPLC.
eluire lentamente lasciando la fase stazionaria Conservare il campione derivatizzato a +4 °C.
bagnata con il reagente A
Non portare a secco 7. PARAMETRI DI ANALIST HPLC
3.1 Dispensare in provetta di polipropilene, ed Fase mobile (Cod. RC-CAU-FM0100)
aggiungere nell’ordine: Volume di iniezione 15-20 uL
Standard interno (Cod. RC-CAU-S10100) | 250uL Flusso 0.65 mL/min.
Campione o Standard Calibrazione 150uL Detector FL A ex 350 nm;A em 480 nm
Reagente A (Cod. RC-CAU-RA0100) 600uL T°. Colonna +30 °C
3.2 Agitare sul vortex e trasferire rapidamente nella CP Colonna (Cod. RC-ESC-CA1000)
Cartuccia di estrazione (Cod. RC-CAU-CE0100) la Tempo di corsa 19 minuti.
soluzione cosi preparata.
3.3 Far eluire lentamente. P —
3.4 Alla fine della eluizione applicare un vuoto 8. RISULTATI ANALITICI
sufficiente ad asciugare bene la cartuccia. 0 v
3.5 Scartare questo eluato. % 2 =
NOTA: le catecolammine non sono stabili a lungo nel y 190001 % g 3
reagente A pertanto preparare i campioni solo dopo aver z 2 i E 2
attivato le cartucce e successivamente applicare é 100009 § g
immediatamente i campioni preparati nelle cartucce attivate N g
4. LAVAGGIO :
4.1 Effettuare un lavaggio alla Cartuccia di estrazione i - - A -
addizionando: 200 400 500 800 000 1200 14,00 16.00 18,00
| Reagente B (Cod. RC-CAU-RB0100) | 1200 pL | e
Applicare un vuoto sufficiente ad asciugare bene la
cartuccia. Cromatogramma
4.2 Scartare questo eluato.
4.3 Ripetere I’operazione di lavaggio un’altra volta. DI I ADRENALINA
(Totale volume lavaggio 2400 pL). Data emissione: 03/09/2014
Numero determinazioni:100
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