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INTRODUZIONE 

 
Questa scheda è un breve riepilogo del metodo fornito 

dalla ERRECI S.r.l. per la determinazione delle 
Catecolamine urinarie in fluorescenza detection. 

 
1. PREPARAZIONE E CONSERVAZIONE DEI 

CAMPIONI DI URINA 
1.1 I campioni sono costituiti da urina raccolta nelle 

24 ore in contenitore scuro e contente 20 mL di 
Acido cloridrico (6N). 

 
2. TRATTAMENTO SOLUZIONE STANDARD DI 

CALIBRAZIONE 
2.1  Seguire le istruzioni di ricostituzione dello STD  

(Cod. RC-CAU-SC0100) punto 3 della pagina 
successiva Urine Calibrator Method. 

 
3. TRATTAMENTO DEL CAMPIONE 

Lo Standard di calibrazione ed il Controllo vengono 
sottoposti alla stessa procedura di preparazione del 

campione. 
3 Attivare la cartuccia di estrazione con 0,2 mL di 

Reagente A (Cod. RC-CAU-RA0100). Lasciare 
eluire lentamente lasciando la fase stazionaria 

bagnata con il reagente A 
Non portare a secco 

3.1 Dispensare in provetta di polipropilene, ed 
aggiungere nell’ordine: 

Standard interno (Cod. RC-CAU-SI0100) 250µL 
Campione o Standard Calibrazione 150µL 

Reagente A (Cod. RC-CAU-RA0100) 600µL 
3.2   Agitare sul vortex e trasferire rapidamente nella 
Cartuccia di estrazione (Cod. RC-CAU-CE0100) la 

soluzione così preparata.   
3.3  Far eluire lentamente.   

3.4  Alla fine della eluizione applicare un vuoto 
sufficiente ad asciugare bene la cartuccia.   

3.5  Scartare questo eluato. 
NOTA: le catecolammine non sono stabili a lungo nel 

reagente A pertanto preparare i campioni solo dopo aver 
attivato le cartucce e successivamente applicare 

immediatamente i campioni preparati nelle cartucce attivate 
 

4. LAVAGGIO 
4.1  Effettuare un lavaggio alla Cartuccia di estrazione 

addizionando: 
Reagente B   (Cod. RC-CAU-RB0100) 1200 µL 
Applicare un vuoto sufficiente ad asciugare bene la 

cartuccia.  
4.2  Scartare questo  eluato. 

4.3  Ripetere l’operazione di lavaggio un’altra volta. 
(Totale volume lavaggio 2400 µL). 

5. ELUIZIONE 
5.1 Trasferire le cartucce di estrazione su delle provette 

di raccolta in PP o PS 
Dispensare nella Cartuccia di estrazione : 

Reagente C (Cod. RC-CAU-RC0100) 400 µL 
Applicare una leggera pressione e lasciare eluire 

lentamente per gravità. Al termine centrifugare 5 min a 
4000 rpm 

5.2  L’eluato è raccolto nella  provetta. 
    

6. DERIVATIZZAZIONE 
6.1  Trasferire 150 µl dell’eluato in un altra provetta di 

polipropilene.  
6.2  A questa poi aggiungere: 

Reagente D (Cod. RC-CAU-RD0100) 50 µL 
Reagente E (Cod. RC-CAU-RE0100) 200 µL 
Reagente F (Cod. RC-CAU-RF0100) 50 µL 

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

(non superare la T° di +60 °C). 
6.4  Raffreddare la provetta per 5 minuti a +4 °C ed 

aggiungere: 
Reagente G  (Cod. RC-CAU-RG0100) 100 µL 

6.5 Iniettare 15-20 µL di questa ultima soluzione 
presente nella provetta, nel sistema HPLC.  

Conservare il campione derivatizzato a +4 °C. 
 

7. PARAMETRI DI ANALISI HPLC 
Fase mobile                    (Cod. RC-CAU-FM0100) 
Volume di iniezione          15-20 µL 
Flusso                                  0.65 mL/min. 
Detector FL                         λ ex 350 nm;λ em 480 nm  
T°. Colonna               +30 °C  
CP Colonna                   (Cod. RC-ESC-CA1000) 
Tempo di corsa                  19 minuti. 
 
 

8. RISULTATI ANALITICI 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Cromatogramma 
NORADRENALINA STANDARD INTERNO 

DOPAMINA ADRENALINA 
Data emissione: 03/09/2014 
Numero determinazioni:100 
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CLARITY - SOFTWARE DI ACQUISIZIONE E INTEGRAZIONE DEI DATI 

CROMATOGRAFICI AD ALTA RISOLUZIONE 
 
• Controllo completo di tutti gli elementi del sistema, (gestione e programmazione di pompe, detector, 

Autocampionatori, ecc.) 
• Semplice ed accattivante interfaccia grafica 
• Compatibile con sistemi operativi Windows 7 
• Supporto LIMS (Laboratory Information Management System) 
• Sistema “multi-tasking” per la manipolazione dati in acquisizione 
• Gestione totale delle funzioni di tutti i componenti del sistema (Flussi, Pressioni, Lunghezza d’onda, 

Gradiente, ecc.) 
• Programmazione di metodi e sequenze multimetodo 
• Import/Export dei dati in formato standard 
• Curve di calibrazione multilivello semplici e complesse con algoritmi di calcolo lineare, quadratico e 

cubico 
• Rielaborazione grafica e matematica dei dati salvati su disco 
• Diagnostica dei moduli inseriti nel sistema 
• Software a norme GLP/GMP con memorizzazione di tutte le operazioni dell’utente; Hardware, Software e 

Method Validation 
• Richiede Personal Computer 
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