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INTRODUZIONE 
 

Questa scheda è un breve riepilogo del metodo fornito 
dalla ERRECI S.r.l. per la determinazione della 25-

idrossivitamina D3 nel plasma o nel siero in UV 
detection. 

 
1. PREPARAZIONE E CONSERVAZIONE 

DEI CAMPIONI DI PLASMA_O SIERO 
 

1.1 La determinazione può essere fatta sia su siero che 
su plasma. 

1.2 É utilizzabile come anticoagulante sia EDTA che 
eparina 

1.3 I campioni vanno  conservati a -20°C. 
 

2. TRATTAMENTO STANDARD DI 
CALIBRAZIONE 

 
2.1 Seguire le istruzioni di ricostituzione dello STD  

(RC-D3P-SC0100) punto 3 della pagina 
successiva Plasma Calibrator Method. 

2.2 Lasciare riposare per 15 minuti agitando di tanto in 
tanto.  

2.3 Conservare a –20°C. 
 

3. TRATTAMENTO DEL CAMPIONE 
 

3.1  Portare a temperatura ambiente il campione. 
3.2  Lo Standard di calibrazione ed il Controllo 

vengono sottoposti alla stessa procedura di 
preparazione del campione. 

 3.3  Per ciascun campione, calibratore, controllo 
pipettare in eppendorf ambrate con tappoa 

pressione , in ordine:  
Standard interno (RC-D3P-SI0100) 300 µL 
Campione o Standard calibrazione 300 µL 

Tappare ed agitare per inversione per alcuni secondi, 
poi sul vortex per 1 minuto. 

Centrifugare  a 10000 rpm per 5 min. 
3.4 Collocare le cartucce di estrazione sul VAC 

ELUT, ed attivarle con 0,3 mL di Reagente A 
(RC-D3P-RA0100). Lasciare eluire fino a 

completa eluizione . Al termine chiudere i rubinetti 
dei luer. 

NON ASCIUGARE LA CARTUCCIA 
Lasciare la fase stazionaria bagnata con il 

Reagente A. 
Aggiungere a tutte le cartucce 250 µL di acqua 

deionizzata. 
3.5 Aggiungere, a tutte le cartucce, il sovranatante 

proveniente dalla deproteinizzazione,, poi aprire i 
rubinetti e lasciare eluire per gravità.  

 
 

3.6 Lasciare eluire tutto il liquido scartando l’eluato. 
3.7 Aggiungere a tutte le cartucce 1.2 mL di reagente 

B (RC-D3P-RB0100), far eluire e  ripetere 
l’operazione (per un totale di 2.4 mL di reagente 

B. Al termine applicare un vuoto di almeno -10 inc 
Hg. Scartare l’eluato. 

3.8 Aggiungere a tutte le cartucce 20 µL di reagente 
A,  far assorbire completamente questo solvente 

dalla fase stazionaria della cartuccia. 
3.9 . Togliere le cartucce dal VAC ELUT e collocarle 

su provette di vetro a cui sono stati aggiunti 
preventivamente 60 µL di C (RC-D3P-RC0100), 
aggiungere 190 µL di reagente A, lasciare eluire 
per gravità poi centrifugare per 3 min a 800 rpm 
(fino a completa eluizione). Raccogliere l’eluato. 

 
3.9 Iniettare nel sistema HPLC 45 µL della 

soluzione ottenuta 
 
 

5. PARAMETRI DI ANALISI HPLC 
 
Fase mobile                         (RC-D3P-FM0100) 
Volume di iniezione             45 µL 
Flusso                                   0,65/0,7 mL/min. 
Detector UV                          λ 268 nm 
T°. Colonna                  +  30 °C 
Cod.Colonna                        (RC-WSC-CA1500) 
Tempo di corsa                   14 minuti. 
  

6. RISULTATI ANALITICI 
 

 
Cromatogramma 

STANDARD INTERNO  
25-IDROSSIVITAMINA D3 
25-IDROSSIVITAMINA D2 

 
AL TERMINE DELLA SEDUTA ANALITICA 
INVERTIRE IL VERSO DELLA COLONNA E 

FLUSSARE LA FASE MOBILE PER CIRCA 15 
MIN. DISCONNETERE IL DETECTOR E 
LASCIARE ELUIRE LA FASE MOBILE 

DIRETTAMENTE NELLO SCARICO. 
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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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