ESERCITAZIONE: DETERMINAZIONE DELLA TEOFILLINA NEL SIERO

Il metodo riportato è valido in generale per tutte le xantine (teofillina, caffeina, etc.)

L’eluizione viene condotta con una miscela di acetonitrile al 13% in acqua acida per acido acetico.

Come standard interno si usa l’8-cloroteofillina, in quanto questo componente non risulta sicuramente un metabolita che può essere presente nel siero.
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Apparecchiatura:

· cromatografo

· rivelatore UV

· Colonna C18

Reattivi:

· eluente: CH3CN – H2O – CH3COOH (13:86.5:0.5 v/v)

      sottoposta a bagno ultrasuoni per 15-20 min.

· soluzione standard di teofillina (TEO): 1 mg/mL in H2O

· soluzione standard di 8-cloro teofillina (SI): 1 mg/mL in CH3OH

Condizioni operative:

· temperatura ambiente

· flusso eluente : 1mL/min

· lunghezza d’onda del rivelatore: 254 nm

· sistema di iniezione: valvola con loop da 20 µL 

Condizionamento della colonna:

La colonna va condizionata per 15 min con CH3CN e, successivamente,per altri 20 minuti con l’eluente.

Preparazione dello standard

Preparare:

· 5 mL soluzione di teofillina 0.1 mg/mL nella soluzione eluente (in matraccio)

· 5 mL soluzione di 8-cloroteofillina (SI) 0.1 mg/mL nella soluzione eluente (in matraccio)

Dalle soluzioni 0.1 mg/mL di teofillina e 0.1 mg/mL di SI preparare 5 mL di una soluzione 10 µg/mL di teofillina e 20 µg/mL di SI in eluente (in matraccio).

Preparazione del campione

1) addizionare in una provetta: 0.5 mL di H2O acidula con 0.5% CH3COOH + 200 µL di campione (siero) + 80 µL di SI (0.1 mg/mL) + 3.5 mL di una miscela cloroformio – isopropanolo (90:10 v/v);

2) agitare la provetta contenente la miscela per circa 30 min;

3) centrifugare per 15 min a 6000 rpm; 

4) dopo centrifugazione si formano 3 strati di cui lo strato inferiore di cloroformio è quello che contiene la teofillina e lo standard interno; 

5) recuperare lo strato di cloroformio con una pipetta pasteur e trasferirlo in una vial di vetro;

6) portare a secco con azoto;

7) risospendere con 400 µL di eluente;

8) procedere all’analisi cromatografia.

Elaborazione dati

Dopo aver calcolato le aree relative ai picchi della teofillina e dello SI, se ne calcola il rapporto (ATEO/ASI).

Calcolare la concentrazione di teofillina incognita presente nel campione utilizzando il “metodo della calibrazione ad un punto” e sfruttando il rapporto tra le aree ATEO/ASI.
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'Fig‘ 3.2. - Cromatogramma di una soluzione standard.
1. Teofiflina
2. 8-cloroteofillina.

Fig. 3.3. - Cromatogramma di un estratto di sangue
di ratto.
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Elenco materiale per ogni bancone

· 1 Gilson 100 µL

· 1 Gilson 200 µL

· 1 Gilson 1000 µL

· 3 tubi falcon da 15 mL (per la preparazione degli standard)

· portaprovette

· 1 pipetta graduata da 5 mL

· 1 pipetta tarata da 5 mL

· 2 provette di vetro con tappo da 5 mL (in una mettiamo 200 L di siero fortificato)

· etichette

· siringhe da 1 mL (varie)

· pipette pasteur + tettarelle (varie)

· becker da 250 mL (scarico)

· H2O acidula con 0.5% di CH3COOH (2 mL per gruppo in falcon)

· Eluente per preparazione soluzioni (50 mL per gruppo)

· Cloroformio/isopropanolo (90:10 v/v) (circa 8 mL in bottiglietta vetro)

· 2 mL di standard interno (1mg/mL)

· 2 mL di teofillina (1mg/mL)

i sieri fortificati vengono preparati nel seguente modo:

siero A con una concentrazione all’origine di 10 g/mL: 20 L (di una soluzione 0.1 mg/mL di TEO) / 200 L di siero

siero B con una concentrazione all’origine di 16 g/mL: 32 L (di una soluzione 0.1 mg/mL di TEO) / 200 L di siero

siero C con una concentrazione all’origine di 24 g/mL: 48 L (di una soluzione 0.1 mg/mL di TEO) / 200 L di siero

siero D con una concentrazione all’origine di 48 g/mL: 9.6 L (di una soluzione 1 mg/mL di TEO) / 200 L di siero

siero E con una concentrazione all’origine di 96 g/mL: 19.2 L (di una soluzione 1 mg/mL di TEO) / 200 L di siero
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