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Organische Sauren: Pyruvat, Lactat, Formiat und Acetat

Prinzip
Die Auftrennung erfolgt Uber eine lonen-Chromatographie-Saule fir organische Sauren, welche auf eir
konstanten Temperatur von 40°C gehalten wird. Als Laufmittel dient verdiinnte Schwefelsdure. Die Su
stanzen werden durch ein Differential-Refraktometer detektiert (Konzentration ist proportional zur Lichtbre
chung).

Anwendungsbereich
Retentionszeiten und Daten zu den Eichkurven von Pyruvat, Lactat, Formiat und Acetat

Substanz Pyruvat Lactat Formiat Acetat
Retentionszeiten (Minuten) 12.8 17.2 18.4 20.1
Gultigkeitsbereich (uM) 75-5000 100-5000 250-1000 250-5000
LQDC (uM) 7.24 2.41 11.64 2.23

Rel. Standardfehler <5% (in puM) 75-5000 150-5000 500-5000 500-5000
Rel. Standardfehler >5% (in uM) - 100-150 250-500 250-500

LQDC lowest quantitatively determinable concentration

Reagenzien/ Messaparaturen

e Laufmittel: 0.01 N HSO, (0.558 ml konzentrierte 430, mit 2000 ml destilliertem Wasser mischen,
filtrieren (Millipore GS, 0.22 um Porengrésse) und 10 Minuten lang Gber eine ins Laufmittel einge-
tauchte Fritte mit Helium begasen.

e Flussrate: 0.7 ml/Minute. Pumpe: HPLC Pumpe 420 und Autosampler: MSI 660 T (Kontron Instru-
ments, Zlrich, Schweiz). Wasserbad: Haake FE (Haake Karlsruhe, BRD).

* Vorsaule: Micro-Guard, Refill Cartridge CationH, Saule: Aminex lon Exclusion HPX-87H (9micron),
beide von BioRad Chemical Division, Richmond, California.

» Detektor: Differential-Refraktometer fur analytische und halbpraparative Anwendungen Typ 98.00
(KNAUER Wissenschatftliche Gerate KG, Bad Homburg, BRD).

Vorgehen

* Probenkonservierung
240 ul konzentrierte }¥$0, in 5 ml Polystyrolrohrche (Seeprobe) oder 900 ul destilliertes Wasse
50 pul konzentrierte 50, in Eppendorfrohrche (Laborprobe) vorlegen
Mit Seewasserprob auf 5 ml auffullen oder 0.1 ml Kultur zugeben; einfrieren, falls Proben fi
langere Zeit aufbewahrt werden.

Proben auftauen und in dieAutosamplergefass transferieren. Von dort aus werden sie Uber de

Loop (100 pl) auf die Vorsaule geladen.
Autosampler beladen und Proben mittels HPLCRefraktometer analysieren
Standards

Fur die Erstellung einer Eichkurve kénnen 1000 uM Stammldsungen und entsprechende Verdi
nungsreihen der einzelnen Substanzen verwendet werden, andererseits Verdinnungen eines
standards, derPyruvat, Lactat, Formiat und Acetat enthalt.
Falls die einzelnen Messserien mit dem Autosampler zeitlich weit auseinander liegen, ist es empfehlensv
fur jede Serie eine neue Eichkurve zu erstellen.
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