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Vyznam spravné pripravené mobilni faze

Pufr je VODNI roztok obsahuijici slabou kyselinu a jeji konjugovanou bazi (nebo slabou bazi a
jeji konjugovanou kyselinu). Po pfidani malého mnozstvi silné kyseliny nebo zasady se pH
pufrovaciho roztoku méni velmi malo a maze tak pomoci zamezit zménam podminek v
analytické metodé pfi malych odchylkach faktort prostfedi. Pufrovaci roztoky se pouzivaji k
udrzeni pH na témér konstantni hodnoté. Jsou odolné vuci zméné pH v dusledku pfitomnosti
rovnovahy mezi touto slabou kyselinou (HA) a jeji konjugovanou bazi (B).

HA =HAM++AN-
(kyselina) = (vodikovy ion) + (konjugovana baze)

Jak funguji pufry

KdyZ se do rovnovazné smeési slabé kyseliny a jeji konjugované baze pfida néjaka silna
kyselina (vice H+), rovnovaha se posune doleva v souladu s Le Chatelierovym principem.
Podobné, pokud je do smési pfidana silna baze, koncentrace vodikovych iontd klesa o méné
nez mnozstvi oCekavané pro mnozstvi pfidané baze.

P¥i pfipravé pufra existuje nékolik obecnych pokyna, které byste méli dodrzovat:

« Kalibrujte pH metr; idealné pfi hodnotach pH nad a pod cilovou hodnotou pro pfipravu
pufru.

. Ktomuto uCelu se prodavaji kalibraéni pufrovaci roztoky.

« Odvazte sl pufru, abyste dosahli pozadované koncentrace pufru.

. Pridejte ji do odmérné barnky obsahujici vodu v Cistoté pro HPLC a didkladné
promichejte, aby se rozpustila.

« Pomoci pH sondy a pH metru zméfte pH roztoku.

. Upravte pH na pozadovanou hodnotu pfidanim malého objemu silné kyseliny a/nebo
silné baze.

. Jakmile je pH spravné, zfedte roztok na kone¢ny pozadovany objem a dobre
promichejte.

V HPLC se pufry obvykle pouZzivaji k ovlivnéni sekundarnich interakci, které jsou v
chromatografii obecné povazovany za ,nezadouci®. Pouzivaji se také k fizeni ionizacniho stavu
analytu, aby se zajistilo, Ze neni pfitomen ve vice nez jednom ionizovaném stavu. pKa
slouceniny pfedstavuje pH, pfi kterém je z 50% ionizovana a z 50% neutralni. Pokud pracujete
pfi tomto pH, uvidite rozdélené piky (split peaks) a proméntlivé retenéni Casy. VSechny metody
by mély byt alespori dvé jednotky pH od pKa cilového analytu.

Fig 1.
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« More hydrophobic « Less hydrophobic * More hydrophobic * Less hydrophobic

« More strongly retained - Less strongly retained = More strongly retained  + Less strongly retained

P¥i pfipravé izokratickych mobilnich fazi je nékolik dalSich hledisek k zajisténi dostatecné
robustnosti metody.

« Pokud je to mozné, pfedem promichejte svou mobilni fazi, ¢imz se eliminuje chyba pumpy.

« Pro pfipravu pouzivejte vzdy stejnou metodu; napfiklad pokud nejprve pfidate vodu, méli
byste ji vzdy pfidat jako prvni. Pokud jednotlivé komponenty zméfite a poté promichate,
méli byste to délat vzdy timto zplisobem. Tento proces nemérite, protoze vysledky se
mohou vyznamneé liSit, pokud jde o retencni Cas analytu.

NizZe je experiment, ktery ukazuje tuto variabilitu, kdyz byly mobilni faze smichany nasledujicimi
Zpusoby.
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1. Nejprve voda: 400 ml vody v odmérném valci, pfidejte do 1 litrové odmérné bariky,
zfed'te po znacku MeOH

2. Nejprve MeOH: 600 ml MeOH v odmérném valci, pfidejte do odmérné barky o objemu
1 litr, zfed'te po znaCku vodou

3. MeOH a voda mérfeny jednotlivé: 600 ml MeOH v odmérném valci, pfenos do zasobniku
mobilni faze; 400 ml vody ve stejném odmérném valci a pfevedeno do zasobniku
mobilni faze

4. Nechte Cerpadlo smichat A = vodu s B = MeOH

Fig. 3
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Kinetex™ 5um XB-C18 150 x 4.6mm, 60:40 MeOH: H20
Pratok 1.26mL/min
Objem nastriku 2uL
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Koncentrace pufru jsou také dalezité, obecné se ma za to, Ze koncentrace pod 10 mM
nenabizeji pufrovaci kapacitu potfebnou k ovlivnéni aktivity silanolu, nebo ioniza¢niho stavu
slouc€eniny. Koncentrace 10 mM je povazovana za minimalni efektivni koncentraci pro reverzni
fazi a HILIC. U jinych technik, jako je size exlucion, jsou vyzadovany vyrazné vysSi koncentrace
a u téchto metod nejsou neobvyklé koncentrace vyssi nez 100 mM. Koncentrace pufru je néco,
co musi byt peclivé vyvazeno, aby byla zajiSténa rozpustnost za vSech podminek. Pokud
pracujete s reverzni fazi, mozna budete muset omezit koncentraci pufru, se kterym pracujete,
pokud metoda obsahuje vysoké hladiny organickych latek (napfiklad pfes gradient), aby se
predeslo vysrazeni pufru.

Mobilni faze pfispiva k selektivité stejné jako Vase stacionarni faze. Jeji spravny vybér a
priprava je stejné dulezita jako testovani Sarzi stacionarnich fazi pfi vyvoji robustnich HPLC
metod.
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