FOLYADEKKROMATOGRAFIA

PH-KONTROLL

Szilikagél szerkezete

Az abrak tébb, részben szerzbi
Jjogokkal védett miibél, oktatasi
célra lettek kivéve.
Tovabbmasolasuk, terjesztéslik
nem megengedett.
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Elvalasztastechnika - Kromatografia

Olyan modszerek, ill. folyamatok gy(jténeve, melyekben a
komponenseknek egy allé fazis és egy azon keresztll aramld
mozgo fazis kozotti megoszlasa kovetkeztében megy végbe a
komponensek térbeli elkiloniilése (szétvalasa).

Elvalasztastechnika

Kromatografia

Elektroforetikus
modszerek

GC HPLC U(H)PLC

OPLC

Extrakcidés
Centrifugalas modszerek

TLC

Sziirés Dializis s
Liofilizalas

Szitalas
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A folyadékkromatografias
rendszerek ,lelke”, legfontosabb
egysége a kromatografias oszlop,
ahol a tényleges elvalasztas
torténik.
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Blvos haromszog
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Fazisviszonyok

Alléfazis Mozgofizis Elnevezés
normalfazisi
polirisabb Jirisabb g i
(NP-HPLC, NPLC)
forditottfazisi
apolirisabb polirisably folyadékkromatogrifia
(RP-HPLCRPLC
forditottfizisti
apolirisabb polirisabb + hidroféb ion | fonpar- folyadékkromatogrifia
(RP-IP-HPLC, RPIPLC)
T puffer vagy ion tartalmi viz és | ioncserés nagyhatékonysig
szerves oldészer kromatogrifia (IEC, IE-PLC)
. " hidrofil kolessnhatasi
polrisabb kevésbé polris 450 (LI
apoliris, nagy porus atmerdji seerves oldoszer
kromatografia (GPC)
Vizes méretkizirasos.
poliris, nagy porus tmerdji puffer Kromatografia (SEC),
régebbi nevén gélsziirés
406 RP S6 (1-4 ol HIC hidrofob kolcsonhatasi LC
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Vizsgalhato vegyuletek

Modszer Vegyiilet jellege Kizaré ok
ionos jelleg, nines poldris
NP-HPLC kézepesen polaris csoport a vegyiiletben, nagy
polaritasi anyagok
— — ionos jelleg kis apoliris
résszel, nagy polaritas
RP-IP-HPLC ionos DR IgHi0s Vany
nem ionizalhaté
IE-HPLC fonos Le tongs vagy
nem ionizalhaté
S apoldris, és ionos
HITIC nagy polaritisd, lonos allapotba nem hozhato
e b 3 polaris polimer ionos vagy
nem vizes SEC apoldris polimer o A e e
vizes SEC biopolimerck apolaris polimerck
HIC biopolimerck kis molekula
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Folyadékkromatografia felosztasa
==
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Az elvalasztas alapegyenlete

R =N EL

a k+1
Kinetika Termodinamikai  Visszatartasra
(zénaszélesedés) tag jellemz6 tag
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Visszatartasi tényez6
(kapacitas/retencios faktor, k')

o Megadja, hogy egy vizsgalt komponens az elvalasztas
soran mennyi id6t tartézkodott az alléfazison a
mozgofazisban toltott idéhdz képest

o Akvazi-egyensuly megoszlasi hanyadosa, ha a
koncentraciokat molban adjuk meg

o Ertéke 1 — 10 (esetenként 2 — 5) kdzott legyen
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Szelektivitas

ahol
K és K, a termodinamikai megoszlasi hanyadosok

a=1,05 legyen
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Kinetikai hatékonysag

A Gauss gorbe adatai
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Kinetikai hatékonysag

Elméleti tanyérszam - zénaszélesedés

2 2
1y t
N =554 —16l &
: [W J N—16( j

1/2

N=2000 legyen
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Blvos haromszog
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Porozus szilikagél

dp

dpy a pordzus szilikags
szemeseitmérije

Dg anem pordzus szilikaszol
szemeseatmérdje
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Porozus szilikagél

04 pore
Po
Siica Sol @g,
+ gpgco A
- oR) ——
Urea (FH 2) %—& 0,
o B0
pe
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Porozus szilikagél
| 18]

Szahilyos alaki
Szemesék kilzbiti 16r  silikapd] szemestk
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Porozus szilikagél

folyadék filmrét\eg‘ 4‘ v-
Kols6 anyagatadas a;
szemcsék fellletén ~—» -\

20T} cl
mloﬂ
\p°ﬂllsko Iﬂ'ull

aramlé
mozgéfazis

stagnalé mozgoiazm ‘

16. 4bra: Az anyagatadési Iolysma!ok sematikus vézlata.
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Szilikagél szerkezete

|
Si S
O/C‘) \O/(‘D \O/ (5\0 szilard

OH OH OH levegd
Si

Cl)H HO\ /OH ?H levegd

Si Si Si
o/nla\o/ \o/é\o

szilard
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Szilikagél szerkezete

A: izolalt
B: H-hidas
C: dezaktivalt

HOH

s Hon H o
OH oH o o0 o 0
- Sim Si

00000 00000 00000

A B. C.
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Szilikagél szerkezete

(a) =] (c)
OH HO OH OH --- OH
| NS | |
T e S weeeereeres G
Free silanol Geminal silanols Associated silanols
(d (e)
M oM
| Vi
— B
Surface metal Internal metal
(activated silanol)
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Szilikagél femszennyezdk

Feliileti fémszennyezék

M

—Ssi—0—

OH

_si

bu

M’

Si_

bu

Si—

_SI_O_?I_

OH oM* OM~*
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Szilikagél féemszennyezeés

§
£
= Type - A
S
g
g
3
@
5
= Type-B .~
g
-

< -
= e Hybrid
3 =

4 3 8 10

pH
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Szilikagél féemszennyezés
| 25 ]
(a) type-A silica
Szilikagél fellleti médositasa
| 25 ]

Polaris médositas
X: -NH,, -CN, -O-CH(OH)-CH,(OH), -NO, ...stb.

N

Si—oH CHa —S—O0H  cHy

o

AN

o |

N§—H + c—Si —{crp)—x Mizmegtes f\Sfo‘&f(CHz)a*X
>~

“Pindn
\ o

Funkcios ~ o OH
Si—OH CHz  Spacer csoport — s CHg
Slikagél Monotrkdos-szién Modositott sziikagél

reagens
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Szilikagél fellleti médositasa

Apolaris moédositas (monomer)

/

0\ 0\
f/SFOH CH; —/Si*OH CH;

U ] -HCI o

—/Si—oﬁ” Cl— Si— CygHzy —> —Si— 0 —Si— Cysfly;

0\ ‘ 0\
— Si—OH CH; —Si—OH  CH;

/ /
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Szilikagél fellleti médositasa

!

o

A e —si—on_ M
— 0 si

Atmeneti E ¥ e 1V —s—0” N,
és/vagy
. (l 5
polimer
. s ciy oy
modositas J
—Si— 08— Gty > —§i— 0 —si— Cyily
J | d
oo no —si-oH  on
, ci,
q |
—Si— 0 —Si— it
d |
—sicon 0
/
Cl—Si— i
o
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Szilikagél fellleti médositasa

(@
%SII% %S‘l% é—Slrﬂ’T
o OH O OH O
SR R e vl T
Si Si Si Si Si
Monomeric

(dimethyl-substituted)
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Szilikagél fellleti médositasa

- + - 5
Si Sl Si Si Si
Monomeric
(steric protected)
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Szilikagél fellleti médositasa

(a)

0—§|-OH
S OH Si-OH
(6] H i O
S o H
Si Si Si Si Si
Polymeric

Vertical polymerization
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Szilikagél fellleti médositasa

loi?j 0. gii O, ‘Si/O-,ISi ~0-gj-0~
|
(o] Q o] o] ]
e S e
Si Si Si Si Si
Polymeric

Horizontal polymerization
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Utodszilanizalas ,end-capping”

A médositott szilikagél eléallitasa soran kb. 40-60
%-a a szilanol csoportoknak reagalatlan marad,
igy energetikailag inhomogén all6fazis alakul ki.

Afellleten két eltérd tulajdonsagu rész van jelen,

az alkillanc, amely gyenge diszperzios
kolcsdnhatasra, és a szilanol csoport, amely erés
H-hidas kolcsOnhatés kialakitasara képes,
emellett a szabad szilanol csoport ionizaciéra is
képes, igy ioncserés kdlcsdnhatas is létrejohet.
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Endcapping

Lae]
(C] (a)
+(GHy)gSi-Cl
R —
%?wf 5—3‘1%
[¢] OH OH OH
o e e e
Si Si Si Si
TMS = trimethylsilyl = (CHg)3Si-
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| 35 |
\
/)-07 — "\ PENR
|
\ cny
)»é-—cu,
[ s
{ R,
\—07 — N\ PG\ R
/
t
\ ¢
b Si—cH,
(%
\
O—Si— N\ "PENUR
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Hidrolizis
|

CH3

(0] Si ——C18H37

CH3s v

~
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Szilika vaz oldédasa

OH-
[nukleofil
Gty [tamadas Gratly
CH;—i~CH,€ CH;—$i—CH
g ?
|

3 pontkorrézid
OH

T :
Si-0—Si~0—Si-0— HO \ /OH

‘OH
szilard \Q H10/

8.2. dbra

A szilikagél oldédasa és az eredményeképp létrejott, jol tiamadhaté szilanol-csoportok.
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Alacsony (és magas) pH-hoz

(a) (&)

Hy0* T
%\*‘\:5/‘ 9—S|\4< 9—?\46 ‘S\ s‘u
[+

OH o OH © [e] OoH OH o] OH
Bt R e e SRR B s e P
Si Si Si Si Si Si Si Si Si Si
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Alacsony (és magas) pH-hoz

o

/
|- 0—Si—cC18

T

T
o
)

Cc18

N

' /
—0—Si—cC18

—

T

—O0—Si—Ci18
AN

™~
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Alacsony és magas pH-hoz

—

W S CH O CHy O,

i
/si—o—Si—cu’, i, o, i, CH, CH, CH,

_OH 0

|— Si—0-Si— CH,
—OH 0

/ SHy, CHy SH, O, CHy
Si~0‘/$i‘0f, CH, CH, CH, CH, CH, CH,

0
\ | CH, CH, CH, CH, CH, CH,

si—0-si-cH, o, e, Of, CH, CH, CH,
0

[
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Duble endcapped
£
>>0f\'#\/\/\/\
C}%;HS
0 — §i—CH,
/ h,
\ 0— CHJJ\/\/\/\
( u,
}o—diton,
ﬁ c(:fc':a
}O—EIJ\/\/\%
CH,
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A feliilet endcapping utan

e H’L\L
\LHZ / H,
mt/ H’ \
\cnz (/0"1
Hy
H1 \ Residual silanols \CH
‘CH, o
ne” HC Endcap
\ y,

H"C\Ii/CHj \ "

é\o/g\o/é\o/é\o/ /\ Lok
bbbt AU

erLaszIo Folyadékkromatogréfia - pH-kontroll
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ra

Es jon egy molekula

| 43 ]
/ C,galkyl chains /
¢ e Low
* \ \CH2 Coverage —
A ool on of (/ LowLigand
olar portion ot H_z -
H*é\ | = 0-CH; analyte interacts Densny
o, L 8 with silanols H
(/ (hydrogen bonging) H1(//
H1 \ Residual silanols i \cu
el z
e " O WC\/C Endcap
\ W, 1 0>CH3H1 c H, \‘Cﬂj
Lo D By s
H \ H
£bb i fL\J/“”’
" . . i i i i i i i g
%I\o /jl\o/ o o] o Mo N0 0T N o \ozéi 0/(4'\0
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U.S. Patent No. 6,686,035 B2 Bridged Ethanes within a silica matrix
>
@ M) b,
o
BEH Technology™
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= BEHCI fibRbeat o
— Trifunctionally - bonded C18
—  Widest pH range for maximum selectivity [pH 1-12]
—  Superior prak.shaneand Afficieony jn.buffererd mohile.ohases
= BEHC8 E LAAAA
— Trifunctionally - bonded C8
—  Wide pH range [pH 1-12]
—  Lower hydrophobicity than C18
ol -EEAAAAAA
= BEH Shield RP18
= i bonded, phase [pH 2 - 11]
— Alternate selectivity compared to alkyl chain columns
= BEH Phenyl ot o ,Wvo
— Trifunctionally - bonded C6-Phenyl
— Wide pH range [1-12]
— y ivity for
45 KrusperL&szl6 - Folyadékkromatogréfia - pH-kontroll
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46

e o AAAASAAAA

— Low ligand density, trifunctionally - bonded C; [pH 2 - 8]
—  Aqueous - compatible G, chemistry with long column lifetimes

— Recommended for maximum polar compound retention
RPLC

AR

= HSS Cyy &
— High coverage, trifunctionally - bonded C18 [pH 1-8]
— Universal, high performance C18
—  Proprietary endcapping technique for superior peak shape and
lifetime

= HSS C,; SB [Selectivity for Bases]
— Low ligand density, trifunctionally - bonded C18 [pH 2 - 8]
— Non-endcapped C18 designed for silanophilic interactions and
alternate selectivity with exceptional peak shape for bases
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a7

ACQUITY UPLCCSHC18
Mid/high coverage trifunctional C18
— End cappec
— High pH stable
— Superior peak shape for bases
— Lower retentivity for bases (vs. BEH C18)

— pHrange: 1-11 ‘:NO ‘

ACQUITY UPLC CSH Fluoro-Phenyl
— Most different’ selectivity (vs. CSH C18 & Phenyi-Hexyl)
— Excellent reproducibility
— Not end capped
— Superior peak shape and lower retentivity for bases

— pHrange: 1-8
ACQUITY UPLC CSH Phenyl-Hexyl ‘ /W\O ’

— Trifunctional phenylhexyl

— End capped

— High pH stable

— Superior peak shape for bases

— Different selectivity (vs. BEH Phenyl)
— pHrange: 1-11
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Conventional 0DS in Conventional 0DS in

standard organic mobile phases 100% aqueous mobile phases

M e 360w
G, Hepe et ey W sa
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49
TMC-Pack ODS-AQ in
standard organic mohile phases 100% aquasus moblls phases
s
= A
SE
o
SN
‘sz%
WA -=
=
i P
g o e v et
50 KrusperL&szl6 - Folyadékkromatogréfia - pH-kontroll
a) cie ca c4
izl ] I
b) Hso W30 L0
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>

[

£

w

@

a

o 3

& CH,==SiemCH, CH,=Si=CH,

a 6 1

O O
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Silica Particle
Silica particles possess
excellent mechanical
strength and efficien-
cies, but are limited in
pH stability, (2-7).
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Polymer Particle

Polymer particles
possess excellent pH
stability (1-14) but
are less mechanically
strong and less efficient
as compared to silica
particles.
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Gemini® with TWIN™ Technology

Introduced in 2004, Gemini was the first
media to use TWIN™ (Two-In-One)
Technology, which provided high efficiencies
and mechanical strength with the extended
pH stability from 1-12. This was done by

9

iy
()

AL
1
Lep

: = o
grafting organo-silica layers onto a pure bt
silica core. T
bobobes
T
sieket
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(IJEt R
|
Si H: Si
PN ~
g0’ | "okt g0’ | "o
OEt OEt
F|| (o]
elo-—si— 9 ~s 0
/ |
1)
BO S S0
EtQ R n

Polyethoxyoligosiloxane Polymer
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Pufferek hasznalata

Mikor hasznalunk puffert?

o Fellleti szilanolcsoportok
egységesitése

o Avizsgalandé komponensek
egységesitése

Akkor és csak akkor hasznalunk puffert,

ha elengedhetetlenill szikséges!
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A vegyuletek csoportositasa
folyadékkromatografias szempontbdl

1. Kromatografias szempontbdl semleges
vegytletek

2. Savas jellegi funkcids csoportot tartalmazé

vegytletek

3. Bazikus funkcids csoportot tartalmazé
vegytletek

4. lonos vagy ionizalhat6 vegyuletek
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1. Kromatografias szempontbal
semleges vegyuletek

1.a csoport:
Szénbdl, hidrogénbdl és kovalens kotési
halogénbél alinak
A visszatartast az apolaris fellilettel valo
kolcsOnhatas szabja meg

Csak diszperziés kolcsdnhatas!

Alifas és aromas szénhidrogének
Tébbgyriis aromas szénhidrogének (PAH)
Halogénezett alifas és aromés szénhidrogének
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1. Kromatografias szempontbal
semleges vegyuletek

A visszatartas fliggése az eluens Osszetételétdl

erésebben hidroféb anyag
log k

fr— s

log k
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1. Kromatografias szempontbal
semleges vegyuletek

A hidrofobicitas jellemzése

n-oktanol/viz rendszerben mért megoszlasi
hanyadossal jellemezzuik
(a n-oktanollal modellezziik az alléfazist)

Mérészama IgP
Fejlesztésnél a kiindulasi paraméterek becslésére
szolgal — IgP kontrollalt elvalasztas

Pallas programmal szamolhat6

KrusperLaszl6 - Folyadékkromatografia - pH-kontroll
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1. Kromatografias szempontbal
semleges vegyuletek

1.b csoport:
H-hidas és/vagy dipél-dipol kdlcsdnhatas is

=Alkoholok

-Eterek

+Eszterek
=Nitro-vegylletek
+Aldehidek, ketonok
=Nitrilek
+Azo-vegyuletek

KrusperLaszl6 - Folyadékkromatografia - pH-kontroll

1. Kromatografias szempontbal
semleges vegyuletek

1.b csoport:

Elvalasztas lehetdsége:

Kllénbség az apolaritasban
- Kilénbség a polaris csoportokban
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2. Savas jellegl funkcios csoportot
tartalmazo vegyuletek

A pH-tdl fliggben két molekularis allapotban
lehetnek jelen

[} [}
N sstedin
Q"= Q-

o

ion viss zaszoritott forma

“apolérisabb” “polérisabh” - nagyobb a
vizoldhatés sga
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2. Savas jellegl funkcios csoportot
tartalmazo vegyuletek

Hidroféb savak
lonvisszaszoritott forma — IgP kontrollalt elvalasztas

Hidrofil savak
Elvalasztasuk polaris részeket tartaimazé alléfazison
valésithatd meg

+~Maradék szilanol

«Embedded fazisok HiLIC
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2. Savas jellegl funkcios csoportot
tartalmazo vegyuletek

ionizdltsig
I=1
[ ettt

onidlt sav

nem
disszocidlt

PE,

pH
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2. Savas jellegl funkcios csoportot
tartalmazo vegyuletek

1gD | ionvisszaszoritott
forma

ionos
forma

pH
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2. Savas jellegli funkcios csoportot
tartalmazo vegyuletek
T
e
Below pK }
l elowpky B0
A tPKa H
£
JAbove pKa T
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2. Savas jellegli funkcids csoportot
tartalmazo vegyuletek
A szelektivitas pH-fliggése
P ':(— 2lgo=lgk-lgk [15.3]
k 5 A
_—,_H:x P
PHa l 1

| S —

P ——

pH
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3. Bazikus jellegi funkciés csoportot
tartalmazo vegyuletek

Elvalasztasuk polaris részeket tartalmazé
alléfazison valésithatd meg (?)

A pH-tol fligg&en két molekularis allapotban
lehetnek jelen

Krusper Laszl6 - Folyadékkromatografia - pH-kontroll
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3. Bazikus jellegi funkciés csoportot
tartalmazo vegyuletek
\ “ap ul disabib™ 'wﬂll‘:l[i:‘h;‘.":%qy:nh &
a) <) )
/
/’
4/‘
teljes ionizicio ,,./ ’
94:(. pH
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3. Bazikus jellegi funkciés csoportot
tartalmazo vegyuletek
ioniziltsig
| Fprowond biris
I
05 =
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3. Bazikus jellegi funkciés csoportot
tartalmazo vegyuletek

IgD
ionvisszaszoritott
forma

pH

KrusperLaszl6 - Folyadékkromatografia - pH-kontroll
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3. Bazikus jellegi funkcios csoportot
tartalmazo vegyuletek

Kdlcsdnhatasok a polaris alléfazissal

lonos kdlcsdnhatas — nagyon er6s

HH,+
[I:NHJT !
H,C—§i—CH,
o 3 A

1]
! |
~qg _FSIH__‘OfErl-—Hq
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3. Bazikus jellegi funkcios csoportot
tartalmazo vegyuletek

Kdlcsdnhatasok a polaris alléfazissal

Kolcsdnhatas nem ionizalt szilanollal — kozepesen erds

Clsn"'ul HH
H,EE—%;i—C-!a @\

L "
-0 .——SI-...._\__CI‘_,_B ——
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3. Bazikus jellegi funkcios csoportot
tartalmazo vegyuletek

Kdlcsdnhatasok a polaris alléfazissal

Szabad bazis kélcsOnhatasa ionizalt szilanollal — k6zepesen erés

NH,
e 0
H,C—Fi—CH,
1 -
0 0 B
I |

—n _—Sll..____a_,_si-—-.._

KrusperLaszl6 - Folyadékkromatografia - pH-kontroll
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3. Bazikus jellegi funkciés csoportot
tartalmazo vegyuletek

Maszkirozas

A szabad szilanol lefedése kismolekulaju
aminnal

Gyakorlat: 0,1% trietilamin tartalmua eluens

KrusperLaszl6 - Folyadékkromatografia - pH-kontroll

3. Bazikus jellegi funkciés csoportot
tartalmazo vegyuletek

Below pKj

Low pH

‘At pKa

I
Q
5
T

l Above pKy

KrusperLaszl6 - Folyadékkromatografia - pH-kontroll

4. lonos vagy ionizalhaté vegyuletek

Elvalasztasuk az ionpar kromatografiaval
valosithatd meg

IC/HILIC

KrusperLaszl6 - Folyadékkromatografia - pH-kontroll
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| Be2n
o pH=-lgay = -lg(myyy/m°)
ay: hidrogénion aktivitas
vu: molaris aktivalasi koefficiens
m°: standard molalitas
o Gyakorlatban-> pH-munkadefiniciéja
pH=pH(S)+[(E(S)-E(X))/59]
pH(S):kalibralé puffer pH-ja
E(S): kalibralo puffer elektrodpotencialja(mV)
E(X): mintaban mért elektrédpotencial (25°C-on)
KrusperLaszl6 - Folyadékkromatografia - pH-kontroll
| Bes
Elsédleges standard (PS) —_— Hgs"é‘Sék;ea‘ — —
Kalium-hidrogétartarat (25°C) 3557 3552 3549 3547 3549
0,05 mol/kg kalium-
dihidrogéncitrat 3863 3840 3820 3802 3788 3776 3766 3759 3754 3749
0,05 molfkg kalium-
hidrogénttalat 4000 3998 3997 3998 4000 4005 4011 4018 4027 4050
0,025 molfkg dindtrium-
hidrogénfoszfat+ 0,025
molfkg kalium-
dihidrogénfoszfat 6984 6951 6923 6900 6881 6865 6853 6644 6838 6833
0,03043 mol/kg dinatrium-
h\drngénlc{szfé\*ﬂ‘DDBEBS
S:E:gr‘;gg::f!in;él 7534 7500 7472 7448 7429 7413 7400 7389 7380 7367
0,01 mol/kg dinatrium-
tetraborat 9464 9395 9332 9276 9225 9,180 9,139/ 9,102 9068 9011
0,025 molfkg nétrium-
hidrogénkarbonat+ 0 025
mol/kg natriumkarbonat 10,32! 10,25 10,179 10,12 1006 10012 9966 9926 9883 93828
KrusperLaszl6 - Folyadékkromatografia - pH-kontroll
» Mozgéfazis pH-mérésének lehetdségei:
> 1.) Mérjuk a puffer pH-jat és ehhez adjuk a szerves
- w,
oldészert (WpH)
> 2.) Kalibrédljuk az Givegelektrédot az elsédleges
ésfvagy masodlagos pufferekre, és utana a kész
PPy £ s,
mozgdfazisban mérjuk a pH-t (,pH)
> 3.) A kalibraciénal az elsGdleges és/vagy masodlagos
puffereket a mozgofazisba mérjik be, és a mérést is
a mozgo fazisban végezziik el (ipH)
Aharom modszer harom eltéré eredményt
ad!
84 KrusperLaszl6 - Folyadékkromatografia - pH-kontroll
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» A hidrogénion aktivitasa olddszer fliggé!!!

1
AxIZ

lOg Yy =— T
1+ap+B+lz
A,B: olddszertdl és hémérséklettd| fliggs kenstansok
w
p
§ s 1/2
(ag'B) = 15[~
&p
% McOH Xyt » i log pip 4 a,B S —log(y ) VK,
) (kg dm™*)

0 0.000 0.995 053 150 0.00 14.00
10 0.047 0983 0.56 153 0.01 14.08
20 0.100 0969 059 157 003 14.08
30 0.160 0955 064 161 005 14.07
40 0229 0939 070 1.66 0.09 1409
50 0.308 0921 077 172 0.13 1414
60 0.400 0901 0.87 179 018 1423
70 0.509 0878 1.01 188 018 1439
80 0.640 120 1.99 005 1463

85 9% 03800 148 213 -034 15.04
100 1.000 187 231 -2.00 16.77

o pufferoldatnak tekintjuk azokat az oldatokat,
amelyek pH-ja az oldathoz adott er6s sav vagy
er6s béazis hatasara csak viszonylag kis
mértékben valtozik meg

0 Osszetétele:

egy gyenge sav €s a hozza konjugalt bazis,
vagy ennek soja, pl.: CH;COOH/NaAc

egy gyenge bazis, és a hozza konjugalt sav,
vagy ennek soja, pl.: NH;/NH,CI

amfoter molekulak oldata is lehet puffer

KrusperLaszl6 - Folyadékkromatografia - pH-kontroll

Pufferoldat

Az oldatban egy konjugalt sav-bazis par
talalhato, melyek kozott fennalld egyensuly
képes tompitani az oldathoz adott erés sav vagy
ers bazis pH valtoztaté hatasat.

pl.: NH3/NH, rendszer

+ sav
NH3 + H+ g NH4+
+lug
NH4+ + OH « NH3 + Hzo

KrusperLaszl6 - Folyadékkromatografia - pH-kontroll
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Pufferoldat
| 88 |

o Pufferoldatok pH-janak kiszamitasa:

gyenge sav + gyenge sav konjugalt bazisa/soja
PH = pK; + log (ca/Cyn)

gyenge bazis + gyenge bazis konjugalt sava/sdja
pH = pK; + log (Ce/Ca+)

PKs =14 - pK,

KrusperLaszl6 - Folyadékkromatografia - pH-kontroll

Pufferoldat

A pufferoldatok jellemzésére az oldat pH-jat

és pufferkapacitasat hasznaljuk

Pufferkapacitas

egyértékl erés savnak vagy bazisnak az a
mennyisége molokban kifejezve, amit az adott
pufferoldat 1 dm3-éhez adva 1 egységnyi pH
valtozast idéz eld

KrusperLaszl6 - Folyadékkromatografia - pH-kontroll

Pufferoldat

o

o
o

S
o

log[x(HA)/x(A-)]
L @ o

o

°

02 04 06 08 1
x(HA)

PH = pK; + log (ca/Cha)

KrusperLaszl6 - Folyadékkromatografia - pH-kontroll
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PH A
| 1. ekv. pont
10
g L
2. ¢kv. poat
0 >
Vion
1. dbra. Foszforsav pH-metrias titrlési gorbéjének sematikus rajza
pK,=2,12 pK,= 7,21 pKs= 12,67
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% H:PO, H,PO; HPO,” PO
100 SARIINE 8
A o - - :
50 F
st i Fol .
0 L ok == 1 -\‘.‘ = L :
1} 2 4 6 g 10 12 14 pH
2. abra. A foszforsav részecskeeloszlasa a pH fiigevényében
kruspPK 658 Royaderk e Fiafa2 - konwoPKa = 12,67
A folyadékkromatografiaban
leggyakrabban alkalmazott pufferek
puffer - puffer -
Puffer pKa tartomany Puffer pKa tartomany
TRIS =
triflourecetsav <2 <25 trisz(hidroxometil)- 8,3 73-93
aminometan
foszforsav 2,1 1,1-3,1 | dietanolamin 8,9 79-99
citromsav (pK1) 3,1 2,1-41 amménia 9,2 8,2-10,2
hangyasav 3,8 2,8-4,8 |etanolamin 9,5 8,5-10,5
citrat (pKo) 47 | 37-57 |karbonat (pKy) 10,3 | 9,3-11,3
ecetsav 4,8 3,8-5,8 |dietilamin 10,5 95-11,5
citrat (pKa) 54 48-6,8 |trietilamin 11,0 | 10,0- 12,0
karbonat (pK+) 6.4 54-74 |piperidin 11 | 10,1-121
foszfat (pKz) 7.2 62-82 |foszfat (pKs) 123 | 11,3-133
trietanolamin 78 6,8-8,8

31



Pufferek UV cut-off értékei

puffer UV cut-off

{nm)
ecetsav 235
fosziorsav 195
Trisz{hidroxi-meti}-amino-metan 228
Dihidrogén-foszfat 195
Piperazin-foszfat 185
citromsav 225
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