Типовая программа 4-х дневного тренинга по жидкостной хроматографии с практической частью. 

Вариант №2: акцент на темы, актуальные для сотрудников лабораторий исследований и разработок (R&D) 

1-ый день 

1.1. Общие принципы устройства и работы жидкостного хроматографа.

1.2. Специфичность определения. Специфичность хроматографического разделения и специфичность детектирования. 
1.3. Классификация выполняемых анализов по характеру поставленной цели: рутинные (targeted) и исследовательские (untargeted) разделения. Различие в подходах к решению аналитических задач обоих типов.  
1.4. Виды детектирования, применяемые в ВЭЖХ. Оптические, испарительные, электрохимические, масс-селективные детекторы. Принцип выбора детектора с оптимальной для данной аналитической задачи специфичностью. Преимущества и недостатки различных видов детектирования. 
1.5. Устройство наиболее часто применяемых ВЭЖХ детекторов. Концентрационные и потоковые детекторы. Поверка (квалификация) детекторов. Шум, дрейф, отношение сигнал/шум, предел определения.
1.6. Устройство насосных систем для ВЭЖХ. Шприцевые, плунжерные насосы различных типов. Основные причины выхода из строя плунжерных насосов. Правильная эксплуатация насосов. Поиск и устранение простейших неисправностей. Градиентные системы со смешиванием на стороне низкого (quaternary) и высокого (binary) давления, их преимущества и недостатки. Поверка (квалификация) насосных систем.

1.7. Устройства систем инжектирования. Ручное инжектирование и автодозатор: особенности, преимущества, недостатки. Переключающие краны: 6-ти, 8-ти, 10-ти ходовые. Поверка (квалификация) системы инжектирования. Поиск и устранение простейших неисправностей. 

1.8. Различные типы термостатов колонок, их преимущества и недостатки. 

1.9. Основы качественного анализа. Проверка отрицательной гипотезы. Идентификация соединений. Способы повышения надежности идентификации соединений: хроматографические и спектральные. Ограничения процедуры “peak purity test”, реализуемой на диодно-матричных детекторах.
1.10. Проведение разметки хроматограммы. Различные способы проведения разметки; параметра разметки. Настройка автоматической разметки.
1.11. Основы количественного анализа. Основы статистики. Методы внутреннего и внешнего стандартов. Отклик детектора. Одноточечная и многоточечная градуировки, целесообразность их применения в различных случаях. Одноточечная градуировка. Доверительный интервал. Типы многоточечной градуировки. Модели аппроксимации. Линейная аппроксимация и ее параметры. Типичные затруднительные ситуации и ошибки, допускаемые при применении многоточечной градуировки с аппроксимацией линейной регрессией. 

2-ой день 

2.1. Основные параметры разделения. Факторы, определяющие разрешение пары пиков.

2.2. Оптимальное удерживание. Оптимальная селективность. Оптимальная эффективность.  

2.3. Общий алгоритм разработки ВЭЖХ методики.
2.4. Основные адсорбционные (RP, NP, HILIC, IC, CT, LEC) и эксклюзионные (SEC, IEX) режимы жидкостной хроматографии. 

2.5. Смешанные режимы, широко применяемые на практике  (RP/HILIC, RP+IC, RP/CT, RP + SEC, HILIC + IC, NP/CT).

2.6. Прогнозирование удерживания соединения в основных и смешанных режимах по его структурной химической формуле. 
2.7. Модель удерживания для обращенно-фазового (RP) режима. Регулирование удерживания и селективности. Преимущества и недостатки обращенно-фазовой хроматографии.

2.8. Модель удерживания для нормально-фазового (NP) и гидрофильного (HILIC) режимов. Регулирование удерживания и селективности.  

2.9. Модель удерживания для ионного (IC) режима. Регулирование удерживания и селективности.

2.10. Применение смешанных режимов. Регулирование доли каждого из вкладов в смешанном режиме.
2.11. Применение динамического модифицирования для перехода к смешанным режимам. 

2.12. Ион-парные системы, их преимущества и недостатки. Техника работы при использовании ион-парных реагентов. 
3-ий день 
3.1. История развития неподвижных фаз для ВЭЖХ: вызовы и решения. Почему для разработки методик принципиально необходим широкий выбор неподвижных фаз с различной химией. 

3.2. Современное состояние рынка неподвижных фаз (НФ): обзор. НФ различного типа для обращенно-фазовой (RP), гидрофильной (HILIC) и ионной (IC) хроматографии. Полностью пористые и поверхностно-пористые (core-shell) носители; их преимущества и недостатки.

3.3. Названия хроматографических колонок. Что обозначают различные аббревиатуры и сокращения в названии колонок.
3.4. Тестирование обращенно-фазовых (RP) ВЭЖХ колонок. 

3.5. Тестирование ВЭЖХ колонок для гидрофильной (HILIC) и ионной (IC) хроматографии. 

3.6. Как выбрать «колонку, аналогичную данной».

3.7. Оптимизация ВЭЖХ разделения. Критерии оптимизации. 

3.8. Теория скоростей. Гидродинамика ВЭЖХ разделения. Алгоритм выбора оптимальной скорости потока.

3.9. Алгоритм выбора оптимальной длины колонки и размера частиц адсорбента.

3.10. Факторы, определяющие «дополнительное» уширение хроматографических пиков. Мертвые объемы. Перегрузка объемом пробы и количеством вещества.

3.11. Факторы, влияющие на уширение хроматографических пиков. Правильная сборка жидкостной системы. Типы капилляров и фитингов, их правильное применение.

3.12. Градиентное элюирование в обращенно-фазовой хроматографии. Выбор профиля градиента.

3.13. Техника проведения градиентного элюирования.

3.14. Область применения градиентного элюирования. Ограничения градиентного элюирования.

4-ый день 

4.1. Условия хранения и регенерации колонок/предколонок различных типов. Какие типы колонок имеют ограничения по давлению. Какие ограничения по совместимости с растворителями существуют для различных типов колонок.
4.2. Средние сроки эксплуатации колонок на силикагельной и полимерной основах различного типоразмера. Способы продления срока эксплуатации колонок. Как надежно установить, что колонка вышла из строя и не подлежит восстановлению.
4.3. Наиболее частые причины сбоев в работе жидкостного хроматографа. Обеспечение хроматографа. График профилактических работ.

4.4. Устранение проблем (troubleshooting). Основные принципы поиска источника проблемы/неисправности.

4.5. Расщепление пиков. Широкие пики, асимметричные пики

4.6. Колонка "умерла". Колонку "необходимо промыть".
4.7. Обеспечение прослеживаемости измерений в ВЭЖХ.

4.8. Как на практике выглядит пригодное ВЭЖХ разделение. Критерии пригодности хроматографической системы.
4.9. Квалификация протокола обработки данных. Различия в расчете параметров разделения (отношение сигнал/шум, эффективность, асимметрия, разрешение) по «стандартному» набору формул, формулам EP и формулам USP.
4.10. Основы валидации ВЭЖХ методик. Валидационные характеристики.

4.11. Специфичность. Протокол валидации специфичности.
4.12. Робастность. Особенности валидации робастности. Протокол валидации робастности. Упущения при валидации робастности как одна из основных причин невоспроизводимости ВЭЖХ методик.
4.13. Подтверждение линейности. Определение пределов обнаружения/ определения. Способы уменьшения пределов обнаружения/определения.
4.14. Валидация правильности. Рабочий диапазон методики. Отличие нижней границы рабочего диапазона от предела определения.
4.15. Оформление методики согласно международным рекомендациям.
4.16. Трансфер ВЭЖХ методик.
4.17. Оформление методики согласно международным рекомендациям.
4.18. Основные требования GLP к протоколу обработки хроматографических данных. 
4.19. Автоматизация разметки пиков в программе Empower 3 (OpenLab/Chemstation и т.д.).

4.20. Автоматизация обсчета результатов измерений в программе Empower 3 (OpenLab/Chemstation и т.д.).

4.21. Различные виды отчетов (Report Layouts) и общие принципы их формирования. Формирование отчетов в программе Empower 3 (OpenLab/Chemstation и т.д.). 
5-ый день (практика) 

5.1. Проведение разделения тестовой смеси стандартов. Расчет основных параметров разделения: факторов удерживания, селективности, а также разрешения,  эффективности, факторов асимметрии и отношений сигнал/шум по различным формулам: «стандартным», USP и EP.  

5.2. Проведение анализа реального образца. Проверка специфичности разделения с применением спектральных характеристик. Проведение количественного определения с применением одноточечной градуировки.

5.3. Проведение принудительной деградации образца (forced degradation); проверка метода на пригодность для исследований стабильности (stability indicating method). 

5.4. Проведение на практике подбора ВЭЖХ колонки, «аналогичной данной» (на примере обращенно-фазового разделения).

5.5. Работа с образцами Заказчика. Ответы на вопросы по разработке и трансферу ВЭЖХ методик.
