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Praxe v HPLC

ProcC spravna praxe v HPLC?

»Jdrzet HPLC systém v dobrém stavu

»Minimalizace finan¢nich nakladu na opravu HPLC
»Jsetrit ¢as pri reseni problému

»Porozumeni ¢innosti HPLC



Praxe v HPLC

Mobilni faze

vvvvv

HPLC grade
HPLC gradient grade
HPLC LC-MS

dalsi aditiva do MF (soli, iontoparova Cinidla atd.) musi byt téz nejvyssi kvality

Nizka kvalita rozpoustédel a aditiv MF

*zvySi se Sum, tim se snizi citlivost a limity detekce a kvantifikace
*mUZou se objevit nezndmé piky



Praxe v HPLC

Mobilni faze
(a) HPLC gradient grade
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Praxe v HPLC

Mobilni faze

Voda: musi se pouzivat ultracista voda — nejcastéji deionizovana voda

destilovana voda muze obsahovat organické necistoty

Uchovani MF: Ne v plastovych nadobach (kritické ve spojeni s MS)

Uchovavat ve sklenénych nddobach — N e d IO U h Od O bé

madsorpce aditiv na povrch nadoby
=tékani nizkovroucich slozek
="mikrobidlni rist

myvolnovani silikatt ze skla



Praxe v HPLC

Mobilni faze

Odstranéni mechanickych necistot

VSechny pripravené mobilni faze filtrovat pres filtr 0,45 pm nebo mensi (0,2 um pro UPLC)

celulosové membranové filtry — vodné roztoky
teflonové membranové filtry — vodné-organické roztoky

Filtry MF v zasobnicich MF




Praxe v HPLC

Mobilni faze
Odvzdusneéni »opakovatelné retenéni &asy
»nizky Sum zdkladni linie
»zvyseni citlivosti u nékterych detektort (fluorescencni)
Membranovy vakuovy odplyriovac Heliovy odplynovac
{a) e mobil?nphaaa
‘r //" i _ meils::t:haaa
muum_:




Praxe v HPLC

Mobilni faze

Kompatibilita MF s detekci

UV detekce: MS detekce a detektory na bazi aerosolu

Solvent UV Cutoff
(nm)* [2] Nutno pouzivat tékava aditiva:

Acetone 330
Acetonitrile 190 'ky5€|lna mravenél’
1-Butanol 215
1-Chlorobutane 220 . ,
Chlorotorm 245 'kySE|Ina OCtova
Cycohexane 200
Dimethyl formamide 268 .
Dimethylsultoxide 268 .amonlak
1 4-Dioxane 215
Ethyl acetate 256 "mravencan amonnv
Heptane 200
Hexane 195 ,
[sooctane 215 IOCtan amonny
Methanol 208
Methyl-t-butyl ether 210 IUhlléltan amon nv
Methylethyl ketone 329
Methylene chloride 233
i-Propanol 205
n-Propanol 210
Tetrahydrofuran 212
Toluene 284
Water 190




Praxe v HPLC

[ ] V 4 V4 3 : >
Mobilni faze (L SOLVENT MISCIBILITY TABLE )
Solvent Pollarity  Refractive  UV{nm) Boiling Viscosity  Solubillity
7 . H s 7 _7 Index Index Cutoft Point{’c) (cPoise) in water
Misitelnost mobilnich fazi @0c @ (towin)
Acetic Acid 52 1372 230 118 126 100
Acetone 5.1 1.259 330 56 0.32 100
Acetonitiile 58 1244 190 82 0.37 100
.o , , vav Benzene 27 1501 280 80 0.65 0.18
Vymeéna nemisitelnych rozpoustédel i = L R — o —on o
v . Butyl Acetate 3.9 1.299 215 18 2.98 781
— nutno pres mezi krok Garbon Tetaciloride 16 1466 %377 08 08
Crkoroform 4.1 1445 245 81 0.57 0.815
Cychhexane 0.2 1426 200 81 1.00 0.01
1.2-Dichloroethane’ 35 1444 225 84 0.79 051
. Dichleromethans? 3.1 1424 235 41 0.44 15
hexan —isopropanol - metanol DimethyFormamigs 64 1431 268 155 0.8 00
Dimethyl Sufoxide® 7.2 1478 268 129 2.00 100
Dioxane 28 1422 215 101 1.54 100
Ethancl 52 1260 210 78 120 100
Fihyl Acelals 44 1372 260 7 0.45 87
Di=Ethyl Ether 2.8 1353 220 35 0.32 5.89
[ Heotane 0.0 1387 200 9% 0.39 0.0003
Hexane 0.0 1275 200 59 0.33 0.001
Mathandl 5.1 1,329 205 85 0.60 100
Mathyl<-3utd Ether 2.5 1.359 210 55 0.27 a3
| Meathyl Ethyl Ketone® 4.7 1379 329 20 0.45 24
m [ Pentane 0.0 1.358 200 36 0.23 0004
r=Propanol 40 1384 210 a7 227 100
Iso=Propanol® 39 1377 210 82 2.30 100
Didso-PropA Ether 2.2 1368 220 88 0.37
Tetrahydrofuran 40 1.407 215 85 0.55 100
[ Toliena 24 149 285 11 0.59 0.051
] Tichrostylene 10 1477 2713 87 0.57 0.11
AR B B Water 9.0 1333 200 100 1.00 100
Xylene 25 1500 290 129 0.61 0.018
Syno Tabl
& sls olg| |ef | B " Immiscible TEthylens Chloride
g |gf= S|= =|EIS g = < mm:esne"cq:nue
- - b ulfoxide
= S 'g'g., HE £ § 2 ég g § 3 = - L] miscibde “tart=utyl Mothyl Ethar
- L= =4 = [ s
e agg‘gz éég%%gggg.(g ggé‘sggggégg‘g §§ Immiscible means that [n some proportions two phases will be produced .ﬁ,‘ﬁ‘pmf
S S EE A
E;E£ﬁ§§%§£§§£§a§§§aa§§§555i£§§§
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Praxe v HPLC

Mobilni faze

Pufrované mobilni faze

Vhodné pouzivat v oblasti pKa +-1, kdy je dosazeno nejvétsi pufrovaci kapacity.
Priprava pufru

»Smichdéni vypocteného mnozstvi kyseliny a baze (podle pozadovaného pH a iontové sily)

»Navazenim vypocteného mnozstvi kyseliny (baze) a dotitrovanim pomoci baze
(kyseliny) na pozadované pH

IPozor na precipitaci pufru v organické slozce MF!




Praxe v HPLC

Mobilni faze

bézné pouzivani kyseliny v HPLC

Kyselina Teplota (°C) pK1 pKz pK3
ACES 2-[(2-amino-2-oxoethyliamino Jethan sulfonowa -0 6.90 i i
kyseling
CAPS  3-(cyklohexylamino)ethan sulfonova kyselina 20 10,40 - -
Glyin 25 2,34 .60 -
Glycylglycin 20 g.40 - -
HEPES fN-E-h_ﬁ,rdrD}{yethylpiperazine-r\]'-2-ethar‘| -0 75 i i
sulfonowd kyselina
Irnidazal 20 J0o0 - -
kyselina borita 20 9,14 12,74 13.8
Kyselina citronowa 25 3.13 4,76 G.40
kyselina fosforecna 25 2.12 721 12,67
Kyselina rnravendi 20 3.79 - -
kyselina octows 25 4,75 - -
kyselina Stavelova 25 1.27 4,28 -
Kyselina trifluoroctows 25 0.20 - -
kyselina trichloroctoes 25 .50 - -
Kyselina uhlicita 25 6.37 10.25
MES 2-(M-morfolinolethan sulfonova kyselina 20 5,15 - -
MOPS  3-(N-rmorfoling ipropan sulfonova kyselina 20 720 - -
TES ?-[trizl{_hydru}wmethyljmethyl]aminuethan 50 750 i i
sulfonovd kyselina
Tricin  M-[tris{hydrosyrnethyl irmethed Jglycin 20 2.15 - -
TRIS  Tris(hydrosylmethyl) arminormethan 20 8.30 - -




Praxe v HPLC

Chromatograficka kolona

Nova kolona je uchovdna v rozpoustédle podle vyrobce (Acetonitril, isopropanol)

Jak se chovat ke koloné?

»Kolonu nenechat vyschnout!

»Kolonu uchovévat v doporu¢eném rozpoustédle
»Kolonu uchovdvat uzavienou originalnimi zaslepkami
»Chranit kolonu pred narazy

»Na konci analyzy kolonu promyt silnym elu¢nim ¢inidlem

»U aplikacich redlnych vzork( pouzivat predkolonky

L mu.;;':w«m;ms ] th'WFWmmnomcm-]

no wrenches required

To detector
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Praxe v HPLC

Chromatograficka kolona

Kolony maji omezeni tlakové, teplotni, rozsah pH a typ pripustnych rozpoustédel (vse

podle vyrobce)

Kolony na bazi silikagelu: pH 2-8; teplota < 60 °C.

Kolony na bazi hybridnich sorbentd, oxid zirkonicity, grafitovy uhlik: pH 1-13; teplota < 80 °C.

Ekvilibrace kolony:
nutna pred kazdym pouzitim kolony
nutna kompatibilita rozpoustédla uréeného k uchovani kolony a pouzité MF

Ptiklad ekvilibrace: kolona uloZzena ve 100% ACN; MF: 80/20 (v/v) 10mM KH2PO4 pH 2.5/ACN
100% ACN 50/50 10mM KH2PO4 pH 2.5/ACN
pomaly gradient nebo postupné
wmni mnozstvi organické slozky /
50/50 H20/ACN ——— 50/50 H20/ACN
80/20 10mM KH2PO4 pH 2.5/ACN



Praxe v HPLC

Spoje v HPLC

Spatné spojeni a Spatné vnitrni priméry kapilar zpGsobuiji:
»rozsirovani elucnich zon

»netésnost v systému

rozmery barevné
/ v/ 4 oznaceni PEEK
»velky tlakovy spad palce = m capilar
»zvyseni Sumu zakladni linie 1 — 25,3999560
0,062 1/16" 1,59 pFirodni
0,055 1/18" 1,40 pFirodni
0,040 1/25" 1,00 pFirodni
0,030 1/33" 0,750 zelena
0,020 1/507 0,500 oranzova
0,015 1/66" 0,400 seda
0,010 1/1007 0,250 modra
0,005 1,/200" 0,125 cervenad
0,004 1/250" 0,100 cerna
0,0025 1,/400" 0,065 prirodni

www.Apic.cz



Praxe v HPLC

Spoje v HPLC

2
3
1

4

nastavec kolony
1

ferrulka

2
3

" netésnost v systému

1 — kapilara (spojovaci potrubi), 2 — tlakovy
Sroub, 3 —ferrulka (tésnici krouzek), 4 — kriticka
vzdalenost pro kazdé hardwarové zarizeni, 5 —
konec spojovaciho potrubi

Spring pushes capillary constantly towards receiving port

Guaranteed
zero-dead volume

Hand-tighten the blue nut until
feeling the first resistance

TS ——)m et
3& Agilent




Vlyvoj chromatografické metody

$
¥

Vybér vhodného detektoru

¥
Vybér LC metody
¥

Prvotni experimenty se standardy

¥
Realné vzorky; Uprava vzorku

FindIni optimalizace a resSeni problému

$
Validace metody
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Definovani cile metody

»edna se o kvantitativni nebo kvalitativni analyzu?

»Pokud se jedna o kvantitativni analyzu, jaké jsou vyzadovany miry sprdvnosti a
presnosti?

»aké jsou ocekdvané rozmezi koncentraci analyta?

»Pokud se jedna o kvalitativni analyzu, maji byt identifikovany pouze hlavni piky
nebo i minoritni?

»e nutné rozdélit vSechny slozky vzorku?
»Jaka bude matrice vzorku?

»olik vzorkd bude nutno analyzovat?
»sou dostupné standardy?

»aky HPLC systém mdm k dispozici?



Informace o vzorku

Fyzikalné chemickeé vlastnosti vzorku

»Molekulovd hmotnost

»Struktura latky a jeji funkéni skupiny
Hog P

»>pKa

PUV spektrum

»Stabilita

»Rozpustnost

Studovat literaturu!
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Vlybér vhodného detektoru

Na zakladé:

»chemickych a fyzikalnich vlastnosti analytd

»Pozadované citlivosti
»RUznorodosti vzorku (interference)

»Dostupnosti detektoru

[ UV-VIS detekce ]

e —

gan

L € &
-l e e e
{1

MS detekce

'/

27
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[Coulometrické detekce ]




Vlybér LC metody

latky rozpustné | =2 neiontove
ve vodé

iontoveé

peptidy, proteiny =—>p

latky rozpustné =2 hexan
v organickych
rozpoustédlech MeOH

THF

—

—_—

—

—
MeOH/H,0

—_—

REVERZNI FAZE
HILIC
CHIRALNI CHROMATOGRAFIE

RP — IONTOVE PARY

IONTOVE VYMENNA CHROMATOGRAFIE
HILIC

CHIRALNI CHROMATOGRAFIE

REVERZNI FAZE
IONTOVE VYMENNA CHROMATOGRAFIE

NORMALNI FAZE

REVERZNI FAZE
CHIRALNI CHROMATOGRAFIE

GPC

21



Chromatografie na reverznich fazich

> 80 % aplikaci

Stacionarni faze je nepolarni a mobilni faze je polarni

Retence roste s hydrofobicitou latky

Stacionarni faze
Mobilni faze



Stacionarni faze

Co ocCekavame od stacionarni faze?

»Dobrou retenci studovanych latek

A/ysokou ucinnost separace

»Dobry tvar pik(

»hodnou selektivitu

»Stability (chemickou, termdlni, mechanickou)

»Dlouhou Zivotnost kolony



Stacionarni faze

»Silikagelové stacionarni faze

»Polymerni stacionarni faze

»Hybridni stacionarni faze

»Stacionarni faze na bazi oxidu zirkonicitého

»Staciondrni fadze na bazi porézniho grafitického uhliku



Silikagelové stacionarni faze

velikd mechanickd odolnost, moznost navazani fady ligandd(, kompatibilita se vSemi
rozpoustedly béznymi v LC

Silikagel typu A: Silikagel typu B: Silikagel typu C:
kysely povrch; vyssi obsah kovi vysoka Cistota hydrosilovany silikagel

Omezena chemicka a mechanicka stabilita: pH 2-7; do 60 C; do 40 MPa

specificky povrch 200 - 500 m¥/g

velikost castic 3a5umHPLC, < 2 um UHPLC
velikost port 60—1304, 300 A

nawvazani ligandu mono-, di-, trifunkéné

pokryti uhlikem cca 6-20 % (mira retence)

typ ligandu, odetfeni volnych silanold

Atlantis 3 um Luna 3 um

25



Polymerni stacionarni faze

Stabilni v rozsahu pH 1-14, teplotné stabilni do 200 C, nizSi mechanicka stabilita do 20 mPa

Pouziva se polystyren, polyvinyl alkoholy, substituované metakrylaty

V RP chromatografii nejsou zcela rozsirené, pouziti v iontové chromatografii

Monolitické stacionarni faze

Jeden celistvy kus naplné.

Obsahuji makropory a mesopory. Moznost vyuzivat vyssich
prutoku za stdle nizkého tlaku.

Nevyhodou je mald komeréni dostupnost rliznorodych
stacionarnich fazi.

Podle literatury Casto i neutralni latky tailuji




Hybridni stacionarni faze

kombinace organické a anorganické slozky

Figure 1: XTerra® Hybrid Particle Synthesis
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Figure 2: BEH Technology™ Particle Synthesis

Bridged Ethane: )

in Siliza Mearix === 7T g

Pelysthoysilare
(BPEOS)
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Vyssi stabilita diky silikagelu a polymeru: pH 1-12; teplota do 100 C

: 8EH Technology”
U3, Patert 6,584,035 B2
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o
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Hybridni stacionarni faze

CSH (Charged Surface Hybrid) Technology

Zalozeno na BEH technologii. Dochazi
k pokryti BEH castic skupinami latek s
nabojem. Tim dochazi ke zlepseni
tvar piku bazickych latek, zméné
selektivity oproti BEH kolonam.

Start with the rugged, S
ultra-efficient, ethylene bridged Add reproducible
hybrid (BEH) particle low-level charge to
particle surface

So
JQ

\ B
°-
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Stacionarni faze na bazi ox

du

zirkonicitého

extrémni chemicka a mechanicka stabilita

pH 1-14 ; teplota do 200 C

5
’ 3
2 4
T T T T T T T T T
0.2 0.4 0.5 0.8

Time (min)

Figure £.12 High-temperature separation of a pharmaceutical mixture. Sample: 1, doxy-
lamine; 2, methapyrilene; 3, chloropheniramine; 4, meclizine; §, triprolidine. Conditions:
100 % 4.6-mm ZirChrom-PBD® column (zirconia); 20% acetonitrile/water with added
tetramethyvlammonium hydroxide to control pH-13; 4.2 mL/min; 140°C; 2850 psi. Courtesy
of ZirChrom Separations, Inc.
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Stacionarni faze na bazi porézniho
grafitického uhliku

inertni material
pH 1-14
teplota do 200 C

velmi odlisna selektivita oproti klasickym
silikagelovym stacionarnim fazim

uplatnuji se zejména hydrofdbni, alektrostatické
a 1t — 1 interakce

Casto uplatnéni pri chiralnich separacich

30



Stacionarni faze

Selektivita stacionarnich fazi

COCH;,
0 o
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Hydrophobic interaction
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Stacionarni faze

Symmetry C18

1 4
16=Zk=19, R.=04 7 o 7 o e o ,
. : y Ukazka ruzné selektivity ruznych kolon
2 H 7 B 9 4
A N\ N A~
I T T T T T T T T T I T T T T T T 1
1] 2 4 6 8 10 12 14 16
Time (min)
Alltima HP C18 amide
1 |2 1<k<7, Ry=0.4
3 4 9
5 7 8 +
5,.‘"'1_ )ﬂ\ Al ~, 10
I T T T T T T
0 2 4 &
Time (min)
Luna phenyl-hexyl
k<11 R—08 Separation of a mixture of 10 organic compounds of diverse structure on four
T different columns. Sample: 1, 4-nitrophenol; 2, §,5-diphenvlhydantoin; 3, acetophenone; 4,
7 8 g benzonitrile; 5, 3-phenylpentanol; 6, anisole; 7, toluene; 8, cis-chalcone; 9, ethylbenzene; 10,
A A_A_/L trans-chalcone. Conditions: 150 x 4.6-mm (5-pm) columns; 45% acetonitrile-water; 35°C;
T T T T T I ,-} . -
4 6 g 1o 2-0mL/min.
Time (min)
1 Spherisorb ODS-2
4
1 1=k=14, R,=0.0
2
& 8+9
S N \ _10
I T T T T T T T T T I T T T
0 2 4 B 8 10 12 32

Time (min)



Stacionarni faze

Ukazka rtuzné selektivity riznych kolon

0] L)
H H]
HO

Estrone Estradial

HO

C18 Column 142

Phenyl Column 1
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i LR

Stacionarni faze

Vliv ucinnosti na rozliseni

5 um
80,000 P/m

3 pm
150,000 P/m

34



Vodna slozka MF

Mobilni faze

Buffer pKa pH range U cutoff {nm}
TFA 0.3 1.1-31 210 {0.1%)
M ethane Sulphaonic ca-2.0 =1.0 h'ia
Acid
FPhosphate, pka 1 21 1.1-31 =200
Fhosphate, pksa 2 7.2 h2-8.2 =200
FPhaosphate, pka 3 12.3 11.3-13.3 =200
Citrate, pka 1 3.1 21-41 230
Citrate, pka 2 a7 37-a7 230
Citrate, pka 3 6.4 ha-T74 230
Carbanate, pka 1 6.1 81-71 =200
Carbaonate, pka 2 10.3 83-11.3 =200
Formate 3.8 28-418 210 {10nhd)
Acetate 4.4 3g8-48 210 {10nha}
Ammonia 5.3 8.3-10.3 200 {10nh}
Borate g2 g8.2-10.2 MOTA
Triethylamine 10.8 HE-11.18 =200
Tris (hy drowy methnel) 3.3 7.3-4873 2058 {1 0nM)

aminomethane

Organicka slozka MF

Acetonitril
Methanol
Tetrahydrofuran

35



Mobilni faze

Zména obsahu organické slozky na retenci analytu

©-C=N (1)

Cyg column
&rocHg (2) 40% ACN
A (=2-CHg (3)

A

2 4 8 8 10 12 14 (min)

1 g column

r 50% ACN
A 3

2 4 & a8 10 12 14 (min)

C,g column

'E ﬁs 60% ACN

2 4 & a8 10 12 14 (min)
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Mobilni faze

vliv zmény organické slozky na selektivitu

§1% MeOH
08<k<30 3 3
R, =06 1
9
|\ PN ﬂf_/\? MNP
| T T T T | T | T | | T
0 D 4 6 A 10
Time {min)
30% MeOH + 23% ACN
1<ke<d 1 3 5
R, =1.8 7 9
| | | | | | T | | | | | | | |
0 2 4 6 8 10 12 14
Time (min)

Solvent-type selectivity. Separation of a mixture of substituted benzenes with
methanol or mixtures of methanol-acetonitrile as mobile phase. '
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Mobilni faze

O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100% ACN/MHO

S B B
I I I
o
O 20 30 40 50 &0 70 80

90 100% MeQH/MH,0

|
I
|
I
50 EIEI 70 I 80 90  100% THRHZO

Solvent-strength nomograph for reversed-phase HPLC
Two mobile phases of equal strength (46% ACN and 57% MeOH) marked by »
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Amitriptyline (pKa 9.4)

Mobilni faze

Vliv pH na selektivitu

Toluene

¢

Naproxen (pKa 4.5)

ﬂ]j.
. N
400 ol
200 - 200 -
| | |
D . 0-
-------- 1 ! '
0 2 4 8 10 12min 0

10 12mn

39



Teplota na separacni koloné

B
logk = A+ —
J T,

A, B jsou konstanty charakteristické pro dany separacni systém

zvyseni teploty o 1 °C zpUsobi pokles retence o cca 1-2 % (neni to pravidlo).



Davkovani vzorku

Analyticka kolona ma tzv. kapacitu kolony, coz je maximalni mnozstvi vzorku, které je dana
kolona schopna separovat.

Kapacita kolony m(ze byt prekrocena objemovym pretizenim nebo koncentra¢nim pretizenim

Koncentracni pretizeni Objemové pretizeni
B 2000
2 1 Injection volume
S 1500 -
- I —0.16 pL
= E ——0.80 pL
o 1. 2 4.00 pL
e 1000 - —20.0 pL
£
s ]
wn
S 500-
ﬂ 1 T T - 1
400 440 480
Time [s] i}
0 2 4 6 8 10
Time [s]
mzkraceni retencnich casU
"pik eluuje drive mprodlouzeni retencnich ¢asl

=pocatek piku eluuje stejné
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Davkovani vzorku

Vhodné rozpoustét vzorek v mobilni fazi. Dojde k eliminaci rozdilt fyzikalné chemickych
vlastnosti mezi rozpoustédlem pro vzorek a mobilni fazi.

-g MF:
5 A: KH2PO4 10 mM pH 2.5
B:ACN
70/30 (v/v)
z
a b £
(=}
= o
g E
= i
=T

Injection solvent: 100%ACN Injection solvent: sloZzeni jako MF
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Kolona:

Mobilni faze:
Pritok mobilni faze:
Nastrik:

Analyty:

Priklad

Luna C8, 250 x 4,6 mm, 5 um

70/30 (v/v) 50mM octan amonny pH 5,7/ACN
1 ml/min

1 ul

1-6 necistoty A-G
7 Mupirocin
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Priklad

1

_

|

R, 3/4=063; k=23

6

AN

!

\

~16 min

Sy

T
4

L2

1

Kolona:
Mobilni faze:
Pratok mobilni faze:

Luna C8, 250 x 4,6 mm, 5 um

ﬂ
LAAWA LY
\i/“

70/30 (v/v) 50mM octan amonny pH 5,7/ACN
1 ml/min
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Priklad

7
BH 5
Kolona: Luna C8, 250 x 4,6 mm, 3 um
Mobilni faze: 80/20 (v/v) 50mM octan amonny pH 5,7/ACN
Pritok mobilni faze: 1,5 ml/min

Rozliseni se zvysSilo z 0,63 na 1,6
Cas analyzy vzrostl z 16 na 20 minut

45



Priklad

AL ]

7
25 5
150 ] R,3/4=23
8 min
) “ Ll
[/} S j\ +
Kolona: Kinetex C8, 100 x 4,6 mm, 2,6 um
Mobilni faze: 80/20 (v/v) 50mM octan amonny pH 5,7/ACN
Pritok mobilni faze: 1,5 ml/min

Rozliseni se zvysilo z 0,63 na 2,3
Cas analyzy klesl z 20 na 8 minut




Pouzité zdroje a zaroven doporucena literatura

Monografie:

Snyder R. L., Kirkland J. J.: Practical HPLC method development

Snyder R. L., Kirkland J. J.: Introduction to modern chromatography

Novakova L., Dousa M.: Moderni HPLC separace v teorii a praxi (prvni a druhy dil)
Snyder R. L., Dolan J. W.: High performance gradient elution

Meyer V. R.: Practical high performance liquid chromatography

Dong M. W.: Modern HPLC for practicing scientists

Kromidas S.: More practical problem solving in HPLC

Internetové zdroje:

www.hpst.cz

www.waters.com
www.chromacademy.com
www.hplc.cz
http://web.natur.cuni.cz/~pcoufal/
www.shimadzu.com

Casopisy:

Journal of Chromatography A, B
Journal of Separation Science
Analytical Chemistry
Chromatographia

Journal of Liquid Chromatography
LCGC


http://www.hpst.cz/
http://www.hpst.cz/
http://www.waters.com/
http://www.waters.com/
http://www.chromacademy.com/
http://www.chromacademy.com/
http://www.hplc.cz/
http://www.hplc.cz/
http://web.natur.cuni.cz/~pcoufal/
http://web.natur.cuni.cz/~pcoufal/
http://web.natur.cuni.cz/~pcoufal/
http://web.natur.cuni.cz/~pcoufal/
http://web.natur.cuni.cz/~pcoufal/
http://www.shimadzu.com/
http://www.shimadzu.com/

