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Fortschritte im Durchsatz und in der Auflésung
in der Fliissigchromatographie

In der Flissigchromatographie ist hinreichend bekannt, dass
die Verwendung von kleineren Saulenpartikeln sowohl in
einer groferen Anzahl von Trennbéden als auch in einer
schnelleren Trennung resultiert. Diese Effekte sind auf die
Tatsache zuriickzufiihren, dass i) die chromatographische
Effizienz N direkt proportional zum Verhaltnis von
Siulenldnge und Teilchendurchmesser L/ dP und ii) die
Lineargeschwindigkeit der mobilen Phase u umgekehrt pro-
portional zum Teilchendurchmesser dp ist. Wie in Abbildung
1 dargestellt, ist es tatsdchlich fiir schnelle Trennungen
moglich, eine vergleichbare Effizienz zwischen einer 150 mm
Sdule mit 5 ym Partikeln und einer SO mm Séule mit sub-2 ym
Partikeln bei gleichzeitiger 9facher Reduktion der
Analysenzeit zu erhalten.

Es ist theoretisch auch méglich, die gleiche Analysenzeit
zwischen einer konventionellen HPLC-S4ule und einer 450
mm Séule mit sub-2 pm Packung zu erreichen, wobei die
Effizienz jedoch um den Faktor 9 erh6ht wird. Die Reduktion
der Teilchengrofe bewirkt jedoch einen hohen Riickdruck
(>400 bar), der die Verwendung konventioneller HPLC-
Gerite ausschliefit. Um das ganze Potential von Siulen mit
kleinen Teilchenpackungen auszuschopfen, wird empfohlen,
mit einem HPLC-System zu arbeiten, das Drucken von bis zu
600 oder sogar 1000 bar stand hilt. Durch Vergleich der
intrinsischen Leistung einer sub-2 ym Siulenpackung mit
anderen bestehenden Techniken wie z.B. Monolithen, fused-
core oder Hochtemperatur-Flissigchromatographie mit kon-
ventioneller Teilchengrofle, wird hier gezeigt, dass die
UHPLC mit einem maximalen Druck von 1000 bar eine sehr
reizvolle Strategie (d.h. der Ansatz mit der kiirzesten
Analysenzeit bei gegebener Effizienz) im Bereich zwischen
1000 und 80000 Trennboden ist. Nur der Ansatz mit
Monolithen fiir Effizienzen hoher als 80000 Trennbdden zeigt
eine hohere Leistungsfihigkeit als die UHPLC - wobei eine
solche Effizienz zumeist jenseits der Anforderungen einer
tiblichen fliissigchromatographischen Analyse liegt.
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Abbildung 1: Mit sub-2um Partikeln gepackte Siule; Belange und
Konzepte
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Anforderungen fir UHPLC-Untersuchungen
UHPLC-Gerite

Zur Arbeit mit Saulen, die kleine Teilchen enthalten, wird ein
spezielles chromatographisches System ben6tigt. Zunachst ein-
mal sollte dieses Instrument in der Lage sein, den durch die
kleinen Teilchen hervorgerufenen sehr hohen Drucken stand zu
halten, was im Allgemeinen durch erweiterte Druckbestindigkeit
der Pumpe und des Probenaufgabesystems gewihrleistet wird.
Auferdem sollte das chromatographische System den schnellen
und ultraschnellen Betriebsmodus unterstiitzen. Kleine
Siulendurchmesser (1 und 2.1 mm LD.) begrenzen die durch
hohen Druck und hohe Flussraten bedingte Reibungswirme und
verringern den Losungsmittelverbrauch, erfordern aber, dass nur
Totvolumina (extra column volumes) durch die Detektorzelle,
die Kapillaren und das Injektionsvolumen vorliegen (siehe
Abbildung 2).
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Abbildung 2: Die Zusammensetzung der Zusatzvolumina und die
daraus resultierende Bandenverbreiterung

Folgendes Kriterium muss fiir eine effektive Trennung erfiillt
werden: Das Kapillarvolumen sollte so weit wie méglich redu-
ziert werden Aus diesem Grund sollte die Kapillarlinge so kurz
wie moglich und deren Durchmesser als Kompromiss zwischen
noch akzeptablem Riickdruck und niedrigem Volumen gewihlt
werden. Deshalb werden Edelstahl-Kapillaren mit 0.005” bis
0.007” und totvolumenfreie Verbinder im Allgemeinen fiir
UHPLC-Untersuchungen verwendet. Das Injektionsvolumen
sollte passend zur Sdulengeometrie gewihlt werden. Als
Daumenregel sollte das Injektionsvolumen zwischen 1 und 5%
des Saulentotvolumens betragen. Da die meisten
Untersuchungen in der UHPLC mit 50x2.1 mm Séulen durchge-
fithrt werden (V0 =120 pL), sollte das Injektionsvolumen etwa
zwischen 1 und § pL liegen, um die Bandenverbreiterung zu
begrenzen. Zusitzlich ist eine kurze Injektionszykluszeit von
weniger als einer oder zwei Minuten zwingend erforderlich. Das
Detektorzellvolumen, die Zeitkonstante des Detektors und die

Datenaufnahmerate sollten sorgfaltig ausgewihlt werden.

Der in der UHPLC verwendete Detektor sollte idealerweise ein
geringes Zellvolumen besitzen (2-3 pL oder niedriger),
wohingegen die Empfindlichkeit gegeniiber den konventionellen
HPLC-Geriten nicht verringert werden darf. Die Detektor-
Zeitkonstante muss klein genug sein (<100 ms), weil die

Peakbreiten in der UHPLC sehr schmal sind (nur wenige



Sekunden). Schlieflich muss auch die Detektorsammelrate aus-
reichend hoch sein, um eine ausreichende Anzahl von

Datenpunkten zur Peakbeschreibung zu liefern

(>20 Hz). Bemerkenswerterweise werden in der UHPLC oft
chromatographische Bedingungen mit hohen Retentionsfaktoren
(k mindestens gleich 3) empfohlen (d.h. hohe > , Werte
bewirken einen niedrigen Einfluss von ¢®,), um den Einfluss von
Zusatzvolumina und unakzeptablem Verlust von Effizienz zu ver-
meiden. Aufgrund der sehr geringen Saulentotzeit in der UHPLC
(zB.t , = 0.20 min fiir konventionelle UHPLC-Bedingungen mit
50x2.1 mm, 1.9 um Siulen bei 600 pL/min) wird ein hoher
Retentionsfaktor der Analysenzeit nicht abtraglich sein. Ein
Retentionsfaktor von zum Beispiel S in der konventionellen
HPLC fiihrt zu einer Analysenzeit von 10 Minuten, wohingegen
in der UHPLC dieser Vorgang nur 1 Minute in Anspruch nimmt.
Der letzte kritische Parameter um ultraschnelle Trennungen im
Gradientenmodus durchzufiihren, ist das Totvolumen
(Gradienten-Verweilvolumen) des Systems, welches der notwen-
digen Zeit entspricht, bis die Gradientenmischung den
Siuleneingang erreicht. Um mit ultraschnellen Trennungen arbe-
iten zu konnen, ist ein kleines Gradienten-Verweilvolumen
erforderlich. Mit groflen Verweilvolumen werden schnelle
Trennungen beeintrachtigt, weil eine isokratische Haltezeit zu
Anfang des Gradienten entsteht, die zu méglichen Anderungen
der Selektivitit und zur Verlingerung der Analysenzeit beitragt.
Um die Kompatibilitit der UHPLC-Instrumentierung mit einer
gegebenen Siulengeometrie zu priifen, wird empfohlen, das chro-
matographische System durch Bestimmung des Zusatzvolumens
und des Verweilvolumens zu charakterisieren. Fiir optimale
Kompatibilitit mit ultraschnellen Trennungen, sollte das
Zusatzvolumen kleiner als 20 pL, das Verweilvolumen jedoch

nicht grofier als ein paar hundert pL sein.

Qualitat der mobilen Phase und des Puffer

Auflerdem ist die Grof3e der Fritten und Partikel deutlich kleiner
als bei herkémmlichen HPLC-Packungen. Die
Eingangsporengréfie einer herkdmmlichen HPLC-Saule liegt oft
bei 2 ym, wohingegen diese in der UHPLC bei nur 0.2 ym liegen
kann (dieser Wert hingt sehr vom Hersteller ab). Kleine mogli-
cherweise in der mobilen Phase vorkommende Partikel, welche
konventionelle HPLC-Materialien nicht beeinflussen, konnen in
der UHPLC-Konfiguration kritisch sein. Aus diesem Grund ist es
wichtig, die Abwesenheit von unloslichen Partikeln im
Losungsmittel sicherzustellen. Somit sollten folgende
Grundregeln bei der Priparation der mobilen Phase in der
UHPLC eingehalten werden:

« Ausschlieflliche Verwendung von hochreinen organischen
Losungsmitteln (idealerweise durch eine 0.22 ym Membran
filtriert) — es ist sogar moglich Acetonitril von verschiedenen
Herstellern im UHPLC-Grade einzusetzen

« Verwendung hochreiner Salze zur Herstellung von Puffern

o Wasser sollte ultrarein sein und durch eine 0.22 ym Membran

filtriert werden (Milli-Q® System oder dhnlich hohe Qualitit
wird empfohlen)

« Auf mikrobielles Wachstum achten (insbesondere bei
Verwendung von Phosphat-Puffern): immer frisch pripari-

erte mobile Phasen verwenden

« Sorgfiltig bei der Reinigung von Glisern vorgehen und
Glasflaschen niemals offen stehen um das mikrobielle
Wachstum zu reduzieren, sollte das Gerat und die Saule
idealerweise mit reinem organischen Losungsmitteln

(Acetonitril oder Methanol) gelagert werden.

UHPLC-Saulen

Um das mikrobielle Wachstum einzuschranken, sollte das chro-
matographische System und die Sdulen idealerweise immer mit
reinen organischen Losemitteln gelagert werden (Methanol oder
Acetonitril). Einer der Hauptkritikpunkte von frithen UHPLC-
Anwendern war immer die reduzierte Lebensdauer von
Sdulenmaterial mit sub-2 ym Partikeln, verglichen mit konventio-
nellen Saulen. Tatsachlich sind UHPLC-Saulen immer hohen
Drucken ausgesetzt, aber der Packungsdruck wurde proportional
erhoht. In unserem Labor haben wir beobachtet, dass die
Lebensdauer von UHPLC und konventionellen Siulen in etwa
vergleichbar sind. Nichtsdestotrotz hingt die Sdulenlebensdauer
von der Anzahl der Injektionen, der Anzahl der durchgelaufenen
Sdulenvolumina oder der Verwendungszeit ab. Mit der letzten
Generation von Siulen, die eine sub-2 pm Packung besitzen, ist
es moglich, zwischen 500 bis 2000 Injektionen durchzufithren.
Solche Werte korrespondieren mit ungefihr 5000 bis 20000
durchlaufenen Siulenvolumina, was véllig vergleichbar mit den
Daten von herkdmmlichen HPLC-Saulen ist. Betrachtet man
jedoch die entsprechende Messdauer, so ist diese verglichen mit
der herkdmmlichen HPLC signifikant verringert, aufgrund des
wesentlich gréleren Durchsatzes in der UHPLC. In einem
Routinelabor beispielsweise dauert eine UHPLC-Analyse in 1 bis
5 Minuten, wobei 1000 Injektionen in einer sehr kurzen Zeit

durchgefiihrt werden. Die Messintervalle gegeniiber der konven-



tionellen Instrumentierung sind bei vergleichbarer Arbeitslast
deutlich kiirzer (10 fach). Zusitzlich sollte die Re-Equilibrierzeit
bei UHPLC Gradienten drastisch gegeniiber der reguliren
HPLC verkiirzt sein, um die Anzahl der durchlaufenen
Saulenvolumina zu reduzieren. Trotzdem ist die UHPLC vom
Durchfluss betroften, da ein sehr geringes Sdulenvolumen in
Verbindung mit der hohen Lineargeschwindigkeit die
Saulenpackung beansprucht. Es ist deshalb nicht empfehlenswert,
das System kontinuierlich pumpen zu lassen, ohne eine Analyse
durchzufiithren, weil dadurch die Lebensdauer der Siule rapide
abnehmen kann (50 Siulenvolumen kénnen in 10 Minuten
durch die Siule gespiilt werden).

Methoden Entwicklung in der UHPLC

Die Regeln zur Entwicklung neuer Methoden in der UHPLC
unterscheiden sich geringfiigig von der Entwicklung konventio-
neller Methoden, weil der durch die kleinteilige Sdulenpackung
hervorgerufene Riickdruck limitierend wirkt.

Wahl der Sdulendimensionen

Abhingig vom Anbieter ist es méglich, spezielle Saulen fiir die
UHPLC mit Durchmessern von 1, 2.1 und 4.6 mm zu finden.
Wie bereits besprochen, sind Saulen mit 4.6 mm L.D. von gerin-
gem Interesse, weil hier signifikante Reibungswirme durch den
Fluss der mobile Phase entsteht, was wiederum zu einer mangel-
haften Reproduzierbarkeit und méglichen Schwierigkeiten beim
Methodentransfer von der konventionellen HPLC fiihrt.
Zusitzlich wire der Verbrauch von Losungsmittel relativ hoch,
da die Flussrate idealerweise im Bereich von 3-5 mL/min liegen
sollte. Obwohl die Reibungswirme bei einer Sdule mit 1 mm LD.
sehr gering ist, wird aufgrund der hoheren Kompatibilitit zu
anderen Kapillaren und Verbindungen doch eher ein
Innendurchmesser von 2.1 mm L.D. gewihlt. Aufgrund dieser
Aussagen, kann der Innendurchmesser von 2.1 mm als optimal
tir die UHPLC Anwendung erachtet werden. Beziiglich der
Sdulenldnge sollte die Auswahl in Hinsicht auf die erforderliche
Effizienz (in isokratischem Betrieb) oder Peak-Kapazitit (im
Gradienten-Betrieb) erfolgen. Wichtig an dieser Stelle ist, dass es
keine wirkliche Grenze fiir die Sdulenlinge in der UHPLC gibt.
Zahlreiche Anbieter schlagen 150 mm Saulen vor, die mit Hilfe
von totvolumenfreien Verbindern in Serie geschaltet werden
konnen, wenn eine Untersuchung lingere Sdulen erfordert. Im
isokratischen Betrieb kann man von den grundlegenden
Berechnungen in der Chromatographie ableiten, dass die
Effizienz direkt proportional zur Sdulenlinge ist. Daher sollte
eine Sdule mit 50x2.1 mm, 1.9 um ungefihr 10000 Trennbdden
haben, wohingegen die Effizienz auf 20000 oder 30000
Trennboden mit einer 100 oder 150x2.1 mm, 1.9 pym Séule
ansteigt. Die Sdulenldnge sollte also entsprechend der
Trennanforderungen ausgewahlt werden und die lingste Saule
liefert auch stets die hochste Effizienz. Bei 150 mm oder lingeren
Sdulen jedoch sollte die Flussrate der mobilen Phase im Hinblick

auf den entstehenden Riickdruck angepasst werden, um das
Gerit nicht zu tiberlasten. Im Gradienten-Betrieb ist die
Beziehung zwischen Saulenlinge und chromatographischer
Leistung (ausgedriickt durch die Peak Kapazitit) nicht trivial.
Tatsichlich hingt die Peak Kapazitit sowohl von der Effizienz als
auch von der Saulentotzeit in unterschiedlichem Mafle ab. Die
Sdulenlange sollte entsprechend passend zur Gradientenzeit
gewihlt werden und die lingste Siule liefert nicht zwangsliufig
die hochste Peak-Kapazitit. Es kann beispielhaft gezeigt werden,
dass eine 50x2.1 mm, 1.9 ym Séule fir Gradientenzeiten kleiner
als 5 Minuten gewihlt werden muss. Die 100x2.1 mm, 1.9 ym
Sdule zeigt optimale Leistung fiir Gradientenzeiten zwischen 5
und 20 Minuten und die 150x2.1 mm, 1.9 pm Saule schlieSlich
sollte nur bei Gradienten linger als 20 Minuten gewahlt werden.

Wahl der Bedingungen fiir die mobile Phase

In der UHPLC ist die Flussrate entsprechend zur Van Deemter-
Kurve zu wihlen (ihnlich der konventionellen HPLC), aber auch
unter Berticksichtigung des entstehenden Riickdrucks. Fiir
Komponenten im Molekulargewichtsbereich zwischen 100-400
g*mol-1, liegt die optimale Flussrate im isokratischen Betrieb fiir
eine 2.1 mm LD. Sdule mit 1.9 pm Partikeln bei 400-600 pL/min.
Aufgrund des geringen Massentransports, herbeigefithrt durch
die kleinen Packungsteilchen (reduzierter Diffusionsweg), ist es
méglich, im Bereich bis 1000 yL/min unter nur geringem
Effizienzverlust zu arbeiten (um 20%). Bei groferen Molekiilen
sollte die Flussrate der mobilen Phase wegen der verringerten
Diffusionskoeffizienten auf 200-400 pL/min begrenzt werden.
Die Regeln fiir den Gradientenmodus sind andere, wobei die
hochste Fliessgeschwindigkeit stets die beste Peak-Kapazitit lief-
ert, weil die Peak-Kapazitit von der Sdulentotzeit abhingt und —
in geringerem Maf3e — auch von der Effizienz. Deshalb sollten die
Flussraten fiir die UHPLC- Untersuchungen mit Gradienten auf
80-90% des maximalen Drucks, dem das Gerit noch standhailt,
erhoht werden. Diese Losung wird empfohlen, um einen aus-
reichenden Grad an Robustheit zu erreichen und um unerwartete
Anderungen im Siulenriickdruck nach Hunderten von
Injektionen handhaben zu kénnen. Beziiglich der Temperatur
der mobilen Phase kann es giinstig sein, bei 40-50°C anstatt bei
Raumtemperatur zu arbeiten. Durch diese Vorgehensweise wird
die Viskositit der mobilen Phase herabgesetzt und der
Riickdruck sinkt um 30% (bei SO °C fiir eine mobile Phase aus
Acetonitril-Water) ohne die chromatographische Leistung zu
beeinflussen.

Letztlich ist bekannt, dass die Viskositit von Acetonitril-Wasser
Mischungen im Mittel 1.5 bis 2 fach niedriger ist, als diejenige
von Methanol-Wasser Gemischen. Im Falle von
Methodenentwicklungen, sollte daher mit einer mobilen Phase
aus Acetonitril begonnen werden, da mit dieser ein niedriger
Riickdruck und damit vielfiltigere Moglichkeiten fiir die UHPLC
im Vergleich zum Methanol zur Verfiigung stehen (insbesondere
in Bezug auf die Sdulenlinge).



Auswabhlkriterien fir die Methodenentwicklung

Auf Basis obenstehender Diskussion lassen sich generische/allge-
meingiiltige Bedingungen fiir die UHPLC Methodenentwicklung
aufstellen: Bei der Sdulenauswahl sollte man von einer C18 Phase
der Abmessung 50x2.1 mm, 1.9 ym betrieben bei einer
Temperatur von 40-50 °C ausgehen. Die mobile Phase sollte aus
einer Mischung von Acetonitril und Puffer bestehen. Es ist im
Allgemeinen giinstig die Untersuchungen im Gradientenmodus
bei einer mobilen Flussrate nahe dem maximalen Riickdruck der
jeweiligen Gerdtehardware zu beginnen. Beziiglich der Auswahl
der Gradientenzeit ist es sehr schwierig, die UHPLC mit der kon-
ventionellen HPLC zu vergleichen. In Tabelle 1 sind die opti-
malen Gradientenzeiten fiir verschiedene UHPLC-Bedingungen
zusammengestellt. Wenn die Selektivitit mit den zuvor
beschriebenen allgemeinen Bedingungen nicht akzeptabel ist, las-
sen sich verschiedene Parameter anpassen (pH-Wert der mobilen
Phase, Art der stationdren Phase und organischer Eluent). In der
UHPLC ist der erst zu dandernde Parameter der pH-Wert der
mobilen Phase, dann die Art der verwendeten Saule und zuletzt
die Art des verwendeten Eluenten (aufgrund der
Druckbeschrinkung in der UHPLC).

Methodentransfer in der UHPLC

In verschiedenen Anwendungsfeldern (d.h. im Pharma, Umwelt,
Ernihrung, etc.), ist es wichtig, existierende Methoden (der kon-
ventionellen HPLC-Arbeitsweise) hin zu schnelleren
Trennungen iibertragen zu konnen, unter Zuhilfenahme von mit
sub-2 ym Partikeln gepackten Saulen. Da die meisten Anbieter
jetzt dquivalente mit S, 3 und sub-2 pm Partikeln verkaufen, kann
ein geometrischer Transfer durchgefithrt werden, wenn die
Chemie der stationdren Phase zwischen der urspriinglichen und
der endgiiltigen Bedingung erhalten bleibt. Zu diesem Zweck
sollten einige Regeln sowohl fiir den isokratischen als auch den

Gradienten-Betrieb angewandt werden.

Der isokratische Fall

Im isokratischen Modus miissen zwei wichtige Parameter verdn-

Tabelle 1: Berechnete optimale Gradientenzeit entsprechend der Siulengeometrie

dert werden, nimlich das Injektionsvolumen und die Flussrate
der mobilen Phase. Um unerwiinschte Bandenverbreiterung
durch Zusatzvolumina zu vermeiden und eine dquivalente
Empfindlichkeit aufrecht zu erhalten, ist es notwendig das
Injektionsvolumen an die Sdulendimensionen anzupassen. In der
Flissigchromatographie sollte das Injektionsvolumen nur 1-5%
des Sdulenvolumens betragen. Das Sidulenvolumen kann einfach
aus dem Innendurchmesser und der Linge der Sdule abgeschitzt
werden. Damit ist das Injektionsvolumen unabhingig von der
Partikelgrole der Sdulenpackung und nur proportional zum
Saulenvolumen. Das neue Injektionsvolumen kann einfach durch
Beibehaltung des Verhiltnisses von Totvolumen und
Injektionsvolumen zwischen der konventionellen und der
UHPLC bestimmt werden. Somit setzt sich das
Injektionsvolumen in der UHPLC wie folgt zusammen:
dCZ2 L,

.« — (1)

dC12 L

Vinj, =Vinj,

1

In dieser Gleichung sind die Indizes 1 und 2 bezogen auf HPLC-
und UHPLC-Sidulendimensionen. Von einer konventionellen
150x4.6 mm, 5 pym Siule beispielsweise zu einer UHPLC 50x2..1
mm, 1.9 pm Saule, sinkt das Injektionsvolumen um das 14 fache.
Hervorzuheben ist, dass grofiere Injektionsvolumen als die
voraus berechneten zur Erh6hung der Empfindlichkeit verwen-
det werden konnen. Die Probe sollte dazu jedoch in einem
Losemittel schwicherer Elutionskraft gelost werden als die
spitere Ausgangszusammensetzung der mobilen Phase. Dieser
Ansatz wird als Probenfokussierung (Peak Kompression) bes-
chrieben und erlaubt die Anreicherung des Analyten am
Saulenkopf. Die Flussrate der mobilen Phase sollte dicht an den
optimalen Wert aus der Van Deemter-Kurve angepasst werden
(H=f(u)). In der Fliissigchromatographie ist bekannt, dass die
Lineargeschwindigkeit der mobilen Phase (u) direkt proportional
zum Quadrat des Sdulendurchmessers ist und es besteht auch
eine Abhingigkeit vom Partikeldurchmesser des Trigermaterials.
Die Lineargeschwindigkeit der mobilen Phase ist jedoch vollig

unabhingig von der Siulenlinge.

Sdulengeometrie Flussrate Gradientenprofil Optimale Gradientenzeit
150x4.6 mm, 5 pm 1 mL/min 5-95% 30 min

50x2.1 mm, 1.9 ym 600 pL/min 5-95% 3.5 min

50x2.1 mm, 1.9 pm 1 mL/min 5-95% 2.0 min

50x2.1 mm, 1.9 um 600 puL/min 10-60% 2.0 min

100x2.1 mm, 1.9 ym 300 pL/min 5-95% 14 min

100x2.1 mm, 1.9 um 300 pL/min 10-60% 8 min

150x2.1 mm, 1.9 ym 200 puL/min 5-95% 30 min

150x2.1 mm, 1.9 ym 200 pL/min 10-60% 17 min




Fiir einen erfolgreichen Methodentranstfer ist es zwingend erford-
erlich, das Produkt aus u*dp konstant zu halten, um gleichzeitigen
Anderungen in Siulendurchmesser und Partikelgréle Rechnung

zu tragen. Fiir eine geometrische Ubertragung kann die UHPLC-
Flussrate (FZ) nach der folgenden Gleichung berechnet werden:

d.> dp
P
P 2)
dc? dy

1

FE =F o

2 1

Als Beispiel ausgehend von einer herkommlichen 150x4.6 mm,
S ym Séule zu einer UHPLC 50x2.1 mm, 1.9 ym Saule, sollte der
Fluss der mobile Phase 1.8 fach reduziert werden. Die erwartete

Analysenzeit der transferierten Methode (¢

ana

2) ist direkt propor-
tional zu der Anderung in der Siulentotzeit und kann folgender-
maflen abgeschitzt werden:

F, o d? L
tana, = tanal . . : 3)

Der erwartete Riickdruck (AP2) kann aus Darcys Gesetz berech-
net werden, welches einen umgekehrt proportionalen
Zusammenhang zwischen AP und dp? zeigt und strikt mit der
Siulenldnge verkniipft ist:

L d,?
2 P,

AP, = AP, T (4)
1 P,

Zuletzt kann der erwartete Losungsmittelverbrauch der iibertra-
genen Methode (V2) berechnet werden, indem die Anderung
des Sauleninnendurchmessers, die Partikelgrofie und
Analysenzeit beriicksichtigt werden:

d.> d, t
V,=V,. 22 LR (5)
dC1 dpz tana1
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Abbildung 3: Isokratischer Methodentransfer von der herkommlichen HPLC
zur UHPLC

Ausgehend von einer herkémmlichen 150x4.6 mm, S pym Saule
zu einer UHPLC 50x2.1 mm, 1.9 ym Séule wird die Analysenzeit
um das 8 fache reduziert. Es muss auch angemerkt werden, dass
fiir den oben beschriebenen Ubertragungsvorgang die Effizienz
identisch erhalten bleibt, wohingegen der Riickdruck um den
Faktor 6 erhoht und der Losungsmittelverbrauch um das 14
fache reduziert wird. Hierdurch werden sowohl die Vorteile der
Arbeitsweise der UHPLC demonstriert, aber auch, dass hierfiir
Gerite, die einem Druck von 400 bar standhalten, notwendig
sind. Tabelle 2 fasst das Injektionsvolumen, die Flussraten der
mobile Phase, Analysenzeiten, Siulen Riickdrucke und
Lésungsmittelverbauch berechnet mit den Gleichungen 1 bis S
fir verschiedene typische Sdulengeometrien zusammen. In der
Literatur lasst sich moglicherweise eine ganze Anzahl von
Anwendungen finden, die die Méglichkeit des Transfers von
isokratischen HPLC-Methoden hin zu Sdulen mit sub-2 pm
Partikeln aufzeigen. Um der Klarheit willen wird nur ein Beispiel
dargestellt, aber dieser Ansatz kann auf eine Vielzahl von
Komponenten und Matrizen angewandt werden. Abbildung 3
stellt einen Methodentransfer von einer konventionellen 150x4.6
mm, 5 ym Siule zu einer 50x2.1 mm, 1.9 pm Siule dar. Beide
Sdule liefern eine gleichwertige Effizienz von ungefihr 10000
Trennboden (ihnliches L/dp Verhiltnis).

Tabelle 2. Optimale Bedingungen um mit 6 Sdulengeometrien zu arbeiten, die eine dhnliche theoretische Effizienz von 10000 Trennbéden aufweisen.

Anderungen in der Analysenzeit, Riickdruck und Lésungsmittelverbrauch wurden ebenfalls angegeben.

Sdulengeometrie  Injektionsvolumen Flussrate der Anderung der Anderung im Anderung in der
mobilen Phase  Analysendauer Riickdruck Losungsmittel-
zusammensetzung
150x4.6 mm, S pm 20 uL 1.00 mL/min - - -
100x4.6 mm, 3.5 ym 13.3 uL 1.43 mL/min +2.1 x 1.9 +1.5
50x4.6 mm, 1.9 yum 6.7 uL 2.63 mL/min =79 X 6.1 +3
150x2.1 mm, S um 4.2 uL 0.21 mL/min - - +4.8
100x2.1 mm, 3.5 ym 2.8uL 0.30 mL/min +2.1 x 1.9 +7.2
50x2.1 mm, 1.9 pum 1.4 uL 0.55 mL/min +79 x6.1 +14.4




Wie in den Chromatogrammen gezeigt, bleiben Effizienz,
Selektivitit und Auflésung fiir die Trennung der sieben
gebriuchlichen Anxyolitika (angstlésende Priparate) gleich.
Nach Anpassung der Flussrate der mobile Phase konnte die
Analysenzeit um das 7 fache gesenkt werden (22 gegeniiber 3.2
Minuten), wie nach theoretischen Uberlegungen bei einem
Transfer von 5 auf 1.9 pm Partikel erwartet.

Fall des Gradientenmodus

Die Regeln fiir den Methodentransfer im Gradientenbetrieb sind
weitaus komplexer als im isokratischen Betrieb basieren aber auf
den gleichen grundlegenden Prinzipien der Chromatographie.
Zunichst sollten das Injektionsvolumen und die Flussrate der
mobilen Phase in dhnlicher Weise wie beim isokratischen Betrieb
angepasst werden (siehe Gleichung 1 und 2). In linearer oder
multilinearer Gradientenelution, kann das Gradientenprofil als
Kombination von isokratischen und Gradientensegmenten
zusammengesetzt werden. Die Regeln fiir den effizienten
Gradienten-Transfer wurden urspriinglich von Snyder und Dolan
(1) eingefiihrt und vor kurzem durch Carr et al (2) aktualisiert
und sollten strikt befolgt werden. Fiir beide Teile ist es wichtig,
das Gradientenvolumen in Grolenverhiltnis zu der Anzahl der
Sdulenvolumina anzupassen, um identische Elutionsmuster zu
erhalten, wobei die urspriingliche und endgiiltige
Zusammensetzung konstant gehalten werden sollte. Tatsdchlich
sollte die Anzahl der Saulenvolumina, welche wihrend eines
Gradienten im herkdmmlichen HPLC System die Sdule durch-
stromen, dquivalent zu denen der UHPLC sein. Fiir jeden
isokratischen Schritt innerhalb des Gradienten (d.h. isokratischer
Ausgangsschritt, isokratischer Schritt wihrend eines multilinear-
en Gradienten und auch die Reequilibrierzeit) sollte das
Verhaltnis zwischen der isokratischen Schrittzeit (tlw) und der
Siulentotzeit (welche von der Flussrate der mobilen Phase, dem
Innendurchmesser der Siule und deren Linge abhingt) dquiva-
lent zu den konventionellen HPLC- und UHPLC-Bedingungen
gehalten werden. Demzufolge kénnen die isokratischen UHPLC
Schritte (tj50,) folgendermafen bestimmt werden:

2
tisoZ = ti501 ° ° ° (6)

Beispielhaft ausgehend von einer herkommlichen 150x4.6 mm,

S pm Séule zu einer UHPLC 50x2.1 mm, 1.9 pym Siule sollten die
isokratischen Schritte, welche wihrend des Gradientenprozesses
auftreten, (inklusive der Reequilibrierzeit) um das 9 fache reduzi-
ert werden. Fiir Steigungen ist es zwingend erforderlich die
urspriingliche und endgiiltige Gradientenzusammensetzung
(9%B) konstant zu halten. Die neue Gradientenzeit (tgradz) kann
folgendermaflen ausgedriickt werden:

(%Bﬁna11 - %Binitiull)
(tgradz) = (7)

slope,

Die Gradientensteigung (slope, ) sollte so berechnet werden, dass
das Produkt der Steigung und der Saulentotzeit konstant bleiben.
Die neue Gradientensteigung (slope,) kann folgendermafen aus-

gedriickt werden:

slope, = slope, o

Beispielhaft ausgehend von einer herkémmlichen 150x4.6 mm,

S pm Sdule zu einer UHPLC 50x2.1 mm, 1.9 pm Saule, sollte die
Gradientensteigung wihrend des Gradientenvorgang um den
Faktor 8 erhoht werden. Wenn eine Gradientenmethode von der
herkémmlichen HPLC zur UHPLC iibertragen wird, kénnen
aufgrund der unterschiedlichen Gradienten-Verweilvolumina
(dwell volume) zwischen der urspriinglichen und der UHPLC-
Konfiguration Anderungen in der Selektivitit auftreten. Das
Gradienten-Verweilvolumen des Systems (dwell volume) (V)
wird auch Gradient Delay Volume genannt. Es bezieht sich auf

%B

Solvent composition at pump
outlet

Programmed

9""‘“‘*"‘\ Solvent composition in the

column inlet

Injection |Vd

Experimental
gradient (real)

v

Time

The dwell volume creates a shift between the
programmed and real gradient.

Abbildung 4: Bedeutung des Verweilvolumens beim Transfer von
Gradientenmethoden

das Volumen zwischen dem Mischungspunkt der Lsungsmittel
und dem Kopf der Siule, wie in Abbildung 4 gezeigt.
Niederdruck-Systeme besitzen generell grofere Gradienten-
Verweilvolumen (dwell volumes) als Hochdrucksysteme. Nach
dem Starten des Gradienten dauert es eine gewisse Zeit bis die
ausgewihlte Menge an Eluent die Siule erreicht. Das bedeutet,
dass die Probe einer zusitzlichen isokratischen Migration unter
den Ausgangsbedingungen unterworfen ist. Da das Gradienten-
Verweilvolumen (dwell volume) sich von einem System zum
anderen unterscheidet, wiirde dieser zusitzliche isokratische
Schritt ebenfalls unterschiedlich sein und konnte in
Retentionszeit-Schwankungen beim Methodentransfer miinden,
welche die Auflésung fiir frith eluierende Peaks beeinflussen. Um
dieser Problematik zu begegnen, muss das Verhiltnis der
Gradienten-Verweilzeit (dwell time) (t,) des Systems und der
Siulentotzeit (t,) bei Anderung der Siulendimensionen,
Partikelgrofle oder Flussrate konstant gehalten werden. Da
die Sdulentotzeit ungefihr 14 fach zwischen einer herkom-
mlichen 150x4.6 mm, 5 ym Saule und einer 50x2.1 mm, 1.9 ym



Siule verkiirzt wird, sollte die Gradienten-Verweilzeit des
Systems (system dwell time) in einer dhnlichen Gréfenordnung
reduziert werden. Daher ist es in der UHPLC zwingend erford-
erlich mit einem System zu arbeiten, dessen Gradienten-
Verweilvolumen (dwell volume) sehr gering ist (nicht mehr als
ein paar hundert yL), um den Einfluss von V, zu minimieren.
Bleibt die Differenz zwischen den t /t  Verhiltnissen zu grof3, ist
es auch moglich eine isokratische Haltezeit am Anfang des
UHPLC-Gradienten zu platzieren. Die Anwendbarkeit dieses
Ansatzes kann wiederum in der Literatur fiir den
Methodentransfer zwischen herkémmlicher und sub-2 pm
Packungen gefunden werden. Ein ausgewihltes Beispiel ist in
Abbildung S dargestellt.

Die Trennung von 12 pharmazeutischen Komponenten wurde
urspriinglich mit Hilfe einer 150x4.6 mm, S ym, C, Saule durch-
gefiihrt und anschlieend auf die UHPLC mit einer 50x2.1 mm,
1.7 ym C , Sdule mit strikt gleicher chemischer
Zusammensetzung der stationiren Phase tibertragen. Die

Regular HPLC Method
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Abbildung S: Methodentransfer von der HPLC zur UHPLC beim
Gradientenmodus

urspriingliche Trennung wurde in ungefihr 27 Minuten erreicht
und sehr effizient auf die UHPLC in weniger als 3 Minuten ange-
passt (Reduktion um das 9fache). Auferdem sind beide
Trennungen in Hinsicht auf die Empfindlichkeit, Peak-Kapazitit
und Auflésung dquivalent, hauptsichlich, weil mit der
Ubertragung eine angemessene Reduktion des
Gradientenverweilvolumens (von 1.3 mL fiir HPLC auf 130 uL
fiir UHPLC). Ein anderer bedeutender Vorteil der UHPLC ist
die Zeitersparnis bei der Re-Equilibrierzeit. In der HPLC
(150x4.6 mm Siule bei 1 mL/min) dauert die Re-Equilibrierung
ungefihr 20 Minuten, wohingegen bei Verwendung einer kurzen
mit sub-2 pum Partikeln gepackten Siule (50x2.1 mm Siule bei
600 pL/min) die Re-Equilibrierzeit auf 2 Minuten sinkt. Eine
letzte Empfehlung bei Verwendung zur Arbeit mit der UHPLC
ist, sorgféltig bei der Erhohung der Flussrate der mobilen Phase
im Gradientenmodus vorzugehen. Fiir eine angemessene
Ubertragung ist es notwendig, das Gradientenprofil bei
Steigerung der Flussrate, wie in Gleichung 6 und 8 beschrieben,
anzupassen. Bei Anderung der Fliessgeschwindigkeit muss die
Gradientensteigung und die Zeit jeglicher isokratischer Schritte
zur Erhaltung dquivalenter Selektivititen entsprechend adaptiert
werden. Gleichung 1 bis 8 konnen verwendet werden, um die
neuen Parameter fiir eine zu tibertragende isokratische oder
Gradientenmethode zu bestimmen. An der Universitit von Genf
haben wir ein frei verfiigbares Programm namens “HPLC calcula-
tor” auf unsere Internetseite gestellt http://www.unige.ch/sci-
ences/pharm/fanal/lcap/divers/downloads.php, welches die
optimalen Bedingungen fiir den Methodentransfer im
isokratischen und Gradienten-Modus berechnet. Innerhalb des
Programms kann auch das Verweilvolumen zu Berechnungen im
Gradientenbetrieb beriicksichtigt werden.
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Schlussfolgerung

Die UHPLC-Technologie (definiert als mit sub-2 ym Partikeln
gepackte Sdulen, die unter Hochdruck-Bedingungen verwandt
werden) hat sich als leistungsfahiger Ansatz zur Verbesserung der
chromatographischen Analyse in Bezug auf Probendurchsatz und
Auflosung erwiesen. Durch den Vergleich seiner intrinsischen
Leistungsfihigkeit mit anderen existierenden Techniken, so wie
Monolithen oder der Hochtemperatur-Fliissigchromatographie, ist
es ein sehr attraktiver Losungsansatz zur Verbesserung der chro-
matographischen Effizienz im Bereich von 1000 bis 80000
Trennbéden. Ein wichtiger Faktor, um eine passende
Leistungsfihigkeit beim Einsatz von Sdulen mit sub-2 pym Partikeln
zu erhalten, ist die Wahl passender Geritehardware. Tatsachlich ist
es zwingend erforderlich ein Gerit zu verwenden, dass Drucken
oberhalb von 400 bar standhilt. Das System sollte auch sehr ger-
inge Zusatzvolumina, ein begrenztes Gradienten-Verweilvolumen
(dwell volume) und eine ausreichende Datenaufnahmerate auf-
weisen. Die Regeln zur Methodenentwicklung in der UHPLC
weichen geringfiigig von denen in der herkommlichen HPLC ab,
weil der durch die kleinen Partikel hervorgerufene hohe Riickdruck
miteinbezogen werden muss. Beispielsweise ist Acetonitril die erste
Wahl fiir den organischen Anteil der mobilen Phase aufgrund der
verglichen mit Methanol geringeren Viskositit. Dariiberhinaus ist
es immer vorteilhaft, bei Temperaturen geringfiigig iiber der
Raumtemperatur zu arbeiten (40-50 °C). Einer der Hauptvorteile
der UHPLC stellt die Méglichkeit dar, auf einfache Art und Weise
existierende HPLC-Methoden auf mit sub-2 pm Partikeln gepackte
Siulen, unter Verwendung grundlegender chromatographischer
Gleichungen, zu transferieren. Im isokratischen Modus missen nur
das Injektionsvolumen und die Flussrate angepasst werden. Im
Falle des Gradientenmodus miissen das Injektionsvolumen, die
Flussrate, die Dauer der isokratischen Schritte und die Steigung der
Gradientenschritte angepasst und das Gradienten-Verweilvolumen
(dwell volume) sorgfiltig kontrolliert werden.
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