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Vorführender
Präsentationsnotizen
Wir werden uns im Laufe dieses Webinars mit den Möglichkeiten und Grenzen der Methodenbeschleunigung durch den Einsatz von Ultrahochleistungschromatographie oder UHPLC beschäftigen.


Maoglichkeiten
der
UHPLC
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600 Time [min] Sekunden

Bis zu 1000 Peaks in einem einzigen Lauf 10 Substanzen in 10 Sekunden
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Fokus auf Geschwindigkeit:

Probendurchsatz
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Vorführender
Präsentationsnotizen
Die UHPLC hat in den letzten 10 Jahren sehr für Furore gesorgt.

Sie bietet prinzipiell die Möglichkeit zu hochaufgelösten Trennungen mit hoher Peakkapazität ebenso wie zu Hochdurchsatzanalytik mit möglichst viel analytischer Information in kurzer Zeit.

Erreicht wird dies durch den Einsatz kleiner Packungsteilchen in der Trennsäule – typischerweise deutlich kleiner als 3 µm mittlerem Teilchendurchmesser.


Beschleunigung mit UHPLC — Wie schnell kann ich maximal werden?

* Gute UHPLC-Methoden sind mindestens 10 mal so
schnell wie HPLC-Methoden.”

» Kritisch betrachtet:

* Vom Druckbereich der beiden Techniken her gesehen ist
das Geschwindigkeitspotenzial hochstens Faktor 4 grofer,
alle anderen Beispiele basieren meist auf geringerer
Auflosung bei der UHPLC.



Vorführender
Präsentationsnotizen
UHPLC-Methoden werden dabei häufig ein beeindruckendes Maß an Beschleunigung zugeschrieben. Zehnmal schnellere Trennungen als mit HPLC und mehr werden häufig beworben.
Doch sind solche Aussagen wirklich glaubhaft? Geben die chromatographischen Grundlagen solche Geschwindigkeitssteigerungen überhaupt her? Und wenn ja, wo liegt das Maximum des Machbaren?

Wir werden im weiteren Verlauf feststellen, dass bei einer korrekten Methodenübertragung von HPLC zu UHPLC kaum mehr als eine Beschleunigung um Faktor 4 möglich ist. Jede weitergehende Steigerung wird durch eine Verringerung der chromatographischen Auflösung im Vergleich zur Ursprungsmethode erkauft.


Wie hangen Geschwindigkeit, Auflosung und Druck zusammen?

» Aus der van Deemter Theorie zur Bandenverbreiterung folgt:
H=A+ B +C -u
u
* Minimale Bodenhthe H ~ dp bzw. Bodenzahl N ~ 1/dp
» Halb so grofRe Packungsteilchen bringen doppelt so viele Boden (Effizienz)

e Und nebenbei:
* Analysengeschwindigkeit (= Lineargeschwindigkeit u.,;,,) ~ 1/dp

* Beschleunigungspotential:
Auflésung bleibt gleich, wenn L/dp = konstant



Vorführender
Präsentationsnotizen
Ein kleiner Ausflug in die Theorie:

Wie kann ich theoretisch eine chromatographische Trennung mittels UHPLC beschleunigen, ohne an Information, also chromatographischer Auflösung zu verlieren?

Das Prinzip der UHPLC setzt bekanntlich darauf, durch Einsatz kleinerer Packungsteilchen mehr Effizienz, also schmalere Peaks zu erzeugen. Dadurch kann man prinzipiell dieselbe Auflösung wie bei HPLC-Methoden, aber auf einer kürzeren Säule erreichen und damit bare Analysenzeit sparen.

Wie hängen nun Effizienz, Auflösung und Analysendauer mit der Teilchengröße zusammen?
Schauen wir hierzu kurz auf die van-Deemter-Gleichung, die die Effizienz in Form der Bodenhöhe H in Abhängigkeit von der Lineargeschwindigkeit u des Eluenten beschreibt. Die Teilchengröße versteckt sich hier in den Termausdrücken A und C. Aus der Ableitung der Gleichung folgt:

Die Effizienz als Bodenzahl N verhält sich umgekehrt proportional zum Teilchendurchmesser dp. Halb so große Teilchen erzeugen damit auf derselben Trennstrecke doppelt so viele Böden.

Zudem ergibt sich, dass sich die Analysengeschwindigkeit, ausgedrückt durch die Lineargeschwindigkeit u, ebenso umgekehrt proportional zum Teilchendurchmesser verhält.

Damit bekommen wir zwei wichtige Erkenntnisse an die Hand:

Erstens: Die Auflösung bleibt gleich, wenn ich meine Säule der Länge L um denselben Faktor verkürze, um den ich den Teilchendurchmesser dp verkleinere. Mathematisch ausgerückt: wenn ich das Verhältnis L/dp konstant halte. Dank der kürzeren Säule verkürzt sich somit die Analysendauer.
Zweitens: Ich muß beim Wechsel auf kleinere Teilchen die Lineargeschwindigkeit bzw. Flussrate in dem Maß erhöhen, wie ich die Teilchen verkleinere, um die Trennung stets unter gleichen Effizienzbedingungen zu betreiben.

Fasst man beide Effekte zusammen, erlaubt mir der Einsatz halb so großer Teilchen einen Geschwindigkeitsgewinn um den Faktor 4.


Wie hangen Geschwindigkeit, Auflosung und Druck zusammen?

* Aus der van Deemter Theorie zur Bandenverbreiterung folgt:

H=A+ B +C -u
u
* Minimale Bodenh6he H ~ dp bzw. Bodenzahl N ~ 1/dp

» Halb so grol3e Packungsteilchen bringen doppelt so viele Béden (Effizienz)

» Beschleunigungspotential: Auflosung bleibt gleich, wenn L/dp = konstant

* Aus der Purnell-Gleichung folgt:

1
Auflosung Rg = Z\/ﬁ ——

« R~/N , und damit R ~/1/dp
» Doppelte Auflésung braucht viermal kleinere Packungsteilchen

 ...oder viermal langere Trennsaule bei gleichem Packungsmaterial



Vorführender
Präsentationsnotizen
Taugt die Verkleinerung des Teilchendurchmessers auch zur Verbesserung einer chromatographischen Auflösung?

Nun, wie die Grundgleichung der Chromatographie oder Purnell-Gleichung lehrt, hängt die Auflösung leider nur mit der Wurzel der Bodenzahl N, und damit mit der Wurzel des inversen Teilchendurchmessers zusammen.

Eine bessere Auflösung über mehr Böden zu erreichen, ist daher eine mühsame Angelegenheit:
Um die Auflösung einer Methode mithilfe der Trenneffizienz zu verdoppeln, benötige ich 
entweder viermal kleinere Packungsteilchen auf gleicher Säulenlänge
oder eine viermal längere Säule, wenn ich das Packungsmaterial nicht verändere.

Wir sehen: Eine Verbesserung der Auflösung mithilfe der Effizienz von UHPLC hat einen hohen Preis – entweder Druck oder Zeit.


Der Preis der Effizienz — der Druckabfall

a) Trennleistung b) Saulenruckdruck
100+ 1200,
= 10 um Teilchen — 2 um Teilchen
— 5pum Teilchen 1000y — 3 pum Teilchen
— 3 um Teilchen — 5 um Teilchen
— 2 um Teilchen — 10 um Teilchen
800
g g
= S 600
400+
200+
0 . * - T 1 0 T T T T T 1
0 5 10 0 2 4 6 8 10
u [mm/s] u [mm/s]

* Der Druck Uber die Saule steigt umgekehrt zum Quadrat des
Teilchendurchmessers: Ap ~ 1/dp?



Vorführender
Präsentationsnotizen
Wo liegen nun die Grenzen dieses Prinzips?

Nun, wie wir soeben gesehen haben, ist es meist der Druck, der eine deutliche Limitierung darstellt. Wie im linken van-Deemter-Diagramm dargestellt, muss ich zwar mit kleineren Packungsteilchen linear die Flussrate erhöhen, um die Trennung stets an demselben Betriebspunkt zu betreiben. 

Rechts sehen wir allerdings den mit dem Teilchendurchmesser einhergehenden Rückdruck einer Trennung. Dieser steigt aber leider nicht linear, sondern geht umgekehrt quadratisch mit der Teilchengröße einher. Auf gleicher Säulenlänge führen halb so große Teilchen daher zu einem vierfach höheren Rückdruck. Dies stellt bis heute eine merkliche technische Barriere bei der kinetischen Methodenbeschleunigung dar.


Verringern der Teilchengrofe mit Anpassen der Saulenlange
Isokratische Trennung

250 x 4,6 mm, dp=10 pm, F= 1 ml/min
Uracil L, 16 bar (230 pSl)
A AA C3 C4 c5
/\ /\ AN
. . . . . . . . . . . . . . . L/dp = const.
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 F -dp = const.
125 x 4,6 mm, dp=5 um, F= 2 mi/min = 4-fache Beschleunigung
c1
.1 C2 :
Uraci I I 61 bar (885 psi)
3 C4
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 Lidp = const.
_ ] F -dp = const.
75 x 4,6 mm, dp=3 um, F= 3,3 mI/min =» 11-fache Beschleunigung
? 175 bar (2540 psi)
7 8 9 10 11 12 13 14 15 Zeit[min]

0o 1 2 3 4 5 6
Probe: Phenylalkane C1 — C5, Uracil
Stationére Phase: ProntoSIL 120 C18 AQ (BISCHOFF Analysentechnik u. —gerate GmbH); Regel n: L/d p — COnSt u nd d p F — COnSt

Mobile Phase: 20/80 (v/v) H,O/ACN; Temperatur: 20 °C

ThermoFisher
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Vorführender
Präsentationsnotizen
Nach so viel Theorie wollen wir das Ganze an einem Praxisbeispiel veranschaulichen.

Eine sehr herkömmliche HPLC-Trennung von fünf Alkylphenonen auf einer 250 mm langen Säule mit 10 µm Packungsteilchen soll beschleunigt werden.

Halbieren wir den Teilchendurchmesser auf 5 µm und verkürzen die Säule um die Hälfte, halten wir also L/dp konstant, so halbieren wir allein dadurch die Analysendauer. Wie zuvor gesehen, müssen wir zugleich den Fluss auf das Doppelte erhöhen, damit wir weiterhin in demselben Bereich der van-Deemter-Kurve arbeiten. Doppelter Fluss auf halber Säulenlänge bedeutet damit eine Beschleunigung um Faktor 4. Leider schlägt sich das auch in einem viermal höheren Druck nieder, wie man am Anstieg von 16 auf 61 bar erkennt.

Verkleinere ich die Teilchen gar von 10 auf 3 µm, also um den Faktor 3,3, kürze die Säule entsprechend und hebe den Fluss auf das 3,3-fache an, beschleunige ich um den Faktor 11 – bei 11fach erhöhtem Rückdruck.


Funktioniert das auch bei Gradientenmethoden?

90 bar (1300 psi)

|

250 x 4,6 mm, 5 um
F=1,5ml/min

tg =12 min

-

= 2. 8-fach schneller
270 bar (3900 psi)

Kein Verlust an Auflésung

150 x 4,6 mm, 3 pm
F=2,5ml/min

tg = 4,3 min

= 6,3-fach schneller 100 X 4,6 mm, 2 um
. F = 3,75 ml/min
' 575 bar (8340 psi) o = 1.9 min
Kein Verlust an Auflésung
: : : : : : : : . . . min
0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7,0 8,0 9,0 10,0 11,0 12,0

Weitere Regel: tgF/L = const.

Wenn alle bisherigen Regeln eingehalten werden, dann...
...Steigt der Druck linear mit der Analysengeschwindigkeit an
Nur: Braucht es immer ein UHPLC-System fur Trennungen auf (sub-)2-um-Teilchen?

L/dp = const.

F -dp = const.
tgF/L = const.

L/dp = const.

F -dp = const.
tg'F/L = const.
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Vorführender
Präsentationsnotizen
Diese Skalierungsregeln greifen auch bei Gradiententrennungen, mit denen wir uns im zweiten Teil des Webinars noch eingehender befassen werden. Als Vorgriff sei bereits gesagt, dass in diesem Fall zur Übertragung auch das Gradientvolumen, also das Produkt aus Flussrate und Gradientendauer, konstant gehalten werden muss. Damit können wir auch hier kleinere Teilchen für kürzere Säulen und damit kürzere Analysenzeiten ausnutzen.

Wenn wir dies entsprechend skalieren, so steigt auch hier der Druck linear mit der Analysengeschwindigkeit bei gleichbleibender Auflösung an. Im vorliegenden Beispiel kann so die ursprüngliche Trennung um den Faktor (2,5x2,5), also rund 6,3 beschleunigt werden.


Halbe Saulenlange — nochmal schneller ©

> 6,3-fache Geschwindigkeit 100x2,1 mm, 2,2 pm
Ap = 575 bar F=0,75 ml/min
ts = 1,9 min
A Vi =2 Ul
50 x 2,1 mm, 2,2 um
F=0,75ml/min
7 = 12,5-fache Geschwindigkeit  tc=0,95min
ﬂ Ap = 315 bar Vi = 1 W
50x 2,1 mm, 2,2 um
P = 25-fache Geschwindigkeit F = 1,50 ml/min
ﬂ Ap = 626 bar te = 0,48 min
. . . . . . Vi = 1 ul
0 0,25 0,5 0,75 1,0 1,25 1,5 1,75 2,0
Zeit [min]
ThermoFisher


Vorführender
Präsentationsnotizen
Wie kommen nun aber solch beeindruckende Methodenverkürzungen um Faktor 10 und mehr zustande? Nun, indem man die vorgenannten Regeln verletzt. Nehmen wir den letzten Stand der vorigen Folie als Beispiel. Die Trennung liefert auch nach skalierter Übertragung immer noch deutlich mehr an Auflösung, als für das Trennproblem erforderlich wäre – zwischen den Peaks im oberen Chromatogramm „ist immer noch mehr als ausreichend Platz.“

Dies können wir ausnutzen, um die Methode noch weiter zu beschleunigen. Halbieren wir die Säulenlänge erneut auf 50 mm, sparen wir sofort nochmal die Hälfte an Analysenzeit. Zudem gibt uns das UHPLC-Phasenmaterial die Möglichkeit, die Flussrate noch deutlich über das Optimum der van-Deemter-Kurve hinaus zu erhöhen, ohne nennenswert an Auflösung zu verlieren. Verdoppeln wir demnach den Fluss und passen die Gradientensteigung entsprechend an, kommen wir insgesamt auf eine weitere Verkürzung der Analysendauer um den Faktor 25 im Vergleich zur Ausgangsmethode.

Ziemlich beeindruckend – aber man darf nicht vergessen, dass wir nur bis zu einer 6-fachen Beschleunigung gekommen sind, ohne die Auflösung und damit den Informationsgehalt des Chromatogramms zu verschlechtern.
Alles, was darüber hinausging, haben wir uns mit dem Verlust an Auflösung und damit analytischer Information erkauft.


Konnen wir gar eine 60-fache Beschleunigung erzielen?

150 x 4,6 mm, 5 um
F=1,5ml/min

ts =12 min

30x 2,1 mm, 1,8 um
F=3,7 ml/min
to =12 s

80 bar

L/d, = 30

4

6

L

l |
12

Zeit [min]
730 bar
L/d, = 16,7

Zeit [Sekunden!]

* Nur 9-facher Druck, aber 60-mal so schnell — wo ist der Haken?

 L/dp nicht konstant / kleinere Auflosung — Abstriche bei der Qualitat
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Vorführender
Präsentationsnotizen
Mit denselben Mitteln können wir noch frappierendere Resultate erzielen. Wie wäre es mit einer 60-fachen Beschleunigung? Nun ja, im hier gezeigten Beispiel scheint das problemlos zu funktionieren.

Eine Ausgangstrennung von Alkylphenonen auf einer traditionellen 5-µm-Partikel-Säule mit einer Laufzeit von über 12 Minuten lässt sich auf „10 Peaks in 10 Sekunden“ eindampfen. Sehr beeindruckend, aber wie geht das zusammen: Der Druck steigt nur auf das Neunfache an, während die Analysendauer auf ein Sechzigstel schrumpft? Sollte sich nicht die Analysendauer linear mit dem Druck verändern?

Nun, diese Forderung ist nur dann erfüllt, wenn sich die Auflösung bei der Methodenbeschleunigung nicht ändern soll bzw. darf. In unserem Beispiel wurde diese Forderung offensichtlich gleich an mehreren Stellen über Bord geworfen:
Die Säule wurde überproportional stark verkürzt,
die Flussrate weit mehr erhöht als den Skalierungsregeln nach gefordert,
und um den Druckanstieg im Zaum zu halten, wurde noch die Temperatur von 30 auf 100 Grad Celsius erhöht.

Derart getunt, ist dieses Resultat kein Wunder mehr – aber der Preis, den es zu zahlen gilt, ist offenkundig: Im unteren Chromatogramm wurde substantiell Auflösung zwischen den einzelnen Peaks geopfert, um diese hohe Geschwindigkeit zu ermöglichen.


Fazit 1. Konzept zur Geschwindigkeitsoptimierung

* Analysengeschwindigkeit:
* tanayse ~ 1/ (bei konstanter Auflosung R)

* Ein 1000-bar-UHPLC-System liefert damit ‘nur’ 2,5-mal soviel
Analysengeschwindigkeit wie ein 400-bar-HPLC-System.
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Vorführender
Präsentationsnotizen
Damit kommen wir zum ersten Fazit unseres Exkurses:

Die Analysengeschwindigkeit verhält sich proportional zum Druck – je höher die Analysengeschwindigkeit bzw. je kürzer die Laufzeit, desto höher der Druck.

Daraus erkennt man leicht, dass bei korrekter Methodenübertragung unter Erhalt der Auflösung ein 1000-bar-UHPLC-System nur 2,5mal so schnelle Trennungen liefern kann wie ein 400-bar-HPLC-System.


Fazit 1. Konzept zur Geschwindigkeitsoptimierung

Verwende kleine Packungsteilchen in kurzen Saulen

: !

Fuhrt zu gleicher Trenneffizienz bei verkirzter Trenndauer

:

Erlaubt schnellere Trennung bei geringerer Peakverbreiterung

Klrzere Analysenzeit
Weniger Eluentenverbrauch

Geringerer Probenbedarf Gleiches
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Vorführender
Präsentationsnotizen
Zusammengefasst das Rezept zur Geschwindigkeitsoptimierung mittels UHPLC:

Verwende kleine Packungsteilchen in kurzen Säulen; dies führt zu gleicher Trenneffizienz wie die Ausgangsmethode bei verkürzter Trenndauer und erlaubt dadurch schnellere Trennungen bei geringerer Peakverbreiterung.

Angenehme Nebeneffekte zur kürzeren Analysendauer sind dabei ein geringerer Eluentenverbrauch pro Probe und ein geringerer Bedarf an Probenmenge. Insgesamt führen diese Maßnahmen trotzdem zu dem gleichen analytischen Ergebnis wie die Ausgangsmethode.



Die physikalischen Grenzen des Wachstums

* Erreicht man mit einer Verkleinerung des
Teilchendurchmessers immer bessere Peakaufldsung?

» Kritisch betrachtet:

e Das ist grundsatzlich richtig, aber es setzt auch einen
entsprechenden Erhalt der Saulenlange und meist eine
Anpassung der Lineargeschwindigkeit voraus. In jedem Fall
Ist eine immense Erhohung des Druckes damit verbunden.
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Vorführender
Präsentationsnotizen
Wo liegen nun die Grenzen des Machbaren? Und ist eine Verkleinerung der Packungsteilchen immer das beste Mittel, um mehr Auflösung, am besten in kürzerer Zeit zu erzielen?

Wie wir in Ansätzen bereits gesehen haben, bekommt man eine verbesserte Auflösung bei kleinen Teilchen nur dann zustande, wenn die Säulenlänge gleich bleibt. Alternativ kann man die Möglichkeit nutzen, mit kleineren Teilchen eine gleichbleibende Auflösung in kürzerer Zeit zu erreichen. In beiden Fällen muss die Flussrate nach oben korrigiert werden, was sich insgesamt in einem erheblich höheren Druck äußert.

Doch ist dieses Hochgeschwindigkeits-Hochdruck-Konzept immer der beste Weg zum Ziel?


Welche Optimierungskonzepte habe ich zur Auswahl?

100 x 4,6 mm, 5 um
F=1,5ml/min

Rs =0,94
L/dp =20

* b) Mehr Bo6den bei gleichem Phasenmaterial - Verlangern der Saule

a) 140 bar

» ¢) Mehr Bdden bei gleichen Saulendimensionen - kleinere Teilchen

* d) Eine Kombination aus beiden Ansatzen?
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Vorführender
Präsentationsnotizen
Nun, das hängt ganz davon ab, wie das Ziel definiert ist. Nehmen wir folgendes Beispiel einer HPLC-Trennung, die auf einem traditionellen 5-µm-Material in 100 mm Säulenlänge bei sehr moderaten 40 bar Druck erzielt wurde. Die Auflösung des Peaktripletts ist mit 0,94 offenkundig alles andere als ideal.

Wenn wir das bisher Gelernte auf dieses Trennproblem anwenden, stehen uns grundsätzlich drei Wege offen, die Trennung so zu verbessern, dass wir die Mindestanforderung einer Auflösung von 1,5 erreichen.

Erstens könnten wir versuchen, mehr Böden einzusetzen, ohne aber das Phasenmaterial zu wechseln – was man am einfachsten durch eine längere Säule erreicht.
Zweitens könnten wir auf der Basis von UHPLC-Materialien auf derselben Säulenlänge mehr Böden einsetzen. 
Drittens könnte eventuell ein gemischter Ansatz zum Erfolg führen.

Was tun? Schauen wir uns der Reihe nach die einzelnen Szenarien an und betrachten das jeweilige Kosten-Nutzen-Verhältnis.


Bessere Auflosung bei niedrigerer Geschwindigkeit

b) Mehr Bbden bei gleichem Phasenmaterial durch langere Trennsaule
100 x 4,6 mm, 5 um

/
3 40 bar F=1,5 ml/min
8 Rs=0,9
&
L/dp = 20
. >
y 250 x 4,6 mm, 5 ym
5 100 bar F = 1,50 ml/min
(@]
§ Rs=15
o
W\ L/dp = 50

o

Zeit

e FUhrt zu 1,6x hoherer Auflésung bei 2,5x hdherem Druck
— und 2,5x langerer Analysenzeit

 Hilfreich, wenn die Analysendauer zweitrangig ist (und das Chromatogramm
keinen Schonheitspreis gewinnen soll)
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Vorführender
Präsentationsnotizen
Die erstgenannte Option: mehr Böden auf dem gleichen 5-µm-Basismaterial – am einfachsten zu erreichen durch Verlängern der Säule.

Wie wir anfangs gesehen haben, steigt die Auflösung leider nur mit der Wurzel der Bodenzahl und damit der Wurzel der Säulenlänge an. Um in diesem Beispiel R von 0,94 auf 1,5, also um das 1,6-fache zu erhöhen, muss daher die Säule um das (1,6x1,6) = 2,56-fache verlängert werden. Das zweite Chromatogramm zeigt das Resultat – 250 statt 100 mm Säulenlänge führen tatsächlich zu dem gewünschten Ergebnis der besseren Auflösung.

Allerdings steigen mit der zweieinhalbfachen Säulenlänge sowohl der Druck als auch die Analysendauer um das Zweieinhalbfache. 

Sofern Zeit nicht von großer Bedeutung und das Chromatogramm trotz der Peakverbreiterung noch gut auszuwerten ist, ist dieser Ansatz gar nicht mal so übel, bleibt er doch immer noch deutlich in den Betriebsgrenzen einer klassischen HPLC-Anlage.


Bessere Auflosung bei hoherer Geschwindigkeit

c) Mehr Boden bei gleichen Saulendimensionen durch kleinere Teilchen

100 _ Trennung auf einem 5-uym-Material 100 x 4,6 mm, 5 pm
/ ) L
N 40 bar F =1,50 ml/min
— 10 um Teilchen g Rs=0,9
—5 um Teilchen §
—— 3 um Teilchen o L/dp =20
= —2 um Teilchen
= 0 rd
T
Trennung auf einem 2-pym-Material 100 x 4,6 mm, 2 pm
\ 1) 1)
3 625 bar F = 3,75 ml/min
g Rs=1,5
; * L/dp = 50
0 5 10 o0 -
Lineargeschwindigkeit u [mm/s] Zeit

» 16-facher Druck fur die 1,6-fache Auflésung — ist es das wert?
* Die Geschwindigkeit steigt auf das 2,5-fache — aber ist das denn gefordert?
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Vorführender
Präsentationsnotizen
Nun greifen wir in den Werkzeugkasten der UHPLC. Gemäß der bisherigen Betrachtungen skalieren wir die Ausgangstrennung auf eine Trennsäule mit UHPLC-Teilchen. Durch den Wechsel von 5-µm- auf 2-µm-Teilchen bei gleicher Säulenlänge und der damit erzwungenen Flussanpassung erreichen wir ebenfalls die gewünschte Auflösung von 1,5.

Die Teilchengröße sinkt um den Faktor 2/5, somit verbessern wir die Auflösung um (Wurzel 5/2), also das 1,6fache - genau das, was wir erreichen wollten.
Zugleich führen aber Flusserhöhung um 2,5 und Verkleinern der Teilchen auf 2/5 zu einem Druckanstieg um (2,5 hoch drei), als fast den Faktor 16.

Der 16fache Druck für eine 1,6fach bessere Auflösung? Ist das den Aufwand wert? Und jawohl, die Analysendauer schrumpft zugleich auf 40% des Ausgangswertes – aber ist das überhaupt nötig und gefordert?


Bessere Auflosung bei gleicher Geschwindigkeit

d) Steige auf ein L und dp um, welche ungefahr dieselbe Analysen-
geschwindigkeit erlauben:

100 x 4,6 mm, 5 ym
F=1,5ml/mi
40 bar i

Rs = 0,9
/\/\A L/dp = 20

150 x 4,6 mm, 3 um
275 ba F=2,5ml/min

Rs=1,5

L/dp =50

\

Response

o

Response

o

Zeit [min]

» 1,6x hohere Auflosung bei 6,9-fachem Druck - und 1,1-fachem Zeitaufwand
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Vorführender
Präsentationsnotizen
Nun, wenn wir nicht schneller werden müssen, trotzdem aber die Auflösung erhöhen wollen, könnte ein gemischter Ansatz erfolgversprechender sein. Durch geschicktes Kombinieren der einzelnen Skalierungseffekte kommen wir auch mit weniger Ressourcenaufwand zum Ziel.

Wir verkleinern die Teilchen nicht so stark, wie es nötig wäre, um allein über den Teilchendurchmesser die notwendige Auflösung zu erzielen. Im Beispiel wechseln wir von 5-µm- nur auf 3-µm-Teilchen, was unsere Auflösung nominell nur um (Wurzel 5/3), also um den Faktor 1,3 verbessert.
Was uns am benötigten Faktor 1,6 fehlt, holen wir uns über eine längere Säule zurück – von 100 auf 150 mm Länge zu wechseln verbessert die Auflösung insgesamt um (Wurzel 5/3 x 150/100), also 1,6 – genau das, was wir erreichen wollen.
Damit einhergehen muss eine Flussanpassung um den Faktor 5/3, also von 1,5 auf 2,5 ml/min, was zugleich die Analysenzeit wieder auf dasselbe Maß zurückstutzt wie die Ausgangstrennung, da sich die Effekte von längerer Säule und erhöhter Flussrate aufheben.

Insgesamt erzielen wir durch dieses Vorgehen die gewünschte Verbesserung der Auflösung um den Faktor 1,6, bei quasi gleicher Analysenzeit und nur (5/3 * 5/3 * 150/100 * 5/3 =)  6,9facher Druckerhöhung. Etwas kniffliger als die vorherigen Ansätze, aber im Ergebnis sehr überzeugend, da wir diese Trennung bei gleichem Zeitbedarf mit 275 bar immer noch bequem auf einer HPLC-Anlage fahren können.


Die Losungsansatze im Uberblick

100 x 4,6 5
a) 40 bar X mn.1 um
F=1,5ml/min

/\/\(\ Rs =0,94
> L/dp = 20

b) 100 bar 250 x 4,6 mm, 5 pm

F=1,50 ml/min

AN\ Re=15
— L/dp = 50

C) 1625bar 100 x 4,6 mm, 2 pym
F =3,75 ml/min

Rs=1,5
> L/dp = 50

150 x 4,6 mm, 3 um
d) !

275 bar F=2,5ml/min

Rs=1,5
i L/dp = 50
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Vorführender
Präsentationsnotizen
Hier zusammengefasst die einzelnen Optimierungsmöglichkeiten nochmals im Überblick. Es zeigt sich eindrücklich, dass UHPLC trotz technologischer Überlegenheit nicht immer das beste Mittel der Wahl ist. Abhängig davon, wo der Schwerpunkt beim Austarieren der Eckpunkte Auflösung, Analysendauer und Druck liegen soll, können auch weniger ehrgeizige Ansätze sehr hilfreich sein.


Fazit 2: Kinetische Optimierung der Auflésung eher vermeiden...

...oder systematisch richtig machen, um die beste Ausnutzung des
Druckbereichs zu gewahrleisten:

» Peakauflésung
* R ~ p#(bei konstanter Analysenzeit)

» Bessere Auflosung durch langere Saulen gleichen Phasenmaterials:
« Kostet Analysenzeit

» Bessere Auflosung durch kleinere Teilchen in gleicher
Saulenhardware (und angepasster Flussrate):

» Beschleunigt die Trennung, bei erheblich mehr Druck

* Bessere Auflosung durch moderate Anpassung von Saulenlange
und TeilchengrofRe — beste Variante:

« Erhalt die Analysengeschwindigkeit bei moderatem Druckanstieg
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Vorführender
Präsentationsnotizen
Kommen wir damit zum zweiten Fazit unseres Exkurses:

Die kinetische Optimierung einer Trennung über höhere Bodenzahlen ist nicht immer der bestmögliche Weg. Nur strenge Systematik ermöglicht dabei die beste Ausnutzung des zur Verfügung stehenden Druckbereichs einer LC-Anlage.

Grundsätzlich hängt die chromatographische Auflösung vom Druck in der vierten Potenz ab – ein dramatischer Effekt und zugleich eine empfindliche Herausforderung für UHPLC-Systeme.

Wollen wir tatsächlich über mehr Effizienz, also eine höhere Bodenzahl, die Qualität der Trennung verbessern, haben wir drei Möglichkeiten zur Auswahl:

Bessere Auflösung durch längere Säulen gleichen Phasenmaterials:
Kostet Analysenzeit

Bessere Auflösung durch kleinere Teilchen in gleicher Säulenhardware (und angepasster Flussrate):
Beschleunigt die Trennung, bei erheblich mehr Druck

Bessere Auflösung durch moderate Anpassung von Säulenlänge und Teilchengröße → oft die beste Variante:
Erhält die Analysengeschwindigkeit bei moderatem Druckanstieg


Beschleunigung von Gradientenmethoden

* Wird bei einer Gradientenmethode auf eine klrzere
Saule gewechselt, muss stets die Steigung des
Gradienten um den gleichen Faktor wie die Verkirzung
der Saule erhdht werden, um ein gutes Ergebnis zu
erhalten.
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Vorführender
Präsentationsnotizen
Im letzten Teil unseres Webinars wollen wir uns noch kurz näher mit der Beschleunigung von Gradientenmethoden beschäftigen.

Im Unterschied zu isokratischen Trennungen spielt bei Gradientenmethoden neben der Flußrate auch die Änderung der Laufmittelmischung über die Zeit eine zentrale Rolle. Daraus folgt, dass eine pure Flusserhöhung wie im isokratischen Fall kaum eine beschleunigende Wirkung zeigt. Wenn eine Substanz erst beim Erreichen einer bestimmten Eluentenzusammensetzung merklich eluiert, spielt es für die Analysendauer weniger eine Rolle, mit welcher Geschwindigkeit das Laufmittel transportiert wird. Wenn das Pumpenprogramm dafür sorgt , dass die kritische Elutionszusammensetzung erst nach x Minuten überhaupt abgemischt wird, kann die Substanz auch nicht früher als besagte x Minuten durch die Säule wandern, gleichgültig, wie hoch die dann herrschende Flußrate ist.

Eine Kernregel zur Gradientenmethodenbeschleunigung ist daher bereits hier aufgeführt:
Wird bei einer Gradientenmethode auf eine kürzere Säule gewechselt, muss stets die Steigung des Gradienten um den gleichen Faktor wie die Verkürzung der Säule erhöht werden, um ein gutes Ergebnis zu erhalten.



Gelten die Beschleunigungsregeln auch fur Gradiententrennungen?

« Das Gradientvolumen-Konzept (GVK):

: _ F o Flussrate [ml/min]
Gradientvolumen Ve to Dauer des Gradientensegments
Ve Saulenvolumen
V — F . t L Saulenlange
G G d, Saulendurchmesser

 Halte V; konstant, wenn die Flussrate zur Beschleunigung der
Gradiententrennung erhoht werden soll

 Halte das Verhaltnis V;/V. konstant, um Gradiententrennungen auf
Saulen anderer Abmessungen zu Ubertragen

-1 F I—n W d n W2
S =const. 1:G,new :tG,oId ' FOId — - 2
VC new I—old ) dc,old

* Dann eluieren Peaks stets bei gleicher Eluentenzusammensetzung
» Chromatographische Trennung andert sich nur bezlglich der Trenndauer

01 ThermoFisher
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Vorführender
Präsentationsnotizen
Sowohl zum Übertragen von Gradiententrennungen auf andere Säulendimensionen als auch zum Beschleunigen von Gradientenmethoden dient daher das sogenannte Gradientvolumen-Konzept.

Zunächst – was verstehen wir unter dem Gradientvolumen? Nun, das Gradientvolumen Vg ist das gesamte Volumen an mobiler Phase, das innerhalb der Gradientenphase durch die Säule transportiert wird. Es errechnet sich aus dem Produkt aus der Flussrate und der Dauer des Gradienten tG (bzw. eines Gradientensegmentes bei Stufen- oder Mehrsegmentgradienten).

Die erste Regel des Gradientvolumenkonzeptes besagt nun, dass eine Gradientenmethode auf einer Säule beschleunigt werden kann, indem man die Gradientendauer in dem Maße verkürzt, in dem die Flussrate erhöht wird. Anders ausgedrückt – man halte das Gradientvolumen Vg konstant. Solange man durch die höhere Flussrate nicht an Effizienz verliert – erinnert sei wieder an die van-Deemter-Abhängigkeit -, reduziert man dadurch die Analysendauer, ohne an Auflösung zu verlieren.

Die zweite Regel widmet sich dem Übertragen von Gradienten auf Säulen anderer (typischerweise kleinerer) Dimensionen. Sie besagt, dass beim Methodenübertrag das Verhältnis aus Gradientvolumen zu Säulenvolumen konstant gehalten werden muss.

Unter diesen Voraussetzungen lassen sich Gradientenmethoden beschleunigen und auf effizientere Säulen übertragen, ohne dass sich die Auflösung der Peaks und damit die Form des Chromatogramms ändern, weil so die Substanzen stets bei zeitlich gleicher Eluentenzusammensetzung eluieren. Das Aussehen des Chromatogramms ändert sich dann nur hinsichtlich der Trenndauer.

Mit einfacher Dreisatzrechnung lassen sich so beliebige Gradienten segmentweise auf andere Säulenabmessungen übertragen und zugleich durch Flusssteigerungen beschleunigen.


Wie Ubertrage ich in der Praxis ein Gradientenprogramm?

4,6 X 250 mm Saule, 5 um 2,1 x 150 mm Saule, 3 um
1,5 ml/min (u= 2,2 mm/s) 0,52 ml/min (erh6he u = 3,7 mm/s)
Saulenvolumen (V) = 4,15 ml Saulenvolumen (V) = 0,52 ml
100 100 1
%B %
B
< > —> -
0 T T T 0 T T 1
0 10 15 22 0 36 54 7,9
Zeit [min] Zeit [min]
Erster Schritt des Originalgradienten 0-10 min Neuer erster Gradientenschritt 0-3,6 min
t; =10 min
F=1,5ml/min F \V/ t -10- L5 . 0,52
— old , “Cunew  G.new 052 415
Ve=4,15ml tG,new - 1:G,old ) = ) V ’ ’
new C,old = 3,6 min

HPLC Method Development Calculator: http://www.separatedbyexperience.com/products/GradientMethod.aspx

ThermoFisher
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Vorführender
Präsentationsnotizen
Ein Praxisbeispiel soll das Prinzip verdeutlichen. Es gelte, eine konventionelle HPLC-Gradientenmethode zu beschleunigen. Ausgangsmaterial ist eine 250 mm lange Trennsäule, gepackt mit 5-µm-Phasenmaterial und betrieben mit einem linearen Gradientenprogramm, dessen erstes Segment 10 Minuten dauert.

Den bisherigen Anschauungen folgend soll die Methode von einem Transfer auf eine kürzere Säule mit effizienteren 3-µm-Partikeln profitieren, was uns – ich erinnere an L/dp = konstant – die Trenndauer nominell auf 3/5, also 60% der Ursprungszeit verkürzen soll. Gleichzeitig hat die Zielsäule noch einen kleineren Innendurchmesser, was bei der Flussratenanpassung zu berücksichtigen ist. Wie muss nun das Gradientenprogramm angepasst werden, damit die Substanzen stets unter gleichen Elutionsbedingungen eluieren und die Trennung beschleunigt wird?

Nun, dem Gradientvolumenkonzept folgend brauchen wir folgende Angaben zur korrekten Skalierung, also der Berechnung des neuen Gradientvolumens auf der Zielsäule:
Wir benötigen 
das Gradientvolumen der Segmente der Ausgangstrennung,
die Säulenvolumina von Ausgangs- und Zielsäule,
sowie die Flussrate, mit der die Zielsäule betrieben werden soll.

Die Zielflussrate ist einfach zu bestimmen. Der Wechsel von 5- auf 3-µm-Teilchen erfordert eine Erhöhung der Lineargeschwindigkeit um 5/3, also von 2,2 auf 3,7 mm/s. Durch den Wechsel des Säuleninnendurchmessers übersetzen sich die Lineargeschwindigkeiten in Flussraten mittels der Quadrate der Innendurchmesser der beiden Säulen. 1,5 ml/min auf einer 4,6-mm-Säule entsprächen 0,31 ml/min auf einer 2,1-mm-Säule gleicher Packungsteilchen. Durch die Anpassung um den Faktor 5/3 beträgt damit die neue Flußrate auf der 2,1-mm-ID-Säule mit 3-µm-Partikeln 0,52 ml/min.

Die Säulenvolumina Vc wiederum sind direkt über die geometrische Berechnung des Volumens eines Zylinders mit 4,6 mm ID und 250 mm Länge bzw. 2,1 mm ID und 150 mm Länge erhältlich.

Damit haben wir alle Angaben zur Verfügung, die wir brauchen, um über Dreisatzumformungen das neue Gradientensegment zu errechnen.

Einsetzen in die gezeigte Formel führt zu einer Segmentdauer von 3,6 Minuten statt der früheren 10 Minuten. Im weiteren Verlauf transferiert man nun die übrigen Gradientensegmente analog.

Natürlich muss diese Rechnungen im Computerzeitalter niemand mehr mit Papier und Bleistift ausführen. Moderne Chromatographiedatensysteme wie Thermo Scientific Chromeleon 7 integrieren solche Umrechnungsassistenten bereits in den Methodeneditor und erlauben damit ein schnelles und komfortables Übertragen und Beschleunigen von LC-Trennungen. Losgelöst von LC-Software finden sich auch Konversionsrechner im Internet – ich verweise Sie gerne an ein Angebot der Thermo Scientific Website, das Sie ohne Registrierung jederzeit über den angegebenen Link erreichen und ausprobieren können.

http://www.separatedbyexperience.com/products/GradientMethod.aspx�

Regeln zum Verhaltnis Gradientvolumen/Saulenleervolumen

Vs =5V, - Empfohlen zur Spurenanalytik bekannter Analyten
- Kleine Gradientvolumina ergeben schmale Peakvolumina
- fuhrt zu begrenzter Peakverdinnung und besseren
Nachweisgrenzen (LOD)

Vg =10-15V,, - Fur optimale Auflésung bei durchschnittlicher
Laufzeit
- empfehlenswert, wenn nicht gentigend
Selektivitat vorliegt

Vs> 15V, - Fur die komplexe Multikomponentenanalyse
- empfohlen fur héchstmogliche Peakkapazitat

L : Saulenlange [mm]

V,, =¢&. - r2 - L r: Saulenradius [mm]
M t g . totale Porositat (ca. 0,7)

23


Vorführender
Präsentationsnotizen
Wenn ich nun eine neue Gradientenmethode entwickeln soll – gibt es Empfehlungen, mit welchen Gradientenzeit-Fluss-Kombinationen, also Gradientvolumina, ich am besten arbeiten sollte? Nun, die gibt es tatsächlich, und sie hängen davon ab, welchen Zweck die Methode verfolgen soll.

Ein vergleichsweise kleines Gradientvolumen Vg von maximal dem fünffachen Durchflussvolumen Vm führt zu schmalen Peakvolumina, damit zu einer vergleichsweise hohen Konzentration von Analyt im Elutionssegment und so zu schmalen, hohen Peaks. Dies eignet sich gut zur Spurenanalytik in moderat komplexen Proben.

Ein ausgewogen großes Gradientvolumen Vg von 10 bis 15 Durchflussvolumina Vm stellt einen guten Kompromiss zwischen optimaler Auflösung bei vertretbar kurzen Analysendauern dar.

Steht eine hochaufgelöste Trennung sehr komplexer Multikomponentenmischungen im Raum, so empfiehlt sich ein Gradientvolumen Vg, das mehr als das 15fache des Durchflussvolumens Vm beträgt. Dies empfiehlt sich für möglichst große Peakkapazität, wobei hier aber nicht pauschal gilt: „viel hilft viel“ – die Peakkapazität in Abhängigkeit des Gradientvolumens strebt einer Sättigung zu, ab einem Faktor von etwa dem 25fachen an Durchflussvolumen Vm nimmt die Peakkapazität nur noch marginal zu.


Erh6he die Gradientensteigung — verringere das Gradientvolumen

[mAU]

o Vg =11,3 ml
O | | | | | ]
0 5 10 15

|
0 > Zeit [min] 10 15

* Mit geringerem Gradientvolumen...

 ...nimmt die Peakho6he zu

 ...nimmt die Selektivitat/relative Retention ab

« ...kénnen sich Elutionsreinenfolgen durch Selektivitatsdnderungen umkehren

” ThermoFisher
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Vorführender
Präsentationsnotizen
Abschließend ein Beispiel, das zeigt, welche Auswirkung das Gradientvolumen auf das Aussehen einer Trennung haben kann. Von oben nach unten wurden die Trennbedingungen nicht gemäß dem Gradientvolumen-Konzept skaliert, sondern nur Schritt für Schritt durch einen steileren Gradienten das Gradientvolumen verkleinert. Man sieht deutlich, dass mit sinkendem Gradientvolumen

a) die Peakhöhe steigt
b) die relative Retention und damit die Auflösung sinkt
c) sich Elutionsreihenfolgen durch Selektivitätsänderungen umkehren können.



Fazit 3: Gradientvolumen-Konzept

» Wird das Gradientvolumen einer Gradiententrennung im Verhaltnis zum
Saulenleervolumen konstant gehalten,
* Dann eluieren Peaks stets bei gleicher Eluentenzusammensetzung

* Und ein konstantes Gradientvolumen erlaubt eine Beschleunigung der
Gradiententrennung tber eine erh6hte Flussrate, ohne dass sich die relative
Retention der Substanzen signifikant andert.

* Wird das Gradientenvolumen nicht proportional zum Saulenvolumen
verringert, sondern bleibt relativ zu grof3,

« Dann ergibt sich fast kein Zeitgewinn
 Dann konnen sich relative Retentionszeiten verandern

* Dann steigt normalerweise die Aufldsung, aber die Peakhdohen (S/N) nehmen ab
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Vorführender
Präsentationsnotizen
Letztes Fazit dieses Kurses:

Wird das Gradientvolumen einer Gradiententrennung im Verhältnis zum Säulenleervolumen
konstant gehalten,
dann eluieren Peaks stets bei gleicher Eluentenzusammensetzung
und ein konstantes Gradientvolumen erlaubt eine Beschleunigung der Gradiententrennung über eine erhöhte Flussrate, ohne dass sich die relative Retention der Substanzen signifikant ändert.

Wird das Gradientenvolumen nicht proportional zum Säulenvolumen verringert, sondern bleibt
relativ zu groß,
dann ergibt sich fast kein Zeitgewinn
dann können sich relative Retentionszeiten verändern
dann steigt normalerweise die Auflösung, aber die Peakhöhen (S/N) nehmen ab


Zusammenfassung

* Die Analysengeschwindigkeit steigt linear mit dem Ruckdruck an.

* Um bel einer gegebenen Methode mit bekanntem Saulenmaterial die
Auflosung Uber bessere Effizienz zu verdoppeln, braucht man

ENTWEDER

« Packungsteilchen mit einem Durchmesser von einem Viertel des
Ausgangsmaterials,

e was zum 16-fachen Ruckdruck
 bei gleicher Analysendauer fihrt
ODER
* eine viermal so lange Saule bei gleichem Teilchendurchmesser,
« was nur einen vierfach héheren Rickdruck provoziert,
 aber dafur zugleich die Analysendauer ebenfalls vervierfacht.

e Der Preis fur Zeit UND Qualitat ist Ruckdruck
* Weniger ist hier manchmal mehr, je nach Aufgabenstellung
* UHPLC gibt einem grof3ere Freiheit, Chromatographie auszureizen
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Vorführender
Präsentationsnotizen
Welche Botschaft hat nun die UHPLC an uns Anwender?

Zunächst haben wir gesehen: Die Analysengeschwindigkeit steigt linear mit dem Rückdruck an.
Weiterhin ergeben sich folgende Konsequenzen:

Um bei einer gegebenen Methode mit bekanntem Säulenmaterial die Auflösung über bessere Effizienz zu verdoppeln, braucht man

ENTWEDER
Packungsteilchen mit einem Durchmesser von einem Viertel des Ausgangsmaterials,
was zum 16-fachen Rückdruck
bei gleicher Analysendauer führt

ODER
eine viermal so lange Säule bei gleichem Teilchendurchmesser,
was nur einen vierfach höheren Rückdruck provoziert,
aber dafür zugleich die Analysendauer ebenfalls vervierfacht.
Insgesamt zahlt man für Zeit UND Qualität gleichermaßen in der teuren Währung Rückdruck.

Weniger ist hier manchmal mehr, je nach Aufgabenstellung.

UHPLC gibt einem größere Freiheit, Chromatographie auszureizen, aber um mit einem Bonmot Loriots zu schließen: Wunder vollbringen wir nicht.



Vielen Dank fur Ihre Aufmerksamkeit und lhr Interesse!

Bei weiteren Fragen oder Kommentaren zu diesem Webinar
wenden Sie sich bitte an
analyze.eu@thermofisher.com
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