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Wann sollte ich meine UHPLC als UHPLC betreiben?

S. Kromidas

Moderne analytische LC-Anlagen sind ausnahmslos als UHPLC-Anlagen kon-
zipiert. Allerdings werden auflerhalb von reinen Forschungslabors hochstens
ca. 30-40% der Trennungen an UHPLC-Anlagen unter UHPLC-Bedingungen
durchgefiihrt. Damit sind Driicke oberhalb ca. 800 bar gemeint. In welchen Fil-
len ist es nun sinnvoll oder sogar notwendig, die vorhandene UHPLC-Anlage
tatsidchlich unter UHPLC-Bedingungen zu betreiben? Und in welchen Fillen
sollte man dagegen die UHPLC-Anlage moglicherweise eher im ,klassischen®
HPLC-Modus oder lediglich fiir schnelle HPLC-Trennungen einsetzen? Und:
Sollte die ndchste LC-Anlage vielleicht doch wieder eine HPLC werden? Genau
um solche Entscheidungen geht es in diesem Kapitel. Dazu hilft die Beantwor-
tung zweier Fragen, mit denen wir uns beschéftigen werden. Die erste lautet:
»Was benoétige ich eigentlich?” Dabei gilt es zu definieren, welche Charakteristika
einer HPLC-Methode in genau dieser Situation im Vordergrund stehen, z. B.: kur-
ze Retentionszeiten, zuverldssige Methode, maximale Auflosung/Peakkapazitit,
niedrige Nachweisgrenze u. A. Die zweite Frage ist wesentlich einfacher: ,Was
vermag die UHPLC mehr als die HPLC?“ Anschlieflend werden wir die Kernfrage
diskutieren: ,Wie bringe ich meine Anforderungen an die Methode unter Be-
riicksichtigung der realen Laborsituation mit dem Potenzial der UHPLC sinnvoll
zusammen?“ Bemerkung: Theoretische Hintergriinde werden vorausgesetzt, die
Prinzipien der HPLC-Optimierung lediglich genannt, jedoch nicht hergeleitet.
Hier wird auf die entsprechende Literatur verwiesen (z. B. [1-5]).

1.1
Was mochte ich erreichen und was ,kann” die UHPLC?

Was mochte ich erreichen?

Firr eine HPLC-Methode wiinscht man sich oft mehr als nur ein Attribut, z. B.:
»gute“ und ,schnelle“ Trennung. Es sind jedoch vor der Entscheidung fiir das
Methodendesign — die ja auch die Frage nach der Notwendigkeit von UHPLC-
Bedingungen beinhaltet — dringend zwei Punkte zu klédren. Erstens: Welche sind
die Eigenarten der Methode, ferner wie ist das Umfeld? Es geht demnach u.a.

Der HPLC-Experte II, 1. Auflage. Stavros Kromidas (Hrsg).
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um folgende entscheidenden Merkmale: méogliche Belastung der Probe mit Ma-
trix, notwendige Zeit fiir die Probenvorbereitung oder die manuelle Integration,
Erfahrung der Anwender, wechselnde oder gleichbleibende chromatographische
Bedingungen, Forschungs- oder Routinelabor etc.? Zweitens: Was ist im konkre-
ten Fall die primére Anforderung an diese Methode? Das Hauptziel sollte klar
identifiziert, ein zweites ggf. ein drittes lediglich als Wunsch angesehen werden,
z.B.: ,In diesem Fall brauchen wir aus diesem Grund unbedingt maximal mog-
liche Empfindlichkeit — wenn die Methode dabei auch robust ist, wire es schon
...“ Nachfolgend sind vier typische Anforderungen an eine HPLC-Methode auf-
gefithrt, die wir anschlieflend genauer betrachten werden:

« Gut trennen; das kann zum einen ausreichende Auflésung bedeuten — d.h.
Trennung zwischen zwei Peaks, evtl. Trennung von 2-3 relevanten/kritischen
Peakpaaren. Oder zum anderen ausreichende Peakkapazitit, d.h. Trennung
von vielen — allen(?) — evtl. chemisch dhnlichen Komponenten, also moglichst
viele Peaks pro Zeiteinheit, s. Abschnitt 1.2.1

 Schnell trennen; kurze Retentionszeiten, damit geht hiufig auch ein geringer
Losemittelverbrauch einher, s. Abschnitt 1.2.2

« Empfindlich messen; Abnahme der Nachweisgrenze, d. h. Verbesserung der re-
lativen Massenempfindlichkeit, s. Abschnitt 1.2.3

» Robuste Bedingungen; zuverldssige Methoden, welche zu einer Vermeidung
von Wiederholmessungen und zur Minimierung von Geriteausfallzeiten fiih-
ren, s. Abschnitt 1.2.4.

Was ,kann” die UHPLC?

Vereinfacht gesagt ist eine UHPLC-Anlage ein Gerét, welches erstens im Ver-
gleich zu einem HPLC-Gerit ein ca. 10-mal geringeres Totvolumen (Disper-
sionsvolumen, ,Extra Column Volume®: Volumen vom Autosampler bis zum
Detektor ohne Séule) bzw. Verweilvolumen (Verzogerungsvolumen, ,Dwell oder
»Delay Volume“: Volumen von Mischventil/Mischkammer bis zum Sdulenkopf)
aufweist. Das Totvolumen einer modernen UHPLC-Anlage betrigt heute <
ca. 7-10 uL. — mithilfe spezieller Kits sogar < ca. 4 uL —, die Verweilvolumina
betragen ca. 100—200 puL bei Niederdruck- (NDG) und ca. 35-50 pL bei Hoch-
druckgradienten (HDG).

Bemerkung: Statt von ,Extra Column Volume* ist immer héufiger die Rede von
»Extra Column Dispersion“. Damit wird dem Umstand Rechnung getragen, dass
die Geometrie z. B. von Verbindungen/Mischventilen und somit das Strémungs-
profil fiir die Peakverbreiterung wichtiger als das absolute Totvolumen ist, s. dazu
detaillierte Ausfithrungen in Abschnitt 2.1 und Kapitel 3.

Zweitens erlaubt eine moderne UHPLC-Anlage Arbeitsdriicke bis ca. 1500 bar.



1.2 Anforderungen an eine HPLC-Methode

1.2
Anforderungen an eine HPLC-Methode

1.2.1
Gut trennen

Zunichst soll in Kiirze dargelegt werden, wie die Trennung in der HPLC prinzi-
piell verbessert werden kann, anschliefSend werden wir schauen, welchen Beitrag
die UHPLC hinsichtlich einer besseren Trennung leisten kann.

In der HPLC unterscheiden wir beziiglich der Giite einer Trennung zwei Fille:

1. Mich interessieren im Wesentlichen nur eine oder einige Komponenten. Es
geht somit um die nach meinen individuellen Kriterien ausreichende Tren-
nung zwischen der besagten Komponente und einer ,,Stérkomponente” — al-
so letzten Endes um die Trennung zweier Peaks. Im Fokus kann das kritische
Paar sein (z. B. Haupt-/Nebenkomponente), moglicherweise auch 2-3 weite-
re Peakpaare. Das Kriterium hier ist die Auflosung, sie stellt vereinfacht den
Abstand zwischen den Peaks an der Basislinie dar.

1 ky a-1
Rs=3 VN 1+k, «a (L.1)

Mit: R: Auflosung, N: Bodenzahl, grundsitzlich fiir isokratische Bedingungen
definiert, a: Trennfaktor (frither: Selektivitatsfaktor), k: Retentionsfaktor (frii-
her: Kapazititsfaktor, k’).

Ich will/muss ,alle” vorhandenen Peaks geniigend gut trennen, d. h. méglichst
basisliniengetrennt. In diesem Fall kommt die Peakkapazitét ins Spiel: Dies
ist die Gesamtanzahl der Peaks, die ich mit einer geniigend guten Aufl6sung
(z.B. R=1) in einer bestimmten Zeit trennen kann. Oft wird als Maf3 fiir die
Peakkapazitit die Summe aller Auflésungen angegeben. In der Literatur fin-
den sich mehrere Formeln fiir die Peakkapazitit, betrachten wir hier die zwei
einfachsten:

IRl ~ lge

n. = ——=  oder (1.2a)
w

n, = fe . (1.2b)
w

Mit: n.: Peakkapazitit, ty: Retentionszeit des letzten Peaks, ty,: Retentions-
zeit des ersten Peaks, t: Gradientendauer, w: Peakbreite an der Peakbasis.
Bemerkung: Circa 70-80 % der Trennungen sind heute Gradiententrennun-
gen; somit ist die HPLC/UHPLC-Anlage von heute ein Hochdruck- oder ein
Niederdruckgradient mit DAD und/oder MS/MS, ferner werden immer haufi-
ger Aerosoldetektoren verwendet. Die hier vorgestellten Uberlegungen gelten
prinzipiell sowohl fiir isokratische als auch fiir Gradiententrennungen, den-
noch werde ich aus eben dargelegtem Grund den Fokus etwas mehr auf Gra-
diententrennungen legen.
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Betrachten wir zunichst die Auflosung:

Gleichung 1.1 kann man entnehmen, dass die Auflésung durch Zunahme des
Effizienz-, Retentions- und des Selektivititsterms verbessert werden kann. Beziig-
lich des Retentionsterms lautet die Forderung: starkere Wechselwirkungen, wo-
bei der optimale Wert bei ca. k =~ 3—5 liegt, d. h. die interessierenden Peaks sollten
bei/nach ca. der 3 bis 5-fachen Tot- oder Mobilzeit eluieren. Aus Gl. (1.1) ist er-
sichtlich, dass der Selektivitatsterm und damit der Trennfaktor ¢ mit Abstand
die empfindlichste Funktion fiir die Auflosung darstellt: (@ — 1)/a! Die Boden-
zahl dagegen steht unter der Wurzel, eine Verdoppelung von N fiihrte zu einer
Verbesserung der Auflosung ,nur” um Faktor ca. 1,4. Zwei Zahlenbeispiele sollen
dies veranschaulichen, fiir eine detaillierte Diskussion, s. [6]:

1. Gesetzt den Fall, zwei Peaks eluieren mit einem a-Wert von 1,01. Um diese
zwei Peaks basisliniengetrennt zu trennen, benttigte man ca. 160 000 Boden.
Gelingt es den a-Wert von 1,01 auf 1,10 zu erhohen, benétigte man fir die
gleiche Auflosung lediglich knapp 2000 Boden. Auch eine gering anmuten-
de Verbesserung des a-Wertes von 1,01 auf 1,05 fithrte dazu, dass man statt
160000 Béden nun ca. 6000 Boden benétigte.

2. Gesetzt ferner den Fall, es liegt eine Trennung mit folgenden Werten vor:
k=2,a =1,05und N =9000. Es ergibt sich eine Auflésung von R = 0,75. Das
ist ungentigend, die Auflosung sollte auf R > 1,00 verbessert werden (beiR =1,
Uberlappung der beiden Peaks von ca. 5%). Zunichst kann die Wechselwir-
kung erhoht werden, z. B. durch eine hydrophobere stationdre Phase oder eine
wasserreichere mobile Phase. Gehen wir davon aus, dass die stiarkeren Wech-
selwirkungen sich auf beide Komponenten gleich auswirken, so bleibt die Se-
lektivitdt konstant. Der k-Wert erhohte sich von k = 2 auf beispielsweise k =6,
die Auflosung verbesserte sich in diesem Fall auf R = 0,97. Alternativ konnte
man eine Sdule mit 15000 Boden verwenden, die Auflosung verbesserte sich
ebenso auf R = 0,97. Beide MafSnahmen — stirkere Wechselwirkungen oder
hohere Bodenzahl — sind somit zwar richtige, jedoch keine besonders effekti-
ven Mafinahmen, wenn es darum geht, die Auflosung merklich zu verbessern.
Waére man dagegen in der Lage, den a-Wert von 1,05 auf beispielsweise 1,10
zu erhohen, ergébe sich eine Auflésung von R = 1,44. Beenden wir das zwei-
te Beispiel mit folgender Betrachtung: Wenn zwei Peaks unterschiedlich grof8
sind (z. B. Wirkstoff-Verunreinigung) und/oder tailen, misste die Auflésung
ca. R > 2 betragen, wenn der Integrationsfehler unterhalb von ca. 1 % bleiben
soll [7]. Im vorliegenden Fall stehen zwei Alternativen zur Verfiigung, um die
Auflésung auf R =2 zu verbessern: Den a-Wert von 1,10 lediglich auf 1,15 zu
erhohen oder die Bodenzahl — bei konstant gehaltenem a-Wert von 1,10 —
von 9000 auf 18 000 Béden zu verdoppeln. Letzteres wire beispielsweise mit
einer 150 mm, 2,5 pm-Sédule moglich.

Als Faustregeln konnte man sich fiir eine Basislinientrennung wie folgt merken:

* Wenn in einer realen Probe der a-Wert des kritischen Paars etwa 1,05 betrégt,
wiren fiir eine Basislinientrennung ca. 20 000 Béden notwendig.
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o Betrigt der a-Wert ca. 1,02, benétigte man ca. 100 000 Béden.
o Bei einem a-Wert von 1,01 wird man wohl ohne 2D-Chromatographie kaum
zum Erfolg kommen kénnen (s. Kapitel 6).

Diese Zahlenbeispiele gelten sowohl fiir isokratische als auch fiir Gradiententren-
nungen.

Bemerkung
Die Bodenzahl ist fiir isokratische Trennungen definiert. Es gibt mehrere For-
meln, die wohl einfachste lautet:

L 16 - t%{

N = - (1.3)
mit: N: Bodenzahl, L: Lange der Saule, H: Bodenhohe, £: Retentionszeit, w: Peak-
breite an der Peakbasis.

Wenden wir uns zunéchst der Frage zu, ,Welche Bedeutung hat die Bodenzahl
bei isokratischen und bei Gradiententrennungen?” Wenn ein Peak bei isokrati-
schen Laufen spéter eluiert, wird er breiter, der Quotient ¢y /w bleibt jedoch kon-
stant, somit auch die Bodenzahl. Halten wir fest: Fiir eine Komponente im isokra-
tischen Modus ist die Bodenzahl — zumindest theoretisch — eine Konstante. Das
heifit sie ist unabhingig von der Retentionszeit, wenn diese sich durch eine Ande-
rung der stationdren, der mobilen Phase oder der Temperatur — aber nicht durch
den Fluss! — dndert. Denn noch einmal: Die Peaks eluieren spater/frither und
sie werden dadurch breiter/schmaler — der Quotient Retentionszeit/Peakbreite
bleibt konstant und damit auch die Bodenzahl. Hierbei wird unterstellt, dass der
Mechanismus bei der Wechselwirkung mit der stationéren Phase konstant bleibt.
Wie sind nun die Verhéltnisse im Gradientenmodus? In der Literatur wird viel-
fach darauf hingewiesen, dass die Bodenzahl nur fiir isokratische Trennungen
bestimmt werden kann. So wird im Zusammenhang mit dem Gradienten statt
Bodenzahl haufig der Terminus ,, Trennschirfe” verwendet. Dennoch gibt es prin-
zipiell keinen Grund nicht auch beim Gradienten von einer ,Bodenzahl” N, zu
sprechen — geringstenfalls als Gedankenspiel. Betrachten wir einen Peak, der bei
einer Gradientenmethode nach der gleichen Retentionszeit eluiert wie bei einer
isokratischen Methode. Gleichung 1.3 zugrunde gelegt, ergibt sich eine grofiere
»Bodenzahl“ N, denn £ bleibt gleich, aber w ist nun kleiner — und bleibt weit-
gehend auch konstant. Somit gilt fiir einen gegebenen Peak, der spiter eluiert,
vereinfacht wie folgt. Isokrat: Der Quotient t,/w bleibt konstant, die Bodenzahl
bleibt ebenso konstant. Gradient: £; nimmt zu, w bleibt konstant, die ,Bodenzahl®
N, nimmt zu. Was bedeutet dies fiir die Trennung?

Bei isokratischen Trennungen lésst sich das kritische Paar gezielt in den opti-
malen Retentionsbereich ,schieben” und durch die dann herrschende optimale
Selektivitit ergibt sich die maximale Auflosung — jedoch nur fiir dieses kritische
Paar, andere Peakpaare werden eventuell nicht so gut getrennt. Bei einem Gradi-
entenlauf ergibt sich zwar dadurch, dass die Peaks zusammenriicken, womdoglich
eine geringere Selektivitit, aber wie wir gesehen haben eben eine hohere ,Bo-
denzahl” N, die Peaks sind schmal. Die Selektivitit beeinflusst, wie weiter oben
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dargelegt, die Auflosung wesentlich stérker als die Bodenzahl und dadurch haben
wir fiir das kritische Paar unter isokratischen Bedingungen eine bessere Auflo-
sung im Vergleich zu einem Gradientenlauf. Es sei denn, es ergibt sich in einem
bestimmten Fall eine sehr langsame Kinetik bei der Desorption einer — oder meh-
rerer — Komponenten von der stationédren Phase z. B. grofie Adsorptionsenthalpie
(sehr starke Wechselwirkung), multipler Mechanismus, grofie Molekiile. In die-
sem Fall tiberwiegt der Vorteil der héheren Bodenzahl beim Gradienten und wir
haben unter Gradientenbedingungen aufgrund von schmalen Peaks die bessere
Auflésung. Beim Gradienten existieren dariiber hinaus im Vergleich zu isokrati-
schen Trennungen mehr Moglichkeiten, die Selektivitat ,vorne” und ,hinten im
Chromatogramm zu veréandern, man ist einfach flexibler. Die im Vergleich zu iso-
kratischen Trennungen erhohte ,Bodenzahl” N, ist die Ursache fiir eine bessere
mittlere Auflosung (oft als Summe der Auflésungen angegeben), was letzten En-
des eine bessere Peakkapazitit bedeutet, s. weiter unten im gleichen Abschnitt.
Aus praktischer Sicht heif3t dies, dass gerade fiir Gradiententrennungen die hohe
Bodenzahl einer Saule — also eine ,,gute“ Packungsqualitit — nicht die Wichtigkeit
hat, wie es oft in Broschiiren von Saulenherstellern suggeriert wird. Beispiel: ,Un-
sere neue Saule XYZ weist 450 000 Boden/m auf”. Haufige chromatographische
Bedingungen bei solchen Léiufen lauten: Acetonitril/Wasser, kleiner Fluss, einfa-
che, neutrale Aromaten, 1 puL Injektionsvolumen. Die Angabe ,,450 000 Boden/m"
kann von Anwendern nun so verstanden werden, dass beim Einsatz jener Sdule
diese Bodenzahl (bei einer 100 mm-Saule ca. 40 000—45 000 Boden) tatsachlich
zur Verfiigung stiinde.

Merke jedoch

Die Bodenzahl wird nicht nur von der Packungsqualitdt und der TeilchengréBe
beeinflusst. Weit mehr als 15 Faktoren spielen eine Rolle, z.B. Eluentenzusam-
mensetzung und Temperatur (Viskositdt), Totvolumen der Apparatur (genauer: Di-
spersion der Substanzbande), KorngroBenverteilung, Fluss, Injektionsvolumen und
Probenkonzentration, Konstitution und pH-Wert der Probenldsung, chemische Struk-
tur/Diffusionskoeffizient des Analyten — und nicht zuletzt beeinflussen die Einstellpa-
rameter das Aussehen der Peaks. So deuten beispielsweise breite, tailende Peaks auf
eine langsame Kinetik (z. B. zusatzliche ionische Wechselwirkungen, groBe Molekdile)
oder ein betrachtliches Totvolumen dieser Apparatur fir diese Saule hin - trotz ,guter”
Bodenzahl der Saule.

Halten wir abschlieflend fest: Die Erh6hung der Selektivitit ,bringt” grundsétz-
lich das meiste, wenn es um eine Verbesserung der Auflosung geht, eine Erh6hung
der Bodenzahl ist zweitrangig, Van-Deemter-Kurven werden durch das Marke-
ting der Hersteller viel zu stark tiberbewertet.

Wie kann ich die Selektivitit nun verbessern? Anderung des pH-Wertes, Zuga-
be von Modifier sowie die Verwendung anderer stationérer Phasen sind wichti-
ge Faktoren und unabhingig von der Hardware. Kommen wir jetzt zur UHPLC,
was kann sie hier konkret leisten? Von den zwei Vorteilen der UHPLC — kleines
Tot-/Verweilvolumen und die Moglichkeit, bei hoheren Driicken arbeiten zu kon-
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nen — kann hier der zweitgenannte genutzt werden. In folgenden Féllen geht mit
den Bemiithungen um eine Verbesserung der Selektivitat auch eine Erh6hung des
Druckes einher, eine Situation, fiir die eine UHPLC-Anlage zweifelsohne konzi-
piert ist:

Methanol als organisches Losemittel; bei der Trennung polarer Molekiile er-
gibt sich héufig eine bessere Selektivitat im Vergleich zu Acetonitril.
Erniedrigung der Temperatur; bei der Trennung bestimmter Substanzen (En-
antiomere, a-f3-/Doppelbindungsisomere) zeigt sich bei niedrigen Temperatu-
ren oft eine Verbesserung der Selektivitat.

Druck; bei Driicken ab ca. 600-700bar kann sich die Polarisierbarkeit be-
stimmter Molekiile (z. B. Prednison/Prednisolon, Konformationsisomere, To-
copherole etc.) verdndern. Die Selektivitit verdndert sich ebenso (Verbes-
serung?) und in Kombination mit bestimmten stationdren Phasen wie Cs,
»Mixed Mode Phases” sowie weiteren ,Shape Selectivity Phases” ergeben sich
interessante Moglichkeiten. Man baue dazu beispielsweise direkt nach der Sau-
le einen Restriktor mit einem moglichst geringen Volumen ein. Die Robustheit
ist allerdings bei kleinen Druckschwankungen in diesem Bereich kritisch zu
sehen.

Fluss; Erhohung des Flusses fiihrt zu einer Erhohung des Gradientenvolumens
(Gradientenvolumen: Gradientendauer X Fluss).

Man kann natiirlich zwei Faktoren gleichzeitig verandern und die Moglichkeit
der UHPLC, bei hoheren Driicken arbeiten zu konnen, ,,optimal“ nutzen: z. B. bei
Gradientenldufen die Temperatur auf 10 °C erniedrigen und zeitgleich den Fluss
erhohen. In einem Fall wurde dadurch die Anzahl der erschienenen Peaks gegen-
iber der urspriinglichen, validierten Methode um knapp 30 % erhoht.

Kommen wir jetzt zur Peakkapazitat.
Es gibt Fille, in denen eine Verbesserung der Selektivitat kaum moglich ist, z. B.:

Sehr viele, vielleicht sogar dhnliche Komponenten, evtl. noch dazu in einer
komplexen Matrix.

Herrschen hydrophobe Wechselwirkungen vor, sind diese nicht besonders
spezifisch und es ergeben sich kaum merklich unterschiedliche Selektivitaten.
Wenn beispielsweise basische Verbindungen tiber den pH-Wert neutralisiert
werden, liegen diese als neutrale Molekiile vor, die Wechselwirkungen mit
der stationédren Phase sind hydrophober Natur und somit recht unspezifisch.
Bei Optimierungsexperimenten und der Verwendung unterschiedlicher sta-
tiondrer Phasen ergeben sich in solchen Fillen zwar unterschiedlich starke
Wechselwirkungen und somit unterschiedliche Retentionszeiten/k-Werte an
den einzelnen Siulen, allerdings oft vergleichbare Selektivitaten, s. Abb. 1.1.
Unterschiedliche k-Werte (s. Balken) jedoch ergeben bis auf die fluorierten
Phasen sehr dhnliche a-Werte (s. Linie).

In solchen Situationen ist eine merkliche Verbesserung der Selektivitat kaum rea-
lisierbar. Auch wenn es geldnge, die Selektivitit an einer bestimmten Stelle des
Chromatogramms zu verbessern, wird diese an anderer Stelle womoglich ver-
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Abb. 1.1 Retentions- (Balken) und Trennfaktoren (Linie) von trizyklischen Antidepressiva im
sauren Acetonitril/Phosphatpuffer an unterschiedlichen RP-Phasen, Details s. Text.
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1000 x 3 mm, 3 um
n.= 925 F=0,5mL/min
ts =300 min
Ap =780 bar
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Abb. 1.2 Hochauflésende 1D-UHPLC- Verschraubungen (ThermoScientific) aufge-
Trennung eines tryptischen Verdaus von baut. Stationare Phase: Acclaim 120 C18 (Ther-
flnf Proteinen. Eine Kette von vier 250 mm moScientific), Temperatur: 30 °C, theoretische
langen Saulen wurde mit totvolumenfrei- Peakkapazitdt berechnet aus der Peakbreite
en Kopplungsstiicken basierend auf Viper- einzelner gut aufgeldster Peaks.

schlechtert. In einem Fall wie diesem riickt die Peakkapazitit in den Fokus: mog-
lichst schmale Peaks (d. h. maximal erzielbare ,Bodenzahl“ N, ), am besten tiber
das gesamte Chromatogramm gleichméflig verteilt, s. als Beispiel Abb. 1.2, ent-
nommen aus [6]. Hier wird eine Trennung mit einer (theoretischen) Peakkapazi-
tét von 925 Peaks bei einer Kopplung von vier Sdulen a 250 mm gezeigt.

Bevor wir schauen, wie die UHPLC nutzbringend eingesetzt werden kann, hal-
ten wir anhand der Gl. (1.2) fest, wie die Peakkapazitit prinzipiell erhoht werden
kann:

1. Ich brauche einen langen Gradienten bzw. eine grofle Retentionszeitdifferenz
zwischen dem letzten und dem ersten Peak. Das bedingt ein grofies Gradien-
tenvolumen, eventuell auch eine lange Séule.

2. Ich bendatige eine kleine Peakbreite, d. h. ich strebe schmale Peaks an. Das er-
reiche ich durch einen steilen Gradienten, einen hohen Start- und auch einen
hohen End% B, kleine Teilchen, geringe Viskositit, hohe Temperatur.

Die UHPLC beschert uns bekanntlich kleine Totvolumina und erméglicht hohe
Driicke, Folgendes wire also bezogen auf letztgenannten Vorteil moglich: lange
Séule oder serielle Kopplung mehrerer Sdulen plus evtl. kleine Teilchen.

Merke

Wenn Saulen in Serie gekoppelt werden, minimiert sich der negative Einfluss des
Totvolumens (Extra Column Effects). Dies macht sich erfahrungsgemaf trotz moderns-
tem UHPLC-Design im Falle von isokratischen Trennungen und sehr kleinen Saulen-
volumina durchaus bemerkbar, s. weiter unten im gleichen Abschnitt sowie Kapitel 3
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und 4. Da ja bei Gradiententrennungen die TeilchengréBe nicht so entscheidend ist,
sahe eine Moglichkeit wie folgt aus:

3 Sdulen a 150 mm X 3 mm, 2,5—3,5 um-Teilchen in Serie plus 40-50 °C.

Eine Literaturrecherche ergab, dass immer haufiger Trennungen mit hoher Peak-
kapazitit unter UHPLC-Bedingungen publiziert werden. Folgende Beispiele er-
scheinen fiir ein ,Real Life“-Labor u. U. zunéchst realisierbar:

2 Séulen a 150 mm, 1,9 pm, 1200 bar bei 45 °C:
480 Peaks in 40 min (12 Peaks/min),

3 Séulen a 150 mm, 2,6 pm Fused Core, 1200 bar bei 45 °C:
600 Peaks in 50 min (12 Peaks/min),

4 x 250 mm, 3,0 um, 1200 bar bei 30 °C:
1000 Peaks in 300 min (3—4 Peaks/min).

Wenn die Zeit keinen wesentlichen limitierenden Faktor darstellt und die
Matrix nicht auflerordentlich schwierig ist (Polymere, Lebensmittel, Fermen-
terbriihe), sind ca. 600-1000 Peaks mittels UHPLC theoretisch trennbar, s. auch
Kapitel 11. Fiir solche Falle diirften mittelfristig lange Sdulen mit einem 2,1 mm
Innendurchmesser bei Verwendung von 1,5-2,6 um Fused Core Material eine
der interessantesten Moglichkeiten darstellen. Unter optimalen Bedingungen
und mit modernster UHPLC-Hardware lautet das — sicherlich recht anspruchs-
voll — avisierte Ziel, ,100/100“: 100 Peaks/100s, siehe dazu auch Abschnitt 12.3.
Und: Je hoher die Peakkapazitit — moglich durch eine optimale Kombination
»~UHPLC-Anlage/Sédule” —, umso ,uberfliissiger” wird eine gute Selektivitit, deren
Verbesserung insbesondere unter Zeitdruck nicht gerade ein triviales Unterfan-
gen darstellt. Betrachten wir jetzt den Alltag: In einem realen Chromatogramm
sind — bis vielleicht im Falle einer Probe, die ausschliefdlich Homologe enthilt —
die Peaks selten gleichmiflig verteilt. In diesem Fall — insbesondere wenn die
Peaks noch quantifiziert werden sollten, d. h. eine Auflosung von 1,5 oder min-
destens von 1,0 notwendig ist — kann in der Praxis nur eine wesentlich kleinere
Peakkapazitdt erreicht werden. Laut statistischer Berechnungen wiren bei einer
theoretischen Peakkapazitit von 1000 tatsachlich 184 Peaks zu trennen. Unter
Beriicksichtigung einer schwierigen Matrix und/oder einer evtl. suboptimalen
Apparatur gilt als gute Faustregel fiir die Anzahl der zu trennenden Peaks ca.
1/10 der theoretischen Peakkapazitit. Bezogen auf das zuletzt angegebene Zah-
lenbeispiel wiren dies real ca. 100 Peaks. Halten wir vereinfacht fest: Fiir recht
anspruchsvolle Fragestellungen (Multikomponentenproben und/oder komplexe
Matrix) ist das bestmogliche Mittel die 2D-Chromatographie mit orthogonalen
Trennmechanismen (s. Kapitel 6), das nachstbeste ist die moderne UHPLC, wel-
che eindimensional fir quantitative Zwecke eine tatséchliche Peakkapazitit von
ca. 100 ermoglichen kann.
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Auch hier konnte man versuchen, sich moglichst viele Parameter, die einen Bei-
trag fiir eine gute Peakkapazitit leisten konnen, gleichzeitig zunutze zu machen.
Folgende Variante entspriache einer ,optimalen Kombination:

Lange Sdule (oder mehrere Sdulen in Serie), 2—3 pm-Teilchen (poros oder Fused
Core), hoher Fluss, 50-60°C, Acetonitril als organisches Losemittel, Gradient bei
ca. 40 % B beginnend. Bei ionischen Komponenten kann ferner versucht werden,
tiber den pH-Wert eine gute Peaksymmetrie zu erreichen. Je nach Mechanismus
kann ein steiler Gradient, bisweilen aber auch ein flacher von Vorteil sein.

Saulenldnge und Gradientendauer haben eines gemeinsam: Beide beeinflussen
bei gegebenem Fluss die Peakkapazitit nicht so stark wie allgemein angenommen
wird. So sind beispielsweise Gradienten linger als ca. 20—25 min nur im Falle von
sehr komplexen Gemischen sinnvoll.

Merke
Merke beziiglich Saulenldnge und Gradientendauer folgende vereinfachte Faustre-
geln fiir eine optimale Peakkapazitat:

¢ 50mm < 5min
¢ 100mm =~ 10—20 min
e 150mm > 20 min.

Es sei in diesem Zusammenhang an die Ausfithrungen weiter oben erinnert: Ers-
tens stellt die Erh6hung der Bodenzahl nicht gerade den effektivsten Weg dar, die
Auflésung zu verbessern. Zweitens ergeben sich bei Gradiententrennungen oh-
nehin schmale Peaks, eine hohe ,Bodenzahl® N, hat nur in schwierigen Fallen —
wenn es z. B. auf eine hohe Peakkapazitit kommt — eine Relevanz. Und: Eine Ab-
nahme der Teilchengr6fSe um Faktor 2 fithrte bei einem um Faktor 4 erhohten
Druck zu einer Verbesserung der Auflosung um Faktor ca. 1,4. Eine Verldnge-
rung der Séule um Faktor 2 fithrte ebenso zu einer Verbesserung der Auflosung
um Faktor ca. 1,4 — bei einem allerdings nur um Faktor 2 erh6éhten Druck (und
einer lingeren Analysendauer). Denn: Die Sdulenldnge verhilt sich zum Druck
linear, die Teilchengrof3e dagegen quadratisch. Verldngere ich also weiterhin die
Sdule (oder verwende eine Sdulenkopplung), erreiche ich bis zu einem gegebe-
nen/kritischen Druck eine wesentlich grofiere Anzahl an Béden. Wenn also das
ultimative Ziel ,,maximale Bodenzahl® lautet (kritisch hinterfragen!), dann sollte
ich mehrere Séulen, gefiillt mit 2,5-3,5 pm-Teilchen in Serie schalten — die lange
Retentionszeit miisste ich in diesem Fall in Kauf nehmen. Das heif$t den Druck,
den mir die UHPLC ermoglicht, sollte ich eher fiir lange Séulen als fiir kleine Teil-
chen nutzen, s. auch Kapitel 11. Zur Veranschaulichung folgen nun einige Zahlen-
beispiele:

» Eine 150 mm, 5 um-Saule liefert 9000 Boden, der Druckabfall betrégt 150 bar.
Als Auflosung ergibt sich R = 1,20, die Retentionszeit betrégt 12 min. Die Auf-
16sung soll durch Erhéhung der Bodenzahl auf beispielsweise R = 2,16 ver-
bessert werden. Um diesen Wert zu erreichen, sind 36 000 Boden noétig. Bei

11
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dieser Sdulenldnge wiaren dafiir 1,3 pm-Teilchen notwendig, der sich ergeben-
de Druck betriige ca. 2400 bar (8 X 150 bar) — und dies ist in absehbarer Zeit
unter realen Bedingungen nicht machbar. Vier Sdulen a 150 mm, 5 pm, in Se-
rie liefern ebenso 36 000 Boden — und dies bei einer Retentionszeit von 48 min
und einem Druck von 600bar (4 x 150 bar). Die gewtinschte Auflosung wird
somit erreicht. Alternativ konnte man in einem Schritt die Sdulenlédnge ,et-
was“ erhohen und die Teilchengrofle ,etwas“ erniedrigen: Man koppelt zwei
Sédulen a 150 mm, gefiillt mit 2,5 um-Teilchen, in Serie, Ergebnis: gewiinsch-
te Auflosung von R = 2,16 in 24 min bei einem Druck von 1200 bar. Kurzum:
Ohne eine wie auch immer zu realisierende ,lange” Saule (ldngere Sdule, Sau-
lenkopplung) ist eine merkliche Verbesserung der Auflosung iiber die Boden-
zahl nicht moglich. Vereinfacht: Eine lingere Sdule ist effektiver als kleinere
Teilchen (in diesem Zusammenhang kommen den Fused Core-Teilchen eine
gewichtige Bedeutung zu), dies sollte man sich bei den Bemithungen um eine
Verbesserung der Peakkapazitit merken.

» Eine tibliche UHPLC-S4ule, 100 mm X 2,1 mm, 1,7 um, liefert bei einem Druck
von ca. 1000 bar ca. 20 000-25 000 Béden. Wenn der Druck von ca. 1000 bar als
Limit fiir Dauerbelastung in der Routine angesehen werden sollte, erkennt man
schnell — trotz UHPLC - die Grenzen der kleinen Teilchen als Lieferant maxi-
maler Effizienz. Somit wird auch ersichtlich, dass die UHPLC unter iiblichen
Bedingungen nicht die Auflésung liefern kann, die fiir schwierige Trennungen
notwendig wire.

e Vier Sdulen a 250 mm X 4,6 mm, 5 pm, in Serie liefern ca. 100000 Boden —
bei einem Druck von ca. 600 bar (eine interessante Variante wire, zusitzlich
die Temperatur auf 80°C zu setzen: hervorragende Peakkapazitit bei mo-
deratem Druck). Bemerkung: Bei Trennungen unter ,,Ultra High Resolution
Separation“-Bedingungen (Bodenzahl > 150 000 Boden) sollte die Tempera-
tur nicht erh6ht werden — dies wiirde sich negativ auf den B-Term der Van-
Deemter-Gleichung auswirken und das Ergebnis wire eine erh6hte Diffusion.

o Eine 250 mm X 2,1 mm 1,9 um-Sdule liefert ca. 55000 Boden — bei einem
Druckabfall von ca. 960 bar. Diese Bodenzahl diirfte heute in etwa die maxi-
male Bodenzahl sein, die unter realen Bedingungen mit einer Sdule erreicht
werden kann — und das ist in einer annehmbaren Retentionszeit nur unter
UHPLC-Bedingungen méglich.

Zusammenfassend lautet das Fazit beziiglich Sdulenlédnge, Bodenzahl und Druck:

Doppelte Séulenldnge fithrt zu doppeltem Druck und zu einer Verbesse-
rung der Auflosung/Peakkapazitit um Faktor ca. 1,4. Halb so grofie Teilchen
fithren zu vierfachem Druck und ebenfalls zu einer Verbesserung der Auflo-
sung/Peakkapazitidt um Faktor ca. 1,4. Daraus folgt, dass ich bei einem gegebenen
Druck die Bodenzahl durch eine lingere Séule (oder eine serielle Kopplung) stér-
ker erhohe als durch kleinere Teilchen. Noch einmal: Bei Gradiententrennungen
stellen beide — sowohl die lingere(n) Sdule(n) als auch die kleinen Teilchen —
bis auf folgende Fille keine zwingenden Notwendigkeiten dar: sehr viele, sehr
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dhnliche Komponenten (lange Séule), sehr langsame Kinetik, geringe Massen-
empfindlichkeit (kleine Teilchen).

Es sei in diesem Zusammenhang auch an die Erfahrung erinnert, die nach 50
Jahren HPLC immer noch Giiltigkeit hat: Eine 250 X 4,6 mm-Séule ldsst sich bes-
ser und reproduzierbarer als eine kurze und vor allem eine diinne Saule packen.
Weiterer Vorteil der langen Séule: die lange Lebensdauer. Nachteile: lange Laufe,
hoher Losemittelverbrauch — beides auf Dauer nicht zu unterschétzen.

Bemerkung 1

Wie wir weiter oben gesehen haben, sind weder eine gute Packungsqualitat noch klei-
ne Teilchen ein Garant fiir eine gute Peakform, u. a. kann das Totvolumen eine gewich-
tige Rolle spielen: Bei < 1,7 pm-Teilchen nimmt die Bodenzahl bei den spater eluieren-
den Peaks oft zu, ebenso die Peaksymmetrie. Das ist ein Beleg dafiir, dass die heutigen
UHPLC-Gerate ein viel zu gro3es Totvolumen aufweisen, um die Effizienz kleiner Teil-
chen ausnutzen zu kdnnen. Weiterer Hinweis fur diesen Sachverhalt: Die Aufldsung
von friih eluierenden Peaks an 5 um-Saulen ist oft besser als an < 2 um-Saulen.

Bemerkung 2

Wie weiter oben angemerkt, sind bei Gradiententrennungen weder die Lange der Sau-
le noch die Gradientendauer oder die Teilchengré e von entscheidender Bedeutung -
eher das Gradientenvolumen, Start- und End% B sowie die Steilheit. Gerade bei Gra-
diententrennungen sind ,echte” UHPLC-Bedingungen nur flr recht anspruchsvolle
Trennprobleme (z. B. komplexes Gemisch, hohe Peakkapazitat gewiinscht) und/oder
fur Félle gefragt, in denen mehrere Parameter gleichzeitig verandert werden sollen,
dabei aber der Druck erh6ht wird. Sind beispielsweise im Falle von polaren Kompo-
nenten sowohl die Selektivitat als auch die Peakkapazitdt zu verbessern, kdnnte man
wie folgt vorgehen: lange Sédule (oder mehrere Saulen in Serie) mit 2-3 um-Teilchen
verwenden, hohen Fluss, 40-50 °C, plus Methanol und alternativ zu einer Temperatur-
erhdhung auch einen Lauf bei 10-15 °C testen. Gerade fiir solche in kurzer Zeit ausge-
fuhrte Experimente kann die UHPLC ihre Stérke ausspielen.

1.2.2
Schnell trennen

Gleich vorweg: Ist die Selektivitit sehr gut, konnte man einfach HPLC ,,machen®
und eine 3 mm, 5 um-Séule bei recht hohem Fluss betreiben; man erreicht so in
jedem Fall eine schnellere Trennung als unter UHPLC-Bedingungen.

Merke

Die wegen des hohen Flusses ,niedrige” Bodenzahl fallt hier aufgrund der guten Se-
lektivitat kaum ins Gewicht, Letztere beschert uns in der Regel eine ausreichende Auf-
|6sung.

Die Stirke ,par excellence” der UHPLC liegt eher in folgender Situation: Ist die
verwendete Sdule annéhernd optimal selektiv, erhélt man eine geniigend gute
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Auflésung in kurzer Zeit oder anders formuliert: Ich bekomme unter UHPLC-
Bedingungen das beste Bodenzahl/Zeit-Verhéltnis — d. h. die geringste Reten-
tionszeit bei einer gegebenen Effizienz und erziele zusitzlich einen geringen
Losemittelverbrauch. Eine Abnahme der Saulenldnge bei gleichzeitiger Abnahme
der Teilchengrofe fithrt bei einem geringeren Losemittelverbrauch zur ,identi-
schen Trennung in einer kiirzeren Zeit. Voraussetzungen fiir eine ,identische”
Trennung: gleich gut gepackte Sdule, keine merkliche Abnahme der Bodenzahl
aufgrund der breiteren Korngrofienverteilung bei Teilchen < ca. 1,7 um, keine
Verschlechterung der Peakform (sprich: Tailing) — vor allem bei den friih eluie-
renden Peaks aufgrund von Totvolumina im isokratischen Modus. Anders for-
muliert: Bei konstant gehaltener Sdulenldnge und kleineren Teilchen erziele ich
durch die Erhohung der Bodenzahl in gleicher Retentionszeit eine Verbesserung
der Auflosung. Hier konnte ich sogar gleichzeitig die Retentionszeit verkiirzen, da
ich geméf8 H/u-Kurve bei den nun kleineren Teilchen den Fluss ohne merklichen
Verlust an Effizienz erhohen kann.

Merke jedoch

Die Flache nimmt bei konzentrationsempfindlichen Detektoren ab, was im Spurenbe-
reich als kritisch anzusehen ist. Eine Erhohung des Flusses ist selbstverstandlich nur
dann sinnvoll, wenn bei der Wechselwirkung des Analyten mit der stationdren Phase
sich eine schnelle Kinetik und somit ein kleiner C-Term der Van-Deemter-Gleichung
ergibt. Zu diesen Zusammenhangen folgende Bemerkung: Sie stellen weder neue
Erkenntnisse dar noch wird dafiir unbedingt eine UHPLC bendtigt, denn solche Ver-
besserungen sind - zumindest teilweise - bis zu einem Druck von 400 bar an ei-
ner klassischen HPLC-Anlage durchaus umsetzbar. Allerdings wagt man sich erst seit
Markteinfiihrung der UHPLC-Technologie Mitte der 2000er Jahre bei hoheren Driicken
zu arbeiten.

Fiir ,schnelles Trennen” und UHPLC lisst sich folgendes Fazit ziehen:

1. Lautet das Ziel ,schnell trennen®, eignet sich die UHPLC hervorragend, wenn
erstens das Trennproblem nicht sehr anspruchsvoll ist (< ca. 15—20 Peaks),
zweitens gleichbleibende, einfache, robuste chromatographische Bedingun-
gen vorhanden sind und drittens ein automatisierter und konstanter Ablauf
herrscht. Als typisches Anwendungsgebiet wire hier die IPC (In Process Con-
trol) zu nennen.

2. Ebenso eignet sich die UHPLC, wenn ich in kurzer Zeit Methoden entwi-
ckeln/Trends erkennen bzw. bestehende Methoden unter Verdnderung di-
verser Parameter optimieren mochte. Die UHPLC erlaubt moglichst viele
Parameter schnell zu testen, da kurze Gradientenldufe mit kurzen Séulen bei
geniigend guter Auflosung/Peakkapazitit moglich sind: Die UHPLC ist fiir
Entwicklungsabteilungen pradestiniert, welche unter Zeitdruck Methoden
mit wechselnden Parametern oder auch mithilfe von generischen Laufen
entwickeln bzw. optimieren miissen.
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1.2.3
Massenempfindlichkeit verbessern (konstantes Injektionsvolumen)

Dies diirfte der einfachste Fall sein, denn das Ziel ist klar definiert: Die Quantifi-
zierung von kleinen Peaks bei gegebener, limitierter Probenmenge — also, wenn
ich nicht mehr injizieren kann/darf. Ebenso klar ist auch, was die UHPLC mit
ihren Charakteristika beitragen kann. Folgendes ist recht einfach umzusetzen:

» Die Verringerung des Innendurchmessers in Kombination mit kleinen Teil-
chen fithrt zu einer Verbesserung der Massenempfindlichkeit.

o Eine kiirzere Sdule mit kleineren Teilchen fiihrt ebenso zu einem kleineren
Peakvolumen.

In diesem Zusammenhang sollte man jedoch an folgende praktischen Aspekte
denken:

Eine Verringerung des Sduleninnendurchmessers von z. B. 2 mm auf 1 mm wiir-
de zwar bei einem um Faktor 4 erh6hten Druck zu einer Verbesserung der relati-
ven Massenempfindlichkeit um ca. einen Faktor 20 fithren. Es ist allerdings nicht
gerade trivial, eine 1 mm Kapillare ,gut” und reproduzierbar zu packen — sowohl
mit pordsen als auch — im Besonderen! — mit Fused Core Materialien, s. auch
Ausfiihrungen in Abschnitt 9.7. Ferner besteht bei der Nebenkomponentenana-
lyse an diinnen Saulen/Kapillaren die Gefahr der Sduleniiberladung durch den
Hauptpeak/die Matrix. Und schliefllich: Auch die modernsten UHPLC-Anlagen
missen hier beziiglich Totvolumina nachtréglich optimiert werden — mochte man
in diese Regionen vordringen. Das bedeutet: Wenn beziiglich Massenempfind-
lichkeit nicht unbedingt alles gewonnen werden muss, wire folgende Saule unter
Alltagsbedingungen gut geeignet: 2,1 mm, 1,5-1,7 um-Teilchen; bei matrixfrei-
en Probenlésungen und optimaler Hardware unter Umstanden 1,3 pum-Teilchen.
Sollte die Massenempfindlichkeit weiterhin verbessert werden, st6f3t die UHPLC
an ihre Grenze, hier schldgt die Stunde der Nano- bzw. Kapillar-LC, s. Kapitel 6.
Folgende Punkte sind zwar nicht UHPLC-spezifisch, jedoch wichtig fiir eine gute
Empfindlichkeit (sprich: schmale Peaks), daher findet hier eine kurze Erwdahnung
statt:

» Die Probenlésung sollte schwicher — d. h. in der RP-HPLC polarer — als der
Anfangseluent sein, das bedeutet: Probenlésung mit Wasser verdiinnen, evtl.
mit Neutralsalz versetzen, worauthin eine Anreicherung am Séulenkopf erfolgt
(On Column Concentration).

e Beisehr frith eluierenden, chemisch dhnlichen Peaks: Gradienten mit reichlich
Wasser/Puffer starten, evtl. eine kurze isokratische Stufe einbauen. Auch hier
ist eine Anreicherung moglich.

o Bei einfachen Trennungen und nicht allzu polaren Komponenten mit 50—
70 % B starten und einen steilen Gradienten fahren, s. Abb. 1.3.

Wir beenden diesen Abschnitt mit folgendem Hinweis: Optimale Einstellparame-
ter wie Datenrateaufnahme (Sample Rate), Zeitkonstante (Time Constant/Res-
ponse Time) etc. sind bei hohen Fliissen und bei frith eluierenden, schmalen,
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Abb. 1.3 Startbedingungen beim Gradienten mit dem Ziel: Verbesserung der Peakform; Saule,
GeminiNX, 50 X 4 mm, 3 um, 65-100 % B (Acetonitril/Wasser).

kleinen Peaks tiberaus wichtig; umso mehr unter UHPLC-Bedingungen und dem
Bestreben nach guter Massenempfindlichkeit. Zu geeigneten Zahlenwerten, s.
Abschnitt 1.3

Bemerkung

Im Zusammenhang mit den Vorteilen der UHPLC ist immer wieder davon die Rede,
dass die ,Empfindlichkeit” in der UHPLC im Vergleich zur HPLC besser sei. Ist aller-
dings die Nachweisempfindlichkeit gemeint, ist das Gegenteil der Fall! Erlauterung:
Verwendet man eine konventionelle Sdule, kann bei einem DAD als konzentrations-
empfindlichem Detektor eine Detektorzelle mit einer langen Wegstrecke verwendet
werden. Denn: Lambert-Beer ,verlangt” nach einem langen Lichtweg. Die Gefahr, dass
die Empfindlichkeit durch Totvolumina zunichte gemacht wird, besteht aufgrund des
im Vergleich zu dem Zellvolumen groen Sdulenvolumens kaum. Bekanntlich sollte
ferner das Injektionsvolumen hochstens 10 % des Saulenvolumens betragen, bei nied-
rigen Retentionsfaktoren macht sich eine Bandenverbreiterung bereits ab 1% Injek-
tionsvolumen bemerkbar. Bei einer konventionellen Sdule ist es somit unproblema-
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tisch, groBere Injektionsvolumina zu verwenden. Bei den in der UHPLC verwendeten
kleinvolumigen Saulen dagegen, sollte das Injektionsvolumen 1-2 pL nicht Giberstei-
gen. Aus dem gleichen Grunde (kleines Saulenvolumen) muss in der UHPLC das Tot-
volumen und folglich das Detektorzellvolumen klein sein. Trotz in jingster Zeit merk-
lichen Fortschritten des Zelldesigns (Abschnitt 2.1, Kapitel 12), kann der Lichtweg in
einer Detektorzelle mit einem in der UHPLC weit unter 1 uL notwendigen Zellvolumen
nicht signifikant verldngert werden. Aus diesen Griinden ist die UHPLC per se unemp-
findlicher als die HPLC, gemeint st hier die Nachweisempfindlichkeit. Wenn allerdings
das Injektionsvolumen von vorneherein klein ist bzw. nicht erhoht werden kann/darf,
ist die UHPLC zweifelsohne im Vorteil: Die Massenempfindlichkeit ist in einer (opti-
mierten) UHPLC-Anlage wegen des kleinen Peakvolumens um Gro3en besser als in
der HPLC.

1.24
Robuste Trennungen gewahrleisten

In einem Routinelabor steht die Robustheit der Methode an erster Stelle und die
Ausfallzeiten sollten auf ein Minimum reduziert werden. Im Falle von
einfachen chromatographischen Methoden, grofier Probenanzahl, robusten Be-
dingungen, klaren Probenlésungen, keiner/minimaler Probenvorbereitung, au-
tomatischer Integration usw. — s. weiter oben im gleichen Abschnitt — kidme
die UHPLC zweifelsohne in Frage. In folgenden Féllen sollte der Einsatz einer
UHPLC-Anlage jedoch kritisch hinterfragt werden:

o Schwierige Matrix; die Probenvorbereitung fithrt nicht zu homogenen, klaren,

Probenldsungen, jene sind womoglich matrixbelastet (Pflanzenextrakte, kon-
taminierte Boden, Dragees, Salben, Polymere, biologische Matrix wie Gewebe,
Vollblut usw.).
Bevor wir zu weiteren kritischen Punkten beziiglich eines sinnvollen Einsat-
zes der UHPLC kommen, folgt ein Beispiel fiir die Nichteignung der UHPLC:
Nehmen wir an, dass die interessierende(n) Komponente(n) nur in Acetoni-
tril, Alkoholen oder Tetrahydrofuran aufzulésen bzw. damit zu extrahieren
ist/sind. Somit ist die Probenlosung stérker (sprich: organischer) als der Elu-
ent/Anfangsgradient. Dies ist in bestimmten Bereichen — wie Pharma und Um-
weltanalytik — nicht zu vermeiden. Ein typisches Beispiel wire das Herausex-
trahieren/Aufnehmen des Wirkstoffs mit ethanolischen Losungen (Salbenana-
lytik). In diesem Falle haben wir mit Fronting zu kdmpfen, im ,worst case”
entstehen sogar Doppelpeaks. Aufgrund der kleinen Sdulenvolumina in der
UHPLC (z. B. fiir eine 5mm X 2,1 mm-Séule ca. 200 uL) bleibt die schlechte
Peakform bestehen: Die ,verlorene” Bodenzahl bleibt in der UHPLC endgiiltig
verloren! Etwas vereinfacht kann man wie folgt festhalten: Eine matrixbelastete
Probe und/oder ein starkes Losemittel lassen jede UHPLC scheitern. Bei kon-
ventionellen Séulen (Sdule linger/dicker und somit grofleres Saulenvolumen)
besteht das Problem in der Regel lediglich bei den friih eluierenden Peaks und
bei Injektionsvolumina ab ca. 15-20 pL.

17
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o Variierende chromatographische Bedingungen im Alltag, mangelnde Robust-
heit der Methode(n).

o Die Probenvorbereitung, die manuelle Integration und weitere notwendige
Schritte wie Dokumentation, Ablage etc. machen ein Vielfaches der Trennzeit
aus.

« Die Probenanzahl ist iiberschaubar.

« Haiufige Methodentransfers mit mehreren Labors und erwarteten Unterschie-
den im Ablauf, im ,Know-how" und in der ,Kultur®. Dazu ein paar Beispiele:
Ein weniger erfahrener HPLC-Anwender nimmt einfach eine ,andere” Kapil-
lare, schneidet sie unsachgeméf3 ab, verbindet einen PEEK-Fitting mit einer
Stahlkapillare, verwendet einen Sédulenwechsler oder benutzt ein Verbindungs-
stiick zwischen Siule und Detektor, um Siulen von unterschiedlichen Anbie-
tern direkt einbauen zu konnen usw. Solche Dinge ,verzeiht“ die UHPLC nicht,
die HPLC schon eher.

Betrachten wir ein fiktives Labor in der Qualititskontrolle eines Pharmaunter-
nehmens/Generikaherstellers, in dem Tabletten, Kapseln oder Salben analysiert
werden. Zugegeben simplifiziert, sieht die Situation oft in etwa wie folgt aus:
Ein Anwender betreut womdéglich 2—-3 HPLC-Anlagen und/oder hat nebenbei
weitere Aufgaben zu erledigen (Dokumentation u. A.). Die Methoden sind alt:
LiChrospher/Nucleosil 100/Hypersil ODS/Select B etc., Phosphatpuffer, evtl.
Triethylamin oder Ionenpaarreagenzien usw., es verlduft nicht immer reibungs-
los. Oft herrscht Zeitdruck, nach einem Geriteausfall — aus welchen Griinden
auch immer — muss das Gerit requalifiziert werden oder es ist wenigstens mithilfe
von Systemeignungstests eventuell inklusive Wiederholinjektionen der einwand-
freie Zustand des Gerites nachzuweisen. Und vor dem anstehenden Methoden-
transfer hat man jetzt schon ein ungutes Gefiihl, da ein solcher erfahrungsgemaf3
selten ohne Komplikationen vonstattengeht.

Die Einwinde bei den Uberlegungen zur eventuellen Einfiihrung einer UHPLC
konnten in etwa lauten: ,Bringt es wirklich viel, wenn wir die Retentionszeit von
20 min auf ca. 6 min reduzieren, wenn die Probenvorbereitung eine halbe Stun-
de dauert und die oft notwendige manuelle Integration mindestens ebenso lan-
ge, vom Sichten der einzelnen Chromatogramme ganz zu schweigen? Und was
hilft es uns, wenn die Analysenserie einerseits statt um 5:00 Uhr morgens bereits
um 23:00 Uhr nachts beendet ist, das Gerit aber andererseits ofters aussteigt und
wir noch mehr Zeit wegen der Reparatur und der nachfolgenden Requalifizie-
rung verlieren? Und was den Losemittelverbrauch anbetrifft: Im Labor geht es
um Liter, in der Produktion um Hunderte von Litern. Und mit der Lebensdauer
von UHPLC-Saulen waren wir wihrend der Testphase mit der UHPLC sowieso
unzufrieden! Diese Argumentation lasst sich sicherlich mehr oder weniger nach-
vollziehen — bis vielleicht auf den letzten Punkt. Nicht die Lebensdauer absolut
ist relevant, sondern die Anzahl der Injektionen pro Zeiteinheit bzw. die Anzahl
der Sdulenvolumina, bis die Saule unbrauchbar wird. Letzteres Kriterium zugrun-
de gelegt (Matrixproblematik usw. ausgenommen), zeigt, dass kein signifikanter
Unterschied zwischen HPLC- und UHPLC-Séulen festgestellt wird. Sollte nun in
diesem Umfeld ohne Anderung der Arbeits- und Denkweise sowie der Erwar-
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tungen eine UHPLC eingesetzt werden, konnte manch Unangenehmes passieren,
nachfolgend nur drei Beispiele:

o Ein Salzkristillchen aus dem nicht filtrierten Puffer oder ein Bestandteil der
Matrix kann die in der UHPLC verwendeten diinnen Kapillaren verstopfen,
Ergebnis: Undichtigkeiten oder das Gerét steigt im ,worst case” sogar aus.

» Ebenso leicht kann der — bei den in der UHPLC verwendeten ca. < 1,9 um-
Teilchen sehr kleine — Zwischenkornbereich (Bereich in der Sdule zwischen
den einzelnen Teilchen) verstopfen.

» Man findet keine UHPLC-Séule mit vergleichbaren Eigenschaften, wie die in
der Methode angegebene Siule.

o Methodentransfer: Wenn als SST-Kriterien neben Auflésung beispielsweise
auch Asymmetriefaktor und relative Retentionszeit, statt relative Retention [8]
festgelegt wurden, ist es oft recht schwierig diese zu erreichen — trotz vorhan-
dener Softwaretools aus der Literatur bzw. der Gerétehersteller zur Skalierung
von Methodenparametern. Auf die Problematik von Methodentransfers wird
hier nicht ndher eingegangen, vielmehr wird auf Kapitel 4 verwiesen, hier le-
diglich folgender Hinweis:

Beim Ubertragen einer HPLC-Methode in eine UHPLC ist oft eine griindliche-
re Probenvorbereitung vonnéten, s. weiter oben im gleichen Abschnitt. Dazu als
Denkanstof3 folgendes, stark vereinfachtes Schema:

HPLC: 3 min Probenvorbereitung + 15 min Analysenzeit = 18 min gesamt
UHPLC: 15 min Probenvorbereitung (wegen erhohten Aufwandes und erhéh-
ter Griindlichkeit) + 3 min Analysenzeit =18 min gesamt.

Was ist ,,besser?

Abhingig vom individuellen Fall kann die Préazision, aber auch der Kosten-
aspekt im ersten oder im zweiten Fall glinstiger sein, Entscheidungen kénnen nur
von Fall zu Fall getroffen werden.

Mit jedem funktionierenden, klassischen HPLC-Gerit sind Verbesserungen in
jeglicher Richtung moglich. Die nachfolgenden Abb. 1.4 und 1.5 verdeutlichen,
dass an alten HPLC-Gradientenanlagen ohne merklichen Verlust an Auflésung
und unter Einhaltung der SST-Kriterien beispielsweise eine merkliche Zeiterspar-
nis erreicht werden kann.

1.3
Die UHPLC im Alltag

Es folgt eine kurze, vereinfacht dargestellte Beschreibung des UHPLC-Einsatzes
im Alltag. Wie eingangs erwihnt, werden seit Mitte der 2000er Jahre immer
mehr UHPLC-Anlagen eingesetzt — sowohl mit zufriedenen als auch mit weni-
ger zufriedenen Anwendern. Zufriedene Anwender in Routinelabors sind solche,
die erstens unter UHPLC-Bedingungen eine chromatographisch relativ einfache
Fragestellung (< ca.20—25 Komponenten mit recht unterschiedlichen Eigen-
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Abb. 1.4 Trennung von 7 Komponenten an einer Synergi MAX RP 20 X 4 mm, 2 um-S&ule, in
etwas mehr als 3 min an einem Hochdruckgradient aus Anfang der 1990er Jahre; das Geréat
wies ein betréachtliches Totvolumen aus.
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Abb. 1.5 Trennung von 5 Komponenten an einer 10 X 20 mm, 3 um-Vorsaule, an einem Hoch-
druckgradient aus Anfang der 1990er Jahre; das Gerat wies ein betrdchtliches Totvolumen aus.

schaften) bei gleichbleibenden, stabilen Bedingungen bearbeiten. Oder zweitens
solche, die ihre UHPLC-Anlage lediglich als schnelle HPLC betreiben, weil sie —
aus welchen Griinden auch immer — die Méglichkeiten ihrer HPLC fiir schnel-
le(re) Trennungen in der Vergangenheit nicht genutzt hatten. Letztere UHPLC-
Besitzer sind zwar keine UHPLC-Anwender im eigentlichen Sinne, aber sie sind
zufrieden — ,so what“? Beide Anwendergruppen sind zu Recht erfreut iiber die
schnellen Trennungen, die schmalen Peaks und den reduzierten Losemittelver-
brauch. Die Zufriedenheit der Anwender in Entwicklungslabors rithrt daher, dass
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Abb. 1.6 Tailing-Faktor, abhdngig von der Richtung der eingebauten Kapillare, fiir Details s.
Text.

man in kurzer Zeit viele Optimierungsexperimente durchfithren kann — und das
macht in der Tat richtig Spaf3! Unzufriedene UHPLC-Anwender sind in erster
Linie solche, die mit ihrer HPLC-Anlage jahrelang ob der relativ geringen Pro-
bleme verwohnt waren und mit einem UHPLC-Gerét jetzt mit solchen im Alltag
massiv konfrontiert sind. Losungen und Chemikalien miissen besonders rein sein
bzw. eventuell extra filtriert werden, die Undichtigkeiten am Probengeber sind
ein Argernis, ,gute” Saulen zeigen auf einmal in der UHPLC Doppelpeaks. Im
Falle von frith eluierenden Peaks miissen die Einstellparameter (Datenrateaufnah-
me, Zeitkonstante etc.) angepasst werden usw. Kurzum: Man trauert der ,alten®,
guten Zeit mit den robusten HPLC-Gerédten nach. Auch eine nur andersherum
eingebaute Kapillare kann die Peaksymmetrie beeinflussen — und dies nicht nur
fir < 2 pm-Teilchen und 2,1 mm Innendurchmesser. Um das zu verifizieren, ha-
ben wir in einem Experiment neben UHPLC-S4ulen auch eine 50 mm X 4,6 mm,
3 um-Sdule verwendet, s. Abb. 1.6. Es wurde in einer UHPLC-Anlage einmal die
vorhandene 0,10 mm ID-Kapillare als Verbindungsstiick zwischen der Séule und
dem Detektor und alternativ eine Wirmeaustauschkapillare, ca. 20 cm, 0,10 mm
ID verwendet. Durch das etwas grofiere Volumen der Wéirmeaustauschkapillare
ergab sich ein nur minimal groflerer Tailing-Faktor, s. Abb. 1.6 (Richtung A): statt
ca. 1,28 nun ca. 1,30-1,31 — also nicht nennenswert.
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Anschlieflend wurden sowohl das Verbindungsstiick als auch die Wéarmeaus-
tauschkapillare ,andersherum® angeschlossen und die sich ergebenden Tailing-
Faktoren durch Doppelbestimmung verglichen, s. Abb. 1.6, (Richtung B):
Wéhrend der Tailing-Faktor im Falle des Verbindungsstiickes praktisch gleich
geblieben ist (ca. 1,26—1,28), erhéhte sich im Falle der Wirmeaustauschkapillare
der Tailing-Faktor von ca. 1,30-1,31 auf ca. 1,38-1,40.

Ergebnis

Auch bei einem konstant gebliebenen Volumen einer Kapillare kann ein etwas
»schlechterer” Anschluss an einem Ende der Kapillare die Peaksymmetrie beein-
trachtigen. Ein derartiger Effekt ist bei den iiblichen, ldngeren HPLC-Sdulen in
HPLC-Anlagen kaum feststellbar.

Kurzum: Wenn ich meine UHPLC im realen Umfeld tatsdchlich als UHPLC
betreiben mochte, miisste ich gegeniiber meinen fritheren HPLC-Gewohnheiten
Aufwand und Sorgfalt erhéhen — oder ich bleibe doch bei einem Druck unter ca.
600—-650bar und habe sicherlich geringere Probleme im Alltag.

Halten wir wie folgt fest: In einem stark regulierten Umfeld steht an erster Stelle
zweifelsohne die Bestitigung der erwarteten/erhofften Ergebnisse bei einer Mi-
nimierung von Problemen, Wiederholmessungen und Geréiteausfallzeiten. Zeit-
und Losemittelersparnis wéren schon erfreulich, de facto sind diese jedoch zweit-
oder gar drittrangige Ziele. Die Anforderungen an eine Routinemethode lauten
somit in erster Linie Zuverlédssigkeit, Robustheit und dann erst Zeit- und Kos-
tenersparnis. Dies alles kann weitgehend ohne UHPLC realisiert werden: So er-
laubt die US-Pharmakopée eine ganze Menge an Anpassungen, ohne dabei die
Methode revalidieren zu miissen. Danach konnte ich beispielsweise eine andere
»C1g” verwenden oder eine um 70 % kiirzere, eine um 25 % diinnere, eine mit um
50 % kleineren Teilchen gefiillte Sdule einsetzen. Ferner darf laut USP und ebenso
laut européischer Pharmakopoe der Gradient verandert werden, lediglich End% B
muss beibehalten werden (zu Details s. [8—10]). Bleiben nach einer Anpassung
die von mir im Vorfeld gut durchdachten(!) und dem Analysenziel dienend fest-
gelegten Systemeignungskriterien bestehen, ist eine Revalidierung nicht notwen-
dig — notfalls reicht eine ,Mini-Revalidierung” aus. Das Thema ist komplex und
konnte fiir sich ein Buch fiillen. Wir beenden diesen kleinen Ausflug mit folgen-
der personlichen Einschitzung: Es ist sicherlich nicht einfach, jedoch konnte man
zumindest versuchen, die eigene Angstlichkeit ein wenig zu iiberwinden und die
von Behorden/Organisationen gegebenen Spielraume zu nutzen. Dabei lief}e sich
moglicherweise die Robustheit und Schnelligkeit meiner Methode bei Einhaltung
der Anforderungen erhohen. Dabei spare ich fiir meinen Arbeitgeber Geld, ich
schone meine Nerven, ich tue etwas Sinnvolles fiir die Umwelt (Losemittelver-
brauch) — und die durchgefithrten Anpassungen sind formal in Ordnung. Wenn
Derartiges in einem stark regulierten Umfeld wie der Pharma unter Umsténden
moglich ist, konnte dies analog umso mehr auch in anderen Bereichen realisiert
werden.
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Das Fazit fiir ein Routinelabor lautet aus meiner Sicht: Nutze zunéchst regula-
torische Spielrdume und die technischen Moglichkeiten deiner aktuellen HPLC-
Anlage aus. Bereits dies kann ein wichtiger Schritt sein, welcher zu einer merk-
lichen Verbesserung in deinem Sinne fiihrt. Wenn du mochtest/darfst, kannst
du mit einem vertretbaren Aufwand und kleinen Investitionen an deiner HPLC-
Anlage ,UHPLC-like“-Trennungen erzielen:

e Verdiinne die Probenlésung mit Wasser/Puffer, somit wird eine Anreicherung
am Sdulenkopf moglich, daraus folgt eine Verbesserung der Peakform, insbe-
sondere bei den friih eluierenden Peaks.

» Verwende eine kleinere Schleife fiir den Probengeber und im Falle eines Hoch-
druckgradienten einen kleineren Gradientenmischer (s. Kapitel 4).

o Denke an die Einstellparameter (Sample Rate, Time Constant/Response Time,
Dwell Time, Bandwidth, Slit, s. Abschnitt 1.4).

» Verwende eine kleinere UV-Zelle fiir deinen DAD: 2—4 pL. Volumen OK, op-
timal wiére natiirlich: 0,25-1,00 uL, Liange: 60—85 mm; bei einigen Anbietern
sind solche bereits erhiltlich, bald sogar 100 mm).

Wenn anschlieflend die Methode eine gewisse Zeit zuverléssig funktioniert und
du diese weiterhin verbessern mochtest (wollen dies tatséchlich alle Beteiligten?),
solltest du selbstverstandlich bei entsprechendem Budget jetzt an UHPLC den-
ken.

1.4
Wie kann das Potenzial der UHPLC tatséchlich ausgeschopft werden?”

Ein Blick auf die Besonderheiten der UHPLC ist auch zur Beantwortung die-
ser Frage hilfreich: Es sind kleine Tot- und Verweilvolumina und hohe Driicke
moglich. Ferner sollte stets die aktuelle Fragestellung im Vordergrund stehen.
Folgendes konnen wir festhalten: Fiir nicht allzu schwierige analytische Fragestel-
lungen — insbesondere im Gradientenmodus — sind alle kommerziellen UHPLC-
Anlagen gut genug. Je anspruchsvoller das Trennproblem ist, umso wichtiger
werden die Einstellparameter und umso eher besteht u.U. Handlungsbedarf
beziiglich einer Hardwareoptimierung. Dazu sollen nachfolgende Ausfithrungen
einige Hinweise liefern. Am Beispiel des Totvolumens wird zunéchst verdeutlicht,
dass je nach aktueller Situation, welche nur individuell beurteilt werden kann, die
gesamte Bandbreite denkbar ist: von ,kein Handlungsbedarf“ bis ,dringender
Handlungsbedarf®.

Totvolumen
Fakt ist: Das Totvolumen einer jeden UHPLC-Anlage auf dem Markt ist fiir eine
50 mm X 2,1 mm, < 2 pm-Séule oder kleiner viel zu grofs. Je nach Hersteller be-

tréagt der Verlust an Effizienz ca. 20-40 % und wird von den meisten Herstellern

1) Siehe auch Abschnitt 2.1, Kapitel 3 und 9.
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offen eingerdumt. Wenn Sie bei frithen Peaks unter isokratischen Bedingungen
ein auffallendes Tailing beobachten, wissen Sie, dass dies aktuell der Fall ist. Wir
haben folgendes Experiment durchgefiihrt:

Der Tailing-Faktor eines Analyten wurde bei vier Temperaturen (30, 40, 50 und
60°C) und einem konstanten Fluss von 0,7 mL min~! bestimmt, s. Tab. 1.1.

Tab. 1.1 Zum Einfluss von Totvolumina auf die Peaksymmetrie von friih eluierenden Peaks,
Details s. Text.

Fluss Temperatur  Retentionszeit  Tailing
(mLmin~")  (°C) (min) (interner Faktor)
0,7 60 0,57 595

0,7 50 0,64 330

0,7 40 0,73 280

0,7 30 0,85 250

Ergebnis

Eine schnelle Kinetik aufgrund einer Erh6hung der Temperatur von 30 auf 60 °C
und der damit verbundenen Erh6hung der Bodenzahl kann die Verschlechterung
der Peakform im Falle von sehr friih eluierenden Peaks durch das Totvolumen
nicht ausgleichen. Auch bei Verwendung von UHPLC-Geriten sollte man sich
genau iiberlegen, wie ,,schnell“ schnelle Trennungen im isokratischen Modus sein
sollten.

Die Frage lautet nun: Stort es mich, dass durch das Totvolumen die Peakbreite
meiner Peaks statt beispielsweise den moglichen 4 jetzt 6 s betragt und/oder der
Peak asymmetrisch eluiert? Oder eigentlich eher nicht, da ich ein relativ einfa-
ches Trennproblem habe und der geforderte Asymmetriefaktor von 1,3 erfreuli-
cherweise nicht {iberschritten wird? Bei Gradiententrennungen ist das Totvolu-
men (nicht das Verweilvolumen!) noch weniger relevant, denn dort sind schmale
Peaks nahezu ,garantiert”. Wenn andererseits dieser Effizienzverlust bei isokra-
tischen Methoden die Trennung meiner friith eluierenden Peaks beeintrachtigt,
besteht Handlungsbedarf. Hier helfen Optimierungskits mit besonders diinnen
Kapillaren, ,totvolumenfreie” Fittings, speziell designte UV-Zellen etc., die in der
Zwischenzeit nahezu alle Hersteller anbieten (Kapitel 9 und 12).

Fazit: Sollen UHPLC-Gerite an den Grenzen der Spezifikationen genutzt wer-
den, muss man ziemlich umdenken, sonst bleibt manches hinter den Erwartungen
zuriick. Oder aber man ist bereit, bescheidener zu werden. Also: Je nach Situation,
entweder ,weiter so“ oder eben dringender Handlungsbedarf.

Zahlenwerte fiir Einstell- und chromatographische Parameter sowie Anforde-
rungen an die Hardware, die fiir UHPLC-Trennungen notwendig/sinnvoll sind:
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o Datenrateaufnahme (Sample Rate): iblicherweise 20-40 Hz; bei Laufen ca. <
1-2 min und Peakbreite von ca. < 1-2 s wiren schon 80-90 Datenpunkte pro
Peak notwendig, mochte man sich keinen Verlust an Auflosung einhandeln.

o Zeitkonstante (Time Constant): < 50 ms; bei einigen Softwareprogrammen ist
die Zeitkonstante allerdings an die Datenrateaufnahme gekoppelt.

« Bandbreite (Bandwidth) und Spalt (Slit) beim DAD: fiir eine gute Nachweis-
empfindlichkeit 16 nm, fiir eine gute spektrale Auflosung (z. B. fiir ,Peak Puri-
ty“ Tests) 1-4 nm.

» Injektion: Moglichst kurze Injektionszyklen; hier sind Injektoren mit festen
Schleifen (Fixed Loop Injectors) von Vorteil, allerdings sollte die Verschlep-
pungsproblematik nicht aus den Augen gelassen werden. Injektionsvolumen:
ca. 1-2 uL (bei einer 50 mm X 2,1 mm-Séule mit einem Séulenvolumen von ca.
200 uL), in jedem Fall < 5 pL. Es gilt wie wir weiter oben gesehen haben die
1 %-Regel: Das Injektionsvolumen darf maximal 1% des Séulenvolumens be-
tragen, sonst macht sich die Volumeniiberladung bemerkbar. Zur Moglichkeit
der Injektion von gréfieren Volumina, s. Kapitel 9.

e Zellvolumen: 1-2 pL, 0,25 pL iiberlegenswert (zur UHPLC/MS-Kopplung, s.
Kapitel 5).

o Tot- und Verweilvolumina; hier herrscht zzt. ein quasi sportlicher Wettbewerb
unter den Herstellern, wer zuerst, wie viele Mikroliter einsparen kann.

Merke

10, notfalls auch 15 pL Totvolumen waren fiir eine Sdule mit 100-300 uL Saulenvo-
lumen akzeptabel. Hier gilt die 10% Regel: Das Volumen auBerhalb der Trennsdule
darf 10 % des Saulenvolumens nicht Gberschreiten, sonst bricht die Bodenzahl deut-
lich ein, zu Details s. Abschnitt 2.1 und Kapitel 3. Bezlglich Verweilvolumina werden
zwar bereits Niederdruck-UHPLC-Gerdte angeboten, die ein Verweilvolumen von ca.
<100 pLaufweisen, aber auch 150-200 L sind sicherlich kein ,schlechter” Wert. Denn
das Verweilvolumen beeinflusst zwar bekanntlich die Trennung, jedoch ist eine all-
gemeingiltige Aussage, ob ein gro3es/kleines Verweilvolumen prinzipiell ,gut” oder
,schlecht” fur die Trennung ist, nicht méglich.

o Generelles: Bei hohen Driicken und gleichzeitig hohen Flussraten wird durch
die Reibungskrifte Wiarme erzeugt (Frictional Heating). Dieser Effekt kann die
Trennung merklich beeinflussen und sollte stets im Auge behalten werden (s.
Abschnitt 2.2). Ferner ist ein Vorheizer mit einem Volumen von 1-3 pL (z.B.
ca. 300 mm, 100 pm-Kapillare vor dem Sédulenofen) Teil einer jeden modernen
UHPLC. UHPLC-Eluenten werden tiblicherweise tiber 0,22 pm-Filter filtriert.
Gibt es dennoch Probleme mit verstopften Kapillaren, Fritten und vor allem
Séulen, wire ein zusitzliches Filtrieren der Probenlésungen sowie sonstigen
Chemikalien iiber ein 0,1 um-Filter sicherlich tiberlegenswert.
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1.5

Zusammenfassung und Ausblick

Vorteile der UHPLC:

Erhohte Flexibilitit im Vergleich zur HPLC sowie erweiterte Moglichkeiten,
um die Selektivitat/Auflésung zu verbessern: Methanol als organisches Lose-
mittel, Temperaturerniedrigung, Flusserh6hung und somit Vergrofierung des
Gradientenvolumens — auch beim Einsatz von diinnen/langen Séulen. Mit die-
sen interessanten Moglichkeiten geht eine Druckerh6hung einher.

Die Bodenzahl/Peakkapazitit kann merklich erh6ht werden: Saulenkopplun-
gen mit 2,5-3,5 um porésem bzw. 1,5-5 pm Fused Core Material.

Fir < 2 ym-Material sehr gutes Bodenzahl/Retentionszeit-Verhaltnis, somit
ausreichend gute Auflésung in kurzer Zeit fiir nicht allzu anspruchsvolle Tren-
nungen. Dadurch werden eine Erh6hung des Throughputs und eine Abnahme
des Losemittelverbrauchs erreicht. Der Hauptvorteil in der Praxis liegt jedoch
weniger im schnellen Analysieren von Sequenzen, welches haufig durch Auto-
sampler auch nachts moglich ist, sondern in der schnellen Kontrolle: Mogliche
Probleme der Sequenz werden schnell erkannt und nicht erst morgens, wenn
alles zu spit ist und ich — und evtl. auch die Produktion — viel Zeit verloren
habe (hat), s. auch Kapitel 11.

Durch das kleine Totvolumen und in Kombination mit diinnen Sdulen und
kleinen Teilchen ergibt sich ein kleines Peakvolumen und dadurch eine Ver-
besserung der Massenempfindlichkeit.

Als Nachteile konnen genannt werden:

Groferer Aufwand bei der Probenvorbereitung; ferner stellen matrixbelastete
Proben und starke Probenlosemittel echte Herausforderungen dar: Die kleinen
Teilchen konnen vor allem im letztgenannten Fall die Verschlechterung der
Peakform nicht kompensieren.

Nicht immer zufriedenstellende Reproduzierbarkeit bei wechselnden Bedin-
gungen.

Ab ca. 800bar merkliche Reibungswérme, ab ca. 600-700bar Selektivitats-
danderung moglich; die beiden genannten Punkte sind ein Grund dafiir, dass
man eine Methode, wie oft dargestellt wird, nicht so einfach von HPLC nach
UHPLC und umgekehrt tibertragen kann.

Schwierigkeiten beim Methodentransfer; wegen der kleinen Saulenvolumina
bereiten kleine Unterschiede in den Verweilvolumina bei Gradientenanlagen
wesentlich mehr Probleme als in der HPLC.

Rundum: Es ist erhéhte Sorgfalt beim gesamten Handling notwendig.

Wie bei nahezu jeder Technik erweisen sich typische Charakteristika einer Tech-

nik je nachdem sowohl als Vor- wie auch als Nachteile. Beenden wir diese Dis-

kussion mit einem Beispiel, welches dies untermauert. Betrachten wir hierzu das
in der UHPLC typisch kleine Sdulenvolumen: Durch die geringen Séulen- und
Dispersionsvolumina ergibt sich in der UHPLC ein geringes Peakvolumen. Ein
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solches ist der Grund fiir die exzellente Massenempfindlichkeit in der UHPLC.
Aber das geringe Sdulenvolumen ist gleichzeitig auch die Ursache fiir das starke
Fronting im Falle eines starken Probenlosemittels. Ferner ist dieses vor allem bei
den friih eluierenden Peaks auch der Anlass fiir das Tailing, da das Totvolumen
der marktiiblichen UHPLC-Gerite fiir kleine Sdulenvolumina im isokratischen
Modus noch immer viel zu grof} ist. Und schliefSlich bringt das geringe Saulen-
volumen mit sich, dass man das Injektionsvolumen nicht erh6hen kann und dies
fithrt zu der schlechten Nachweisempfindlichkeit der UHPLC.

Nachfolgend wird versucht, die Moglichkeiten der UHPLC in der Praxis fiir

einige typische, vereinfacht dargestellte Situationen zu skizzieren:

1.

2.

3.

4.

Bestehende HPLC-Methode, Sie diirfen nur kleine Anderungen vornehmen. Sie
konnen die Methode mit Ihrer klassischen HPLC-Sdule ohne Bedenken an der
UHPLC-Anlage fahren, lediglich das Injektionsvolumen und auch der Gra-
dient miissen angepasst werden. Voraussetzung ist natiirlich, dass durch die
Miniaturisierung keine Verstopfung wegen der diinnen Kapillaren etc. erfolgt,
(Néheres s. weiter oben). Ergebnis: Durch das kleinere Totvolumen ergeben
sich nun schmale Peaks und vermutlich dadurch eine bessere Auflosung bei
einem hoheren Druck.

Bestehende HPLC-Methode, Sie diirfen Siulenlinge, Innendurchmesser und
TeilchengrifSe variieren und den Fluss entsprechend anpassen. Sie verwenden
bei gleicher stationdrer Phase eine um Faktor 2 kiirzere Séule mit ebenso um
Faktor 2 kleineren Teilchen. Ergebnis: ,gleiche” Trennung in der Halfte der
Zeit bei einem um Faktor 2 hoheren Druck und einer ebenso um Faktor 2
niedrigeren Nachweisgrenze. Interessanter Nebeneffekt: ein um Faktor 2 ge-
ringerer Losemittelverbrauch. Setzen Sie dagegen statt einer 4 mm- nun eine
3 mm-Saule ein (dies entspricht einer Abnahme um 25 %, also gemifs USP und
EP erlaubt, da dies eine ,Anpassung” und keine ,Anderung” wire), ergibt sich
ein um ca. 45 % (!) geringerer Losemittelverbrauch bei einem um den gleichen
Prozentsatz erhohten Druck.

Die Methode soll in puncto Auflosung optimiert werden, Sie geniefSen jeg-
liche Freiheiten. Wie weiter oben erlautert, konnen Sie mit Methanol als
organischem Losemittel, bei niedrigen Temperaturen sowie mit langen Séu-
len/Séulenkopplungen experimentieren. Ergebnis: Dies kann bei erhohtem
Druck zu einer Verbesserung der Selektivitét (erste zwei Mafinahmen) bzw.
Erhohung der Bodenzahl/Peakkapazitit (lingere Sdule/Sdulenkopplungen)
fithren.

Die Methode ist so weit in Ordnung, in puncto Auflosung konnte sie jedoch ruhig
ein wenig besser werden. Sie haben eventuell wenig Zeit, um {iber die mobile
Phase, den pH-Wert, andere stationédre Phasen, Modifier etc. die Selektivitat
zu verbessern und wenden sich daher der zweitbesten Moglichkeit, der Bo-
denzahl, zu. Sie verwenden lediglich eine Sdule mit halb so grofien Teilchen.
Ergebnis: Es kommt bei einem um Faktor 4 héheren Druck zu einer Erh6hung
der Bodenzahl um Faktor 2 und somit einer Verbesserung der Auflésung um
Faktor 1,4. Dies konnte moglicherweise ausreichend sein, es ergibt sich dar-
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iber hinaus ein interessanter Nebeneffekt: Die Nachweisegrenze wird eben-
falls um den Faktor 1,4 erniedrigt.

5. Die Methode soll in puncto Auflosung optimiert werden. Sie haben wie eben
angenommen, auch jetzt wenig Zeit, um die chromatographischen Bedingun-
gen zu variieren. Sie verwenden eine um Faktor 2 langere Sdule mit ebenso um
Faktor 2 kleineren Teilchen. Ergebnis: Bei einer um Faktor 2 lingeren Reten-
tionszeit ergibt sich eine ebenso um Faktor 2 bessere Auflosung. Das Problem
lautet hier: ein um Faktor 8 hoherer Druck. Sollte der urspriingliche Druck
z. B. bei ca. 150 bar gelegen haben, ergibe sich nun ein Druck von ca. 1200 bar,
den eine moderne UHPLC-Anlage auch in der Routine bewiltigen sollte —
oder aber Sie denken an Fused Core-Materialien.

6. Die Nachweisgrenze der Methode soll verbessert werden, genauer: die Mas-
senempfindlichkeit, nicht die Nachweisempfindlichkeit. Das heif3t Sie kon-
nen/diirfen das Injektionsvolumen nicht erhéhen. Sie verwenden eine Saule
mit einem kleineren Innendurchmesser und kleineren Teilchen — evtl. verrin-
gern Sie auch die Sdulenlédnge. Ergebnis: Die relative Massenempfindlichkeit
kann je nach Mafinahme um einen Faktor zwischen 5-20 verbessert werden.

Bemerkung

Die soeben in der Beschreibung der Beispielsituationen angegebenen Zahlen bezie-
hen sich auf isokratische Trennungen. So ergeben sich beispielsweise bei Gradienten-
trennungen je nach Gradientenverlauf andere Driicke und die Retentionszeiten in den
Fallen 2 und 5 @ndern sich nicht um Faktor 2, sondern abhangig von gradientenspezi-
fischen Parametern nur um ca. 10-30% [11].

Ausblick

Moderne UHPLC-Anlagen weisen in etwa folgende Spezifikationen aus: ca. 80—
100 puL Verweilvolumen bei Niederdruck- bzw. 35-50 pL bei Hochdruckgradien-
ten, < 3—5 uL Totvolumen, ca. 1500 bar Riickdruck, Fluss bis 5 mL min~! még-
lich. Was kann in der Zukunft erwartet werden? Der Druck auf die Hersteller, mit
immer neuen Produkten auf den Markt zu kommen, wird vermutlich dazu fiih-
ren, dass die UHPLC-Hardware weiterentwickelt wird. Es ist gut moglich, dass bei
der ndchsten UHPLC-Generation die Tot- und Verweilvolumina weiter minimiert
werden. Der Schwerpunkt liegt hier eindeutig beim Verweilvolumen als solches
und bei der Geometrie der Gradientenmischkammer im Besonderen, denn die
Mischungsqualitit sollte durch die Miniaturisierung nicht leiden. Der zweite kri-
tische Punkt ist sicherlich der Probengeber: schnelle Injektionszyklen und Ver-
meidung/Minimierung von Verschleppungen. So bleiben die 1-2 pL Injektions-
16sung bis zur Injektion an der Spitze der (keramischen) Nadel, die Schleife wird
nicht fir den Injektionsvorgang verwendet und dient lediglich als ,,Puffer”, um
sich eine Flexibilitit beziiglich des Verweilvolumens bei unterschiedlichen Anla-
gen im Falle von Methodentransfer zu gewéhren. Schliefllich widmet man sich
der Problematik der enormen Druckst6f3e, die die Sdule bei jeder Injektion zu
erleiden hat. Zu deren Minimierung stellt eine weitere Herausforderung beziig-
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lich des Probengeberdesigns dar. Ferner sollten u. U. Driicke von ca. 2000 bar auch
bei Fliissen von 1-3 mL min~! technisch zu realisieren sein. Die Herausforderung
liegt hier weniger auf der Seite des zu erzielenden Drucks, vielmehr geht es um
die Ermiidung der Materialien bei hohen Driicken (s. Kapitel 7). Was wire an ei-
nem derartig designten Gerét chromatographisch méglich? An einer zukiinftigen
UHPLC-Anlage kénnten 10—20 mm X 2,1-Séulen, gefiillt mit 1-1,1 um porésem
bzw. 0,7-0,8 um Fused Core Material, eingesetzt werden. Mithilfe der theore-
tisch resultierenden 20 000—25 000 Béden wiéren auch anspruchsvolle Trennun-
gen innerhalb von wenigen Sekunden méglich — vorausgesetzt die drei modernen
Detektoren, DAD, Corona und MS/Ionenmobilisation, konnen die Signale ohne
Informationsverlust verarbeiten (s. auch Kapitel 5 und 6). Diese Sdulenoptionen
werden mutmafSlich aufgrund folgender limitierenden Faktoren nicht realisiert:
Eine breite Korngroflenverteilung bei den kleinen Teilchen und eine 10—20 mm-
Sédule mit 0,7-1,0 um-Material wéren nur unter erheblichem Aufwand effizient
und reproduzierbar zu packen, von der Inhomogenitit der Packung an der Sau-
lenwand und der erhohten Loslichkeit von kleinen Teilchen ganz zu schweigen.
Weitere Schwierigkeiten wiren das fiir eine derartige Sdule voraussichtlich be-
trachtliche vorhandene Totvolumen von 2—-3 pL und die enorme Reibungswérme,
welche dann entstiinde. Auch der zukiinftige Anwender wird voraussichtlich be-
reit sein, ,lange” Laufe von ein paar Minuten, aber unter robusten Bedingungen, in
Kauf zu nehmen. Das wahrscheinlichere Szenario fiir die UHPLC auch in der Zu-
kunft: Statt mit extrem kurzen Sdulen und extrem kleinen Teilchen extrem kurze
Retentionszeiten anzustreben, wird ihre Starke eher fiir den Einsatz von langen
bzw. gekoppelten Séulen mit ca. 1,3—3 pum-Material genutzt, die stetige Verbes-
serung der Peakkapazitit diirfte im Vordergrund stehen. Neben technologischer
Weiterentwicklung wenden sich die Hersteller verstarkt der Robustheit und Zu-
verldssigkeit der Gerite zu, um moglichst grofie Kundenkreise fiir die UHPLC zu
gewinnen. Beziiglich der Matrix der stationdren Phase haben pordse und Fused
Core Materialien beide ihre Vorteile und Schwichen. Vermutlich wird es weiter-
hin — dhnlich der HPLC/UHPLC - eine Koexistenz geben.
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