cxpertentipp

(U)HPLC Methodenparameter Kurziibersicht

Bei der Wahl einer (UHPLC Saule fir eine neue Applikation ist der wichtigste Faktor fir eine hohe Auflésung die
Selektivitat. Diese bestimmende Eigenschaft ist zum GroBteil von den zu analysierenden Analyten abhangig, kann aber
zum Beispiel durch die Wahl der stationaren Phase, organischer Losungsmittel und von Additiven der mobilen Phase

verandert werden.

Allerdings gibt es neben der Selektivitdt noch andere wichtige Parameter wie:

¢ Innendurchmesser oder Radius der Séule (ID, r)
Saulenlédnge (L)

Partikeldurchmesser der stationaren Phase (dp)
Flussrate der mobilen Phase (F)
Injektionsvolumen (V)

Porositéat der Filter fiir Probe und Eluenten

Diese sind voneinander abhangig und muissen ebenfalls
betrachtet werden, um ein optimales Trennergebnis zu
erreichen. Besonders beim Methodentransfer zwischen
verschiedenen Geraten oder Detektionsmethoden ist es
unausweichlich, diese Parameter zu beurteilen und anzu-
passen.

Dieser Expertentipp dient als Kurzibersicht flr die hau-
figsten Kombinationen von Saulendimensionen und dazu
passenden Methodenparametern, um Anwender in der
Flussigchromatographie beim Methodentransfer, Skalie-
ren und Optimieren von Methoden, sowie bei der Fehler-
suche zu unterstutzen.

Anpassen der Flussrate an verschiedene Saulendurchmesser und PartikelgroBen

der stationaren Phase

Die optimale Flussrate in isokratischen Methoden wird
Ublicherweise durch die van Deemter Gleichung beschrie-
ben. Sie beschreibt die lineare Geschwindigkeit der mo-
bilen Phase (u) in cm*s™, bei der verschiedene kinetische
und Flussparameter in einem Minimum der theoretischen
Trennstufenhdhe (H) und damit in der besten Trenneffizienz
resultieren.

B
H=A+Z+(C5+Cm)*u

Die Terme A (Eddy-Diffusion), B (Longitudinal-Diffusion)
und C (Resistenz gegen Massentransfer; s = in der statio-
naren Phase, m = in der mobilen Phase) kdnnen in mehrere
Parameter und Konstanten erweitert werden. Im Rahmen
dieser Kurzibersicht sind die wichtigen Zusammenhén-
ge, dass eine VergréBerung des Partikeldurchmessers in
einem linearen Anstieg von A, aber einem exponentiellen
Anstieg von C_resultiert.

Beispiel:

Das bedeutet, dass die optimale Flussrate bei
Verwendung groBerer Partikel abnimmt und bei Ver-
wendung kleinerer Partikel zunimmt.

Um die lineare Geschwindigkeit der mobilen Phase und
damit die Retentionszeit und die Trenneffizienz konstant
zu halten, wenn der Sauleninnenradius (r) verandert wird,
muss die Flussrate (F) in mLmin-" mit Hilfe eines Skalie-
rungsfaktors (SF) angepasst werden:

F2= Fl*SF

Hierbei ist SF lediglich vom inneren Radius beider S&ulen
abhangig: 2
§
sF=(2)
"

Da Diffusionseffekte eine gréoBere Rolle bei SEC- und
HILIC-Trennungen spielen, ist die optimale Flussrate in
diesen Trennmodi fiir gewdhnlich bis zu 50 % niedriger
im Vergleich zu RP Anwendungen.

Beim Hochskalieren einer Applikation von einer Saule mit den Dimensionen 250mm x 4,6 mm auf eine S&ule mit den
Dimensionen 250 mm x 10mm muss die Flussrate um einen Faktor von 4,7 erhéht werden.

SF=(

Mit einer initialen Flussrate von 1 mL*min-1 ist die resultierende Flussrate 4,7 mL*min-".

5.0 mm)2 47
23mm)
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Tabelle 1: Typische Flussraten fltir mobile Phasen in der RP (Acetonitril/Wasser) in Abhdngigkeit vom Séduleninnendurchmesser und
PartikelgroBe der stationdren Phase.

IDs [mm] ‘ ‘
9 0
0,075 0,3 uL/min 0,15uL/min 0,1 yL/min -
0,1 0,6 yL/min 0,45 puL/min 0,3 uL/min -
0,3 9puL/min 4,5uL/min 3pL/min -
0,5 30pL/min 15pL/min 10pL/min -
1,0 150 yL/min 75uL/min 50 uL/min -
2,1/2,0 0,6 mL/min 0,3mL/min 0,21 mL/min -
3,0 1,2mL/min 0,6 mL/min 0,43mL/min -
4,0 - 1,0mL/min 0,7 mL/min -
4,6 - 1,5mL/min 1,0mL/min 0,7 mL/min
10 - - 4,7 mL/min 7,7mL/min
20 - - 21 mL/min 18 mL/min
30 - - 42 mL/min 38mL/min

Dadurch, dass die optimale Flussrate steigt, wenn die
PartikelgréBe der stationdren Phase reduziert wird, und
beide Faktoren zu einem hdheren Rickdruck fihren, ist
ein Anpassen der Sdulenldange meist nétig. So wird der

Systemdruck unter dem Maximum fir die Sdulenhardware,

Tabelle 2: Typische S&ulendimensionen in Abhéngigkeit der PartikelgréBBe der stationdren Phase.

3um

PartikelgroBe der stationidren Phase

der stationdren Phase und dem des Systems gehalten. Aus
diesem Grund haben sich einige Standard-Dimensionen
fur Saulen etabliert, die von der verwendeten PartikelgroBe
und/oder dem LC-Equipment abh&ngen.

Saulenldnge [mm)] <100 <150 < 250 < 250
IDs [mm] < 3,0 <4,6 <10 <30
Typisches Beispiel 100 x 2,1mm 150 x 3,0mm 250 x 4,6 mm 250 x 20mm

L

YMC Europe GmbH - Schéttmannshof 19 - 46539 Dinslaken - Tel +49 2064 427-0 - Fax +49 2064 427-222 - E-Mail info@ymc.eu - www.ymc.eu

Page 2/4




cxpertentipp

Anpassen des Probeninjektionsvolumens auf das Saulenvolumen und Starke des

Probenlosungsmittels

Um scharfe und symmetrische Peaks in einer HPLC-
Analyse zu erhalten, missen die Probenbestandteile stark
am Séaulenkopf zurlickgehalten werden. Wenn die Probe
in einem schwachen L&sungsmittel vorliegt oder das
Injektionsvolumen gering ist, ist die resultierende Bande
adsorbierter Substanzen schmal und die Peakeffizienz
damit hoch. Ist das Lésungsmittel allerdings stark oder
das Volumen zu groB, wird die Bande verbreitert und die
Effizienz sinkt. Folglich ist das maximale Injektionsvolumen
(V) stark abhédngig von den spezifischen Analyten und

den verwendeten L&sungsmitteln. Das Injektionsvolumen
sollte immer abhangig von der Signalintensitat bei einem
Minimum gehalten werden, sollte 3 % des Saulenvolumens
(V) bei Verwendung schwacher Lésungsmittel und 0,1 %
bei Verwendung starker L6sungsmittel nicht Gberschreiten.
Als generelle Richtlinie fiir Injektionen in schwachem
Lésungsmittel wird empfohlen, ein Injektionsvolumen
von etwa 1% des verwendeten Saulenvolumens zu
wabhlen.

Tabelle 3: Empfohlenes Injektionsvolumen fiir schwache Lésungsmittel in Abhéngigkeit von ID und Lénge der Séule.

Empfohlenes Injektionsvolumen nach Saulenldnge
IDs [mm]

0,075 1nL 2nL 3nL 4nL 5nL 6nL -
0,1 2nL 4nL 6nL 8nL 10nL 12nL -
0,3 20nL 35nL 50nL 70nL 85nL 100nL -
0,5 60nL 100nL 150nL 200nL 250nL 300nL -
1,0 240nL 400nL 600nL 800nL 1000nL 1200nL -

21/2,0 1L 2pL 2uL 3puL 4uL 5uL -
3,0 - 3uL 5uL 7uL 9uL 11pL 18uL
4,0 - 6L 9uL 13puL 16puL 19uL 30pL
4,6 - 8uL 13pL 17 L 20pL 25l 40pL
10 - 40pL 60uL 80puL 100uL 120pL 200pL
20 - 150 UL 225puL 300pL 400uL 500pL 750puL
30 - 350pL 550pL 700pL 900uL 1000pL 1750 L
L
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Erhalten und Verlangern der Saulenlebensdauer

Das Arbeiten am oder nahe des Drucklimits einer HPLC Saule
reduziert deren Lebensdauer aufgrund von mechanischem
Stress. Da das Anpassen der Flussrate, der Sdulenlénge,
des Innendurchmessers der Sdule und der PartikelgréBe der
stationdren Phase eine Anderung im erhaltenen Riickdruck
mit sich fihrt, muss dies auch bei der Optimierung dieser
Parameter beachtet werden. In manchen Féllen ist es
daher vorteilhaft fir die Saulenlebensdauer, wenn leicht

unter dem Flussraten-Optimum gearbeitet und dafiir das
Drucklimit nicht erreicht wird.

AuBerdem wird bei Verwendung von PartikelgréBen von
3um und weniger der berechnete Partikelzwischenraum
fur dichteste Kugelpackungen kleiner als die Porositat
der Fritten von HPLC Saulen (0,5-2 mm), Filtern flir mobile
Phasen und einigen Spritzenfiltern fir Proben:

Tabelle 4: PartikelgréBe der stationdren Phase und korrespondierende berechnete Partikelzwischenrdume, sowie empfohlene Porositat von

verwendeten Probenfiltern.

PartikelgréBe [um] Partikelzwischenraum [um] Empfohlene Filterporositat [um]

10 1,45
0,45

5 0,72

3 0,43
0,2

1,9 0,28

Als Folge werden partikuldre Kontaminationen, die kleiner
als die Einlassfritten-Porositdt aber groBer als der Parti-
kelzwischenraum sind, von der stationaren Phase selbst
aufgefangen und ein erhéhter Rickdruck durch Saulenver-
schmutzung resultiert.

Aus diesem Grund sollten alle Filter fir mobile Phasen und
Proben eine PorengréBe von héchstens 0,2 um bei Verwen-
dung von kleinen Partikeln aufweisen und Schutzsdulen
(Guards) mit dem gleichen Material gepackt sein, das auch
als stationare Phase verwendet wird.
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