Autoren

Angelika Gratzfeld-Hiisgen und
Edgar Naegele

Agilent Technologies
Waldbronn, Deutschland

Effizienzmaximierung mit
Agilent InfinityLab Poroshell
120-Saulen

100 000 Trennstufen in weniger als 5 Minuten dank
Saulenkopplung

Application Note

Lebensmittel, Umwelt, Chemikalien, Pharmazeutika

Abstract

Oberflachenpordse Saulen sind eine Alternative zu Saulen mit einer PartikelgroRe unter
2 um. Durch Kombination dieser Saulen mit dem Agilent 1290 Infinity LC-System lassen
sich hoch effiziente Trennungen erzielen. Agilent InfinityLab Poroshell 120-Saulen bieten:

Niedrigeren Riickdruck
Hochste Effizienz

Vergleichbare Volumenkapazitét

Agilent Technologies



Einfiihrung

Aufgrund ihrer hohen Effizienz sind
Saulen mit einer PartikelgréRe unter

2 um in letzter Zeit verstarkt ins
Zentrum der Aufmerksamkeit geriickt.
Sie konnen bei hoheren Flussraten als
den mit der Van-Deemter-Gleichung
beschriebenen Werten verwendet
werden. Der Effizienzverlust bei hoheren
Flussraten ist im Vergleich zur Effizienz
bei der optimalen Flussrate gering.
Analysendauer und Zykluszeit lassen
sich verringern, sodass die Ergebnisse
schneller vorliegen.

Der Nachteil dieser Saulen besteht in
den erheblich hoheren Riickdriicken
aufgrund der kleinen PartikelgroRen.

In vielen Fallen, inshesondere bei langen
Sub-2-pm-Saulen, missen LC-Gerate
Riickdriicken von > 400 bar standhalten.

Die Technologie fiir oberflaichenpordse
Partikel bietet eine Alternative fiir
Analysen mit sehr hoher Auflésung’, weil
der Riickdruck bei diesen Saulen deutlich
niedriger ist. lhre Effizienz ist im Vergleich
zu Saulen mit einer PartikelgroRe

unter 2 ym etwas geringer. Aufgrund

des niedrigen Riickdrucks ist jedoch

eine Saulenkopplung maglich, sodass
sehr hohe Trennstufenzahlen erzielt
werden kénnen.

Diese Application Note zeigt,

dass die Kopplung von drei langen
Agilent InfinityLab Poroshell 120-Saulen
zu extrem hohen Effizienzen fiihrt.
AuRerdem wird gezeigt, dass der
Rickdruck unter 400 bar gehalten
werden kann. Wenn spezielle LC-Gerate
verfiigbar sind, sind héhere Flussraten
maglich, wodurch die Analysendauer und
die Aquilibrierungszeit verkiirzt werden.
SchlieBlich wurde noch ein Vergleich
zwischen einer 2,7-um-Saule mit pordser
AuRenschicht und einer Saule mit einer
PartikelgréRe unter 2 pm durchgefiihrt.

Experimentelle

Ausstattung

Als Versuchsanordnung wurde ein Agilent
1290 Infinity LC-System verwendet,
ausgestattet mit einer binaren Pumpe,
einem automatischen Probengeber, einem
thermostatisierten Sdulenofen und einem
Diodenarray-Detektor mit einer Zelle von
10 mm Schichtdicke.

Séaulen

Es kamen eine Agilent ZORBAX Rapid
Resolution HT-Séaule, 4,6 mm x 150 mm,
1,8 um, und eine Agilent InfinityLab
Poroshell 120-Saule, 4,6 mm x 150 mm,
2,7 um, zum Einsatz. Diese Saulen kénnen
bei bis zu 600 bar eingesetzt werden.

Software

Agilent ChemStation Software,
Version B.04.02

Ergebnisse und Diskussion

Magliche Vorteile
oberflachenporoser Saulen

Hinter oberflachenpordsen Saulen steckt
eine Technologie, die auf Partikeln mit
einem festen Kern und einer porésen
AuRenschicht beruht. Diese Partikel
bestehen aus einem festen Kern

mit 1,7 pm Durchmesser und einer
pordsen Silica-AulRenschicht mit 0,5

pum Durchmesser. Insgesamt betrégt

die PartikelgroRe ungefahr 2,7 ym. Die
2,7 um groRen oberflachenporésen
Partikel ermaglichen einen um 40 — 50 %
niedrigeren Riickdruck und bieten 80 —
90 % der Effizienz vollstandig poréser
Partikel mit einer GréRe unter 2 pm. Die
oberflachenporésen Partikel haben eine
kleinere PartikelgroBenverteilung als
vollstandig porése Partikel. Die Saule wird
damit homogener und die Diffusion in der
Séaule geringer. Gleichzeitig reduzieren
die kleinen Partikel und die porése
AuRenschicht den Widerstand gegen den
Stofftransport. Das Ergebnis sind héhere
Flussraten ohne EffizienzeinbuBen'?.

Systemkonfiguration

In den folgenden Versuchsanordnungen
wurde die Leistung der Agilent InfinityLab
Poroshell 120-S&ulen beurteilt. Alle
verwendeten Saulen hatten einen
Innendurchmesser von 4,6 mm und eine
Saulenlange von 150 mm.

+  Beurteilung der Trennstufenzahl
einer Einzelsaule bei 1,5 ml/min

»  Beurteilung der Trennstufenzahl
bei drei gekoppelten Saulen bei
1,5 ml/min

+  Beurteilung der Trennstufenzahl
bei drei gekoppelten Saulen bei
héheren Flussraten

*  Prazision der Retentionszeiten
unter isokratischen Bedingungen
und Gradientenbedingungen

«  Vergleich zwischen einer Saule mit
pordser AuRenschicht und einer
Saule mit einer PartikelgroRe unter
2 um

Die Trennleistung der Saule
(Trennstufenzahl) wird normalerweise
unter isokratischen Bedingungen
gemessen. Bei einem symmetrischen
Peak dient die folgende Gleichung der
Berechnung der Trennstufenzahl (N):

N = 5,54 (RT/W)’

RT ist die Retentionszeit und W die
Peakbreite auf halber Hohe.



Beurteilung der Trennstufenzahl
einer Einzelsaule

Die Trennstufenzahl einer Einzelsaule
wurde mithilfe der folgenden
Verbindungen beurteilt: Uracil,
Acetophenon, Benzol und Toluol.

In Abbildung 1 sind das resultierende
Chromatogramm und die festgestellten
Trennstufenzahlen gezeigt.

Unter den angegebenen
Chromatographiebedingungen wurde fiir
Toluol eine Trennstufenzahl von 35 000
Trennstufen pro Saule erzielt.

Beurteilung der Trennstufenzahl
bei drei gekoppelten Saulen

Die Trennstufenzahl einer Saule betragt
ungeféhr 35 000 Trennstufen. Daher
ist zu erwarten, dass drei Sdulen

Die resultierenden Chromatogramme sind
in Abbildung 2 gezeigt. Bei Verwendung
eines fir 400 bar geeigneten LC-Systems
kann bei einer Flussrate von 1 ml/min
eine Trennstufenzahl von ungefahr 80 000
Trennstufen erreicht werden. Mit diesem

eine Trennstufenzahl von 105 000
Trennstufen ergeben. Die Saulen

wurden mit Edelstahlkapillaren der
GroRe 90 x 0,12 mm gekoppelt, und die
Ermittlung der Trennstufenzahlen erfolgte

bei unterschiedlichen Flussraten.
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LC-System, das Driicken bis zu 1200 bar
standhalt, lassen sich jedoch hohere

Flussraten und Effizienzen erzielen.

Die bei einer Flussrate von 1,5 ml/min

erzielte Trennstufenzahl von ungeféahr
103 000 Trennstufen entspricht ungefahr
dem erwarteten Wert.

Chromatographiebedingungen

Parameter Wert

Séule Agilent InfinityLab Poroshell 120
SB-C18, 150 mm x 4,6 mm, 2,7 ym

Probe Thioharnstoff, Acetophenon, Benzol,
Toluol

Mobile Phase Wasser:ACN = 30:70

Flussrate 1,5 ml/min

Injektionsvolumen 1l

Saulentemperatur 50 °C

Detektor

DAD 254 nm/10, Ref. 360/100 nm,
20 Hz, Standardzelle

Abbildung 1. Chromatogramm zur Ermittlung von N der Agilent InfinityLab Poroshell 120-Saule, 4,6 x 150 mm.
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Chromatographiebedingungen

Parameter Wert

Probe Thioharnstoff, Acetophenon,
Benzol, Toluol

Saule Drei gekoppelte Agilent InfinityLab
Poroshell 120 SB-C18-Séaulen,
150 mm x 4,6 mm, 2,7 ym

Mobile Phase Wasser:ACN = 20:80

Flussrate 1,1,5,1,8 ml/min

Injektionsvolumen 1l

Saulentemperatur 60 °C

Detektor

DAD 254 nm/10, Ref. 360/100 nm,
20 Hz, Standardzelle

Abbildung 2. Zwei Chromatogramme zur Ermittlung von N von drei gekoppelten Agilent InfinityLab Poroshell 120-Saulen, 150 mm x 4,6 mm,

bei unterschiedlichen Flussraten.



Das beste Ergebnis fiir Toluol mit einer

Trennstufenzahl von ungefahr 115 000
Trennstufen wurde bei 1,8 ml/min mit
einer Retentionszeit von <5 Minuten

erzielt (Tabelle 1).

Bei héheren k'-Werten sind die
Ergebnisse durch Kopplung von drei

Prazision der Retentionszeiten
unter isokratischen Bedingungen

Séulen zufriedenstellend. Die Flussrate

betrug 1,2 ml/min (Abbildung 3).

Tabelle 1. Trennstufenzahlen bei einer Flussrate
von 1,8 ml/min.

Verbindung Trennstufen k'

Die Prazision bei isokratischen
Bedingungen wurde bei 1,5 ml/min
untersucht. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 4 zusammen mit sechs
hintereinander durchgefiihrten Analysen
in Uberlagerung gezeigt. Die Prazision der
Retentionszeiten betragt <0,034 % RSD,

Acetophenon 114120 0.29 und die Prazision der Flachen betragt
Benzol 109 931 0,46 <0,66 % RSD, auBer bei Uracil.
Toluol 114 800 0,62
Chromatographiebedingungen
Parameter Wert
Probe Thioharnstoff + Testprobe: Testreihe aus
neun Verbindungen mit je 100 ng/pl,
AU - geldst in Wasser/ACN (65/35)
" 1 3 1. Acetanilid, 2. Acetophenon,
1 NS 3. Propiophenon, 4. Butyrophenon
50 7 (200 ng/pl), 5. Benzophenon, 6.
] Drei gekoppelte Saulen bei einem Druck von 528 bar Valerophenon, 7.Hexanophenon,
405 8. Heptanophenon, 9. Octanophenon
] - Saule Drei gekoppelte Agilent InfinityLab Poroshell
30 < 120 SB-C18-Séulen, 150 mm x 4,6 mm, 2,7 ym
] T . - Mobile Phase ACN/Wasser 60/40
20 ] E § Séulentempe- 60 °C
1 S N=78739  N=76179 N=72309  ratur
] Y L k'=3,03 k=480 _
104 o 3 2 > Flussrate 1,2 ml/min
b = o ~
] ‘ l A - N 5 Detektor DAD 254 nm/10 nm, Ref. 360/100 nm, 20 Hz,
0] A A ) - Standardzelle
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Abbildung 3. Trennstufenzahlen bei hdheren k'-Werten mit drei gekoppelten Saulen bei 528 bar und einer Flussrate von 1,2 ml/min.
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Isokratische Analyse n = 6 Chromatographiebedingungen
Verbindung  RSDRT RSD Parameter Wert
(%) Fliche (%) 3,885 Probe Uracil, Acetophenon, Benzol, Toluol
Uracil 0.033 2.947 Séaule Drei gekoppelte Agilent InfinityLab
Acetophenon 0,024 0,388 .
Benzol 0.022 0.553 2,655 Poroshell 120 SB-C18-Saulen,
Toluol 0.029  0.654 150 mm x 4,6 mm, 2,7 pm
Mobile Phase Wasser:ACN = 20:80
3430 Flussrate 1,5 ml/min
Injektionsvolumen 1ul
Séaulentemperatur 60 °C
Detektor DAD 254 nm/10, Ref. 360/100 nm,
] 20 Hz, Standardzelle
L L L L T e e o |
3,0 3,5 4,0 4,5 min

Abbildung 4. Uberlagerung von sechs nacheinander durchgefiihrten Analysen unter isokratischen Bedingungen und Prazisionsdaten in Bezug auf
Retentionszeiten und Flachen.



Prazision der Retentionszeiten Bei allen Verbindungen, auRer bei
und Flichen unter Thioharnstoff, wurde eine hervorragende
Prazision der Retentionszeiten erzielt

Gradientenbedingungen (RSD < 0,04 %) (Abbildung 5).

Fiir die Ermittlung der Prézision bei der

Gradientenanalyse wurde ein Gradient Die RSD-Werte der Flachen aller
von 35 bis 95 % in 10 Minuten verwendet. Verbindungspeaks lagen nach Injektion
Die Ergebnisse sind in Abbildung 5 von 1 pl bei unter 0,38 %.

zusammen mit sechs hintereinander
durchgefiihrten Analysen in Uberlagerung

gezeigt.
RSD RSD
Gradient n = 6 Peak RT (%) Flache (%)
mAU 1527 Thioharnstoff 0,092 0,372
1604 ' 4,582 1 0,020 0,238
1 2,416 2 0,038 0,255
120 3 0,033 0,211
i 0.917 4 0,029 0,186
80 3,312 4,210 5 0,027 0,227
] 5137 6049 6907 1702 6 0,023 0194
404 ' ! 7 0,018 0,183
] 8 0,017 0,251
0 9 0,017 0,167
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 min
Chromatographiebedingungen
Parameter Wert
Probe Thioharnstoff + Testprobe: Testreihe aus neun Verbindungen mit je 100 ng/pl, gelést in Wasser/ACN (65/35)

1. Acetanilid, 2. Acetophenon, 3. Propiophenon, 4. Butyrophenon (200 ng/pl), 5. Benzophenon, 6. Valerophenon, 7. Hexanophenon,
8. Heptanophenon, 9. Octanophenon

Séaule Agilent InfinityLab Poroshell 120 SB-C18, 150 mm x 4,6 mm, 2,7 ym
Mobile Phase Wasser und ACN
Gradient Bei 0 Minuten 35 % ACN,
bei 10 Minuten 95 % ACN
Flussrate 1,5 ml/min

Injektionsvolumen 1ul

Saulentemperatur 60 °C

Detektor DAD 254 nm/10 nm, Ref. 400/100 nm, 20 Hz, Standardzelle

Abbildung 5. Uberlagerung von 10 nacheinander durchgefiihrten Gradientenanalysen und Prazisionsdaten in Bezug auf Retentionszeiten und Flachen.



Vergleich der Peakkapazitat
zwischen einer Saule mit pordser
AuBenschicht und einer Saule mit
einer Partikelgrof3e unter 2 pm

Zur Veranschaulichung des Unterschieds
zwischen einer Saule mit pordser
Aulenschicht und einer Saule mit

einer PartikelgréBe unter 2 ym wurden
zwei 150-mm-Saulen mit einem ID von
4,6 mm bei der Analyse einer Testreihe
von 10 Verbindungen verglichen
(Abbildung 6).

Die Agilent InfinityLab Poroshell
120-Séule hat kiirzere Elutionszeiten und
kleinere Peakbreiten. Somit ergibt sich
fir die Saule mit poroéser AulRenschicht
eine hohere Peakkapazitat. Die InfinityLab
Poroshell 120-Saule ergab 133 Peaks
mit einer hoheren Peakkapazitat als die
Sub-2-pm-Saule mit einer Peakkapazitat
von 101 Peaks. Damit ergibt sich fiir

die InfinityLab Poroshell 120-Saule im
Vergleich zu der Sub-2-uym-Séaule unter
den verwendeten Bedingungen eine um
30 % hohere Effizienz.

Agilent ZORBAX RRHT SB-C18

mAU A 1,586 150 mm x 4,6 mm, 1,8 pm
120 5,072 PWs gigma letzter Peak = 0,1 Minuten
100 2,646 Peakkapazitat = 101
30 0.889 3,706 Ruckdruck = 296 bar
60+ ' 4n4 5,723 6.699
404 . 7602 8,426
20 A J
0
T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 min
mAU Agilent InfinityLab Poroshell 120 SB-C18
160{ B 527 4,582 150 mm x 4,6 mm 2,7 ym
i ' 2,415 PW5 gigma letzter Peak = 0,076 Minuten
1204 Peakkapazitat = 133 (+~30 %)
0,917 3312 Riickdruck = 226 bar
804 ’ 4,210
5137 6,049 6.906
1 . 7,701
401
0
T T T T T T T ]
0 2 4 6 8 min

Chromatographiebedingungen

Parameter Wert
Probe

Vergleich der Volumenkapazitat

Um zu priifen, ob Saulen mit pordser
AuBenschicht dieselbe oder eine
niedrigere Volumenkapazitét als mit
1,8-um-Partikeln gepackte Saulen
aufweisen, wurde eine hoch konzentrierte
Probe injiziert. Das Injektionsvolumen
betrug 10 pl und die Konzentration
ungefahr 20 pg in 10 pl (Abbildung 7).

Was den Hauptpeak betraf, waren
unter den gewahlten Bedingungen
keine wesentlichen Unterschiede zu
beobachten. Die Peakbreite war bei der
InfinityLab Poroshell 120-Saule etwas
geringer, weil der Peak in diesem Fall
friiher eluierte. Eine kleinere Peakbreite
ist ein typisches Phanomen.

Thioharnstoff + Testprobe: Testreihe aus neun Verbindungen mit je 100 ng/pl, gelost in Wasser/ACN (65/35) 1. Acetanilid,

2. Acetophenon, 3. Propiophenon, 4. Butyrophenon (200 ng/pl), Benzophenon, 6. Valerophenon, 7. Hexanophenon,
8. Heptanophenon, 9. Octanophenon

Saule Agilent ZORBAX RRHT SB-C18, 150 mm x 4,6 mm, 1,8 pm
Agilent InfinityLab Poroshell 120 SB-C18, 150 mm x 4,6 mm, 2,7 ym
Mobile Phase Wasser und ACN
Gradient 0 Minuten 35 % ACN, 10 Minuten 95 % ACN
Flussrate 1,5 ml/min
Injektionsvolumen Tl
Saulentemperatur 60 °C

Detektor

DAD 254 nm/10, Ref. 400/100 nm, 20 Hz, Standardzelle

Abbildung 6. Chromatogramme eines Phenongemisches bei Analyse auf einer Saule mit poréser AuRenschicht und einer Sub-2-ym-Saule.



Vergleich der Signal/Rauschen-
Verhiltnisse

Verunreinigungen wurden in

einem pharmazeutischen Wirkstoff
analysiert, um die Signal/Rauschen-
Verhaltnisse (S/N) zu untersuchen. Die
Verunreinigungen lagen im Bereich von
0.02 - 0,03 %. In Abbildung 7 sind die
Chromatographiebedingungen aufgefiihrt.

Abbildung 8 zeigt einen Abschnitt der
vollstandigen Chromatogramme in
Uberlagerung. Die rote Kurve gibt das
mit der InfinityLab Poroshell 120-Séule
erhaltene Chromatogramm wieder, die
schwarze Kurve das mit der Sub-2-ym-
Séule erhaltene Chromatogramm.

In Tabelle 2 sind die S/N-Berechnungen
fir beide Saulen kombiniert. Die
Verunreinigungen 1 und 2 wurden auf der
InfinityLab Poroshell 120-Séaule und auf
der Sub-2-um-Séaule analysiert.

Tabelle 2. Vergleich der Signal/Rauschen-
Verhéltnisse (S/N) zwischen Saulen mit poroser
AuBenschicht und Saulen mit 1,8-um-Partikeln.

Agilent InfinityLab
Peak  Poroshell 120 S/N 1,8 pm S/N

1 14 13,6

2 12,8 12

DAUL A 3,484
2004 Agilent InfinityLab Poroshell 120 SB-C18, 150 mm x 4,6 mm, 2,7 ym
1505 PW1/2 fur Hauptpeak = 0,0668 Minuten
1003
50
0
L I S BN S S S S S S S N S S B E S B S N B S N S S S R N B S S S S . —
3.0 3.2 3.4 3,6 3.8 4,0 4,2 4,4 4,6 4,8 min
mAUY B 4198
200? Agilent ZORBAX RRHT SB-C18, 150 mm x 4,6 mm, 1,8 pm
15094 PW1/2 fiir Hauptpeak = 0,0792 Minuten
1004
50
052,982
[ S S S S s S S S S B S S S S N S S N S S S R S S S N B S S R S S R S —
3,0 32 3.4 3,6 3,8 4,0 4,2 4.4 4,6 4,8 min

Chromatographiebedingungen

Parameter Wert

Testprobe Tramadol 2,022 ml/ml mit Verunreinigungen

Saule Agilent InfinityLab Poroshell 120 SB-C18, 150 mm x 4,6 mm, 2,7 ym
Pumpe

Losemittel A Wasser + 0,2 % TFA

Losemittel B ACN + 0,16 % TFA

Gradient 17 bis 45 % B in 5 Minuten, Stoppzeit: 7 Minuten, Nachlaufzeit: 3 Minuten
Flussrate 1,5 ml/min

Automatischer Probengeber
Injektionsvolumen 10 pl

Waschdauer 10s
Thermostatisierter Sdulenofen
Temperatur 30°C

DAD 1290 270/10 nm, Ref. 360/100 nm, 20 Hz,
Standarddurchflusszelle mit einer Schichtdicke von 10 mm

Abbildung 7. Vergleich der Kapazitat zwischen einer Saule mit poréser AuRenschicht und einer
Sub-2-um-Saule; Injektionsvolumen 10 pl = 20 pg.

Agilent ZORBAX RRHT SB-C18

mAU A 1,586 150 mm x 4,6 mm, 1,8 pm
120 5,072 PWs gigma letzter Peak = 0.1 Minuten
100 2.646 Peakkapazitat = 101
80 0.889 Riickdruck = 296 bar
601 MY e 6,699
404 ! 7,602 8,426
204
0
T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 min
mAU Agilent InfinityLab Poroshell 120 SB-C18
160! B 527 4,582 150 mm x 4,6 mm 2,7 ym
] ’ 2.415 PWs sigma letzter Peak = 0,076 Minuten
120 Peakkapazitdt = 133 (+~30 %)
1 0,917 3312 Riickdruck = 226 bar
80+ ’ 4,210
5137 6,049 6.906
1 ! , 7,701
404
0
T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 min

Abbildung 8. Vergleich des Signal/Rauschen-Verhaltnisses; die rote Kurve gibt die Sdule mit pordser

AuBenschicht wieder, die schwarze Kurve die 1,8-um-Partikel-S4ule. TFA wurde als Modifier verwendet.
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Schlussfolgerung

Saulen mit porése AuBenschicht sind
als echte Alternative zu Saulen mit einer
PartikelgroRe unter 2 pm zu betrachten.
Der niedrigere Riickdruck ermdglicht
Flussraten von 1 ml/min bei einer

4,6 x 150 mm, 2,7 ym groRen Saule,
ohne dass der Grenzwert von 400 bar
Gberschritten wird. In diesem Fall lassen
sich 35 000 Trennstufen bzw. mehr als
235 000 Trennstufen/Meter erzielen.

Die Kopplung von drei 4,6 x 150 mm
grofRen Saulen ergibt eine
Trennstufenzahl von 100 000 in unter
5 Minuten ohne Uberschreitung des
Grenzwerts von 600 bar.

Agilent InfinityLab Poroshell 120-Séulen
ergeben hervorragende Prazisionsdaten
bei isokratischen Analysen und
Gradientenanalysen.

Unter jeweils denselben
Chromatographiebedingungen sind
fur InfinityLab Poroshell 120-Saulen
typischerweise kiirzere Elutionszeiten
als bei ahnlichen Sub-2-um-Séaulen
mit gebundener Phase zu erwarten.
Die kiirzeren Elutionszeiten fiihren zu
kleineren Peakbreiten und somit zu
hoéheren Peakkapazitaten.
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