Saulen- und Phasenwahl in der (U)HPLC
muss es immer vollporoses Material sein?

Dr. Ulrike Jegle
Produktspezialistin Saulen
Agilent Technologies
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Poroshell 120 Saulen fur HPLC und UHPLC:

80-90% Effizienz von sub 2um micron i pomn 2.

e bei ~40-50% geringerem Druck :

o 2.7um Partikelgrosse

e  2um Fritte zur Minimierung von
Blockaden

e 600 bar Drucklimit

 Das teilporose Partikel bestehet aus
einem festen Kern (1.7um) und einer
pordsen ausseren Schicht mit einem
Diffusionspfad von 0.5um.
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Voraussetzung ultra-schnelle und ultra-effiziente
U/HPLC - kleinste Partikel

Je kleiner die theoretische Bodenhohe HETP
desto besser die Auflosung R!
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C Term: Massentransfer

teilporoses Partikel

Abweichungen im
Diffussionspfad in die
Poren der Partikel

~ poroses Partikel

™ statische mobile Phase

untergeordenter Effekt bel teilpordosen Partikeln
Haupteffekt bel total porosen sub2 micron Partikeln
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A Term: Eddy Diffusion

Haupteffekt bel teilpordsen Partikeln

Verschiedene Diffusionspfade

verschiedene Lange Packqualitat

Plate Height

Lineare Geschwindigkeit

A Term — Eddy Diffusion / Mehrwegsdiffusion
abhangig von Partikelgrosse, Partikelgrossenverteilung, Packqualitat des Betts
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Partikelgrossenverteilung
Total Porose Partikel und Poroshell 120 Partikel
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= Poroshell 120
— 1.8 um RX SIL
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Van Deemter Kurven
2.7 um teilpordse Partikel (120 A) vs total porose 1.8um (80A) Partikel

van Deemter
0.003
—e—Eclipse Plus C18, 3.5 um
0.0025 ; —=— Eclipse Plus C18, 1.8 um
‘\ —e— Poroshell 120 C18, 2.6um
0.002 +— Poroshell 120 C18, 2.6 pm
T \\\ —e— Poroshell 120 C18, 2.7 um
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Peakkapazitat
2.7 um Poroshell Partikel (120 A) - total pordse 1.8um (80A)
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Flow Rate (ml/min) scaled gradient

Formel: Pc=1+ (tp-t0)/1.699*(pw @ half height).
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¢ Poroshell 120 EC C18

W Competitor C18 2.5 um
Eclipse Plus C18 5 um

X Eclipse Plus 3.5 um
Eclipse Plus C18 1.8 um




Ruckdruck : tellporos — total poros
2.7um Poroshell 120 ca. 40% kleiner als 1.8um total poros

Pressure, 60/40 CH,CN/H,0
600

1 . 8 u Kinetex
Ascentis Express
500

Poroshell 120 EC-C18

400

=g Agilent Poroshell 120 EC-C18, 3.0 mm x 100 mm, 2.7 um
(USCFX01009)

=== Supelco Ascentis Express C18, 3.0 mm x 100 mm, 2.7 um
(USKJ001754)

Phenomenex Kinetex C18, 4.6 mm x 100 mm, 2.6 um
3 5 u m (501286-43)
]

=== Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18, 3.0 mm x 100 mm, 1.8

Pressure (bar)
w
=)
=)

200 um (USUYB01455)
Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18, 3.0 mm x 100 mm, 3.5
um (USUXV01435)

100
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Beladbarkeit der Poroshell 120

Acid Loading with Benzoic Acid

0.6

=g Agilent Poroshell 120 EC-C18, 3.0 mm x 100 mm, 2.7 um
(USCFX01009)

=== Supelco Ascentis Express C18, 3.0 mm x 100 mm, 2.7 um
(USKJ001754)

Peak Width (s)

Phenomenex Kinetex C18, 4.6 mm x 100 mm, 2.6 um
(501286-43)

e Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18, 3.0 mm x 100 mm, 1.8
um (USUYB01455)

Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18, 3.0 mm x 100 mm, 3.5
um (USUXV01435)

85% 25 mM Na,HPO, Puffer, pH 3.0
15% Acetonitril

275 nm, 30 °C
0.01 0.1 1

10 100
Concentration of Benzoic Acid (mg/mL)

Tellporose und total porose Saulen besitzen eine ahnliche Beladbarkeit.
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Einfluss der Selektivitat, Trenneffizienz und Retention

7.00 1 Selektivitat beinflusst die Auflosung am
starksten
6.00 1 « Stationare und mobile Phase //
e Temperatur
5007 « N stark beeinflussbar durch a "
é 4.00 / —e—Increase N
%’ -8 ncrease Alpha
é 2,00 == Increase k'

2.00

1.00

R, = N%/4 e (0-1)/c o K’/ (K'+1)

0.00
Boden: 5000 10000 15000 20000 25000

Alpha: 1.10 1.35 1.60 1.85 2.1
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Poroshell 120 Phasentypen

Poroshell 120
StableBond = SB-C18
StableBond = SB-C8
StableBond = SB-Aq

Poroshell 120

HILIC Plus

Poroshell 120
Bonus RP

Porengrosse: 120 A
Partikegrosse: 2.7 um

Agilent Technologies

Poroshell 120
EndCapped = EC-C18
EndCapped = EC-C8
Phenyl-Hexyl
EndCapped = EC-CN




Selektivitatsvergleich Poroshell 120 EC C18 und

Sub 2-micron RRHT Eclipse Plus C18

Saulen: 4.6 x 100 mm

A: Wasser 0.1% Ameisensaure
B: Acetonitril 0.1% Ameisensaure
Gradient 2 ml/min

Initial 8%B 1

10 min 30% B 2
275 nm 2mm Flusszelle
Injektion: 10 uL

Agilent 1200 SL

40 °C

1 Hydroquinon
2 Resorcinol
Agilent RRHT zeigt einen geringeren 3. Catechol
- . . 4 4-Nitrophenol
Rickdruck als die meisten sub 2um 5 pecresol
Saulen, aber Poroshell hat noch weniger 6. o-cresol
Rickdruck. 7 2-Nitrophenol
8 2,3 Dimethyl phenol
9. 2,5 Dimethyl phenol
3 Poroshell 120 10. 1-Naphthol
EC-C18 5 S
2.7 um I 6 g | 10
P =332 Bar |
4 6 8 10 min
RRHT Eclipse Plus C18
3 1.8 um 9
P =510 Bar 4 5
6 7
) 10
4 6 8 10 min
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Systematischer Saulentest fur Steroidtrennungen
Selektivitatskombination: stationare & mobile Phase

Saulen 2.1*100 mm,
2.7 um teilporos:

Poroshell 120 SB C18
sterisches EndCapping

Poroshell 120 EC C18
doppeltes chemisches EndCapping

¥
LA ‘e Poroshell 120 Bonus RP

Testaster Ethinylestradiol Androstadiena 3,17 dio emgebettete Amldgruppe

Poroshell 120 Phenylhexyl
pi-Elektronen
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Systematischer Saulentest fur Steroidtrennungen

Peaks

1. Hydrocortisone

2. 8 Estradiol

3. Androstadiene 3,17 dione
4. Testosterone

AU 3 :
mzun, Agilent Poroshell 120 EC-C18 234 5. Ethinylestradiol
- 6. Estrone

150 7.8 ;
1003 ! 7. Norethindrone acetate
503 H 56 8. Progesterone
0 -

504
-100
mAU _

200 Agilent Poroshell 120 SB-C18 3455
1503 i 8,7

3 L L i

503
-100

2‘ li Eli é 1h min

mAU 0 2. A é é I‘EI min
2001 Agilent Poroshell 120 Phenyl Hexyl 234
1

150- 18

100
504 /\ 58
03—,
EE
-100
AU[J
MAU _
s00] Agilent Poroshell 120 Bonus RP
1504 1

; 8
3 4
18
100
504 }\ 256
0,
6 B

2 H 10 min

504
-100

2 3 10 min

Elutionsmittel: Acetonitril unterstitzt hydrophobe Wechselwirkungen
keine der Saulen liefert eine Trennung aller Peaks

Saulen: Poroshell 120, 2.1*100 mm, Eluent: 0.1% Ameisensaure in Wasser und Acetonitril, Gradient:25-80%
ACN in 10 min;Temperatur: 25C;UV-Detektion: 260,80 nm
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Systematischer Saulentest fur Steroidtrennungen

mAU3
3

1504 Agilent Poroshell 120 EC-C18 ; : 1
1004
504 /\7 j\_ & g /\/\
]
T T T T o T T T %
2 1 § 8 10 12 min
mAU4 3 4
1504 Agilent Poroshell 120 SB-C18 I
1004 ! A 256 A M
504 L
: I M
0 2| i T T T T
6 8 10 12 min :
mAU
1503 Agilent Poroshell 120 Phenyl Hexyl | . ' ! 8 O p tl m al e
1004 1
" I j\ J\i iXJU\ <€—— Trennung aller
0 a'%
= = \ i k ‘ | | Peaks
4 ] 8 10 12 min
mAU 32 - 78
:ﬁg Agilent Poroshell 120 Bonus RP ; '
50 J\ 2
0
0 2 4 3 8 10 12 min

Elutionsmittel: Methanol unterstitzt pi-Elektronen-Wechselwirkungen

Séaulen: Poroshell 120, 2.1*100 mm, Eluent: 0.1% Ameisensaure in Wasser und MeOH, Gradient:25-80% ACN
in 10 min;Temperatur: 40 C;UV-Detektion: 260,80 nm
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Losungsmitteleffekte: MeOH / ACN
Selektivitat von Phenyl Hexyl Phasen

Alternative Selektivitat zu Alkyl-Phases, empfohlen fir aromatische und
konjugierte Verbindungen, hohe pi-Elektronen-Wechselwirkung in MeOH;
ausserdem signifikant gute Retardierung und Trennung hoch polarer
Verbindungen insbesondere in hoch wassrigen mobilen Phasen. Stationare
Phase ist kompatibel mit hohen Wassergehalten in der mobilen

25

Retention Time Phenyl Hexyl MeCN pH 3 (min)

05

0

Comparison of C18 and PH in MeCN

y = 0.8285x +0.2115
R2=0.9875

0

0.5 1 15 2
Retention EC-C18 MeCN pH 3 (min)

25

C18 PH comparisonin MeOH

25

y=0.9226x +0.2014
R?=0.9702

15

Retention Time Phenyl Hexyl MeOH pH 3 (min)

0.5

0

0 0.5 1 15 2
Retention Time EC-C18 MeOH pH 3 (min)

95% B in 2 min, hold 95% B fur 1 min

A: 10 mM Puffer B: organischer Anteil (MeOH or ACN) Gradient: 5% B bei t,, auf

Flussrate: 2 mL/min Probee: 1 pL von 1 mg/mL Standard in H,O oder H,O/ACN
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Poroshell 120 HILIC Analyse von Catecholaminen

mAU

1 Poroshell 120 HILIC 2.1x 100mm

o 5 1. Dopamine, 2. Epinephrine, 3. Norepinephrine
| o

150 “ F

100 || “‘ .
| /\ 2 0. 55 mL/min

? g & f \ | \ 3 o

s A Y BN o s o

7

« Catecholamine sind mittels Umkehrphase A:90(100 mM pH 3 Puffer) 10 MeCN
B: 90 MeCN 10 (100 mM pH 3 Puffer)

oft schwer zu trennen. % A % B
* Der HILIC Trennmechanismus liefert eine Initial 0 100
andere Selektivitat und macht somit die M7 79 b
Trennung eindeutig maglich. 12min 0 100
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Optimale Flussrate:
fur Poroshell 120 hoher als fur 5 oder 3.5 micron

Van Deemters, 60/40 CH,CN/H,0, with RRLC measuring

heptanophenone
0.025
002
oS b ygpibenl Poroshell 120 EC-CI1R, 4.6 mmx 50 mm, 2.7 um
{CFU-1161)
x e gpibend FORBAR Echpse Phes C18, 4.6 mm x 50 mm, 1.8 um
{LSLIRGIMDAT]
0.0 | g it PORRAY Folipse Plus C18, 4.6 mem x 50 mm, 3.5 um
{USBHOOGS3A)
i Pygilent ORBAX Bclipse Plus C18, 4.6 mam x 50 mam, 5.0 om
— i " ’ " —— {USFADDRS)
1]
0] z 4 & 8 10 12

March 8, 2013

Agilent Technologies
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. Sulfadiazine,
Ursprungsmethode: 4.6 x 250 mm, 5-um Saule sulnazole
pharmazeutische Sulfa-Verbindungen Sfamerazne,
23:::22:E§>Z<§:)?ridazine,
Sulfachloropyridazine
Sulfamethoxazole,

Agilent 1100, kein Mischer, griine Kapillaren, Temp.: 30C Sulfadimethoxine
5 ul injection, 2 ul Flusszelle, Detektion: 254 nm, Datenrate =
response time 0.1s

Eclipse Plus C18, 4.6 x 250mm, 5um

Flussrate: 1 m!/min

kritisches Peakpaar :0.1 % Formic Acid i
.| Druck = 110 bar ‘ A:0:19 Formc Acid n Wasser
Rs=1.21 Zeit  %B
0 8
. , 30 33
\ | A
60 u ‘ | W [
. ( |
. \ | | |
‘ | - /
. \ |- | |
}\ ) k il 1 | |
0 L. ““‘L___J“J‘\_.J‘J /“ H“ )“\ }N H
5 10 15 20 25 30 min

Methodentransfer auf Poroshell 120 EC-C18 zur Beschleunigung unter Erhalt der
Auflosung des kritischen Peakpaares
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Methodentransfer auf eine 100 mm
Poroshell 120 EC C18

Angepasste Parameter

Saule: Poroshell 120 EC-C18 Zeit: (100/250 x30 min) = 12 min
4.6 x 100mm, 2.7um Flussrate: 1 ml/min
Injektion: 5 ul auf 2 ul , Gradient: Tiome (@B
: 10 33
i 11 33
kritisches Peakpaar 12 8
Rs=1.21

Druck =172 bar

4.691

4.218

| |
u 1 O | |

2 4 6 8 10 12 min
Beschleunigung > Faktor 2 unter Erhalt der Auflosung des kritischen Peakpaares

Agilent Technologies



Methodentransfer: weitere Beschleunigung durch Flussrate
Poroshell 120 EC-C18 4.6 x 100mm, 2.7um

angepasste Parameter 1.5 ml/min
Time %B \g
0 8 ] T < :
6.7 33 5 : :
74 33 N |
H \ M | } H ”\ |
\ H U I— |
L ! L Al
2 4 6 8 min
2 2.0ml/min
Time %B a? . o
o 8 f,ﬂ jsv' i Druck < 400 bar
55 33 | } | H |7 |
» / e
l\ ] “‘ H I\ “ - “‘\
2 4 6 min

Flussratenerhndhung unter Erhalt der Gradientensteilheit — Beschleunigung unter Erhalt der Auflésung

Agilent Technologies




Schnelle Trennung des EPA 8330 Mixes
Poroshell 120 EC-C18 EPA 8330 Mix

1. HMX(1,3,5,7-tetranitro-1,3,5,7-tetrazocan)
358 bar 2. RDX(1,3,5,7-tetranitro-1,3,5,7-tetrazocan)
mAU 4 3. 1,3,5-Trinitrobenzol
1.0 mL/min 4. 1,3-Dinitrobenzol
. 1 3 5. Nitrobenzol
6. Tetryl, (N-methyl-N,2,4,6-tetranitroanilin)
7. 2,4,6-Trinitrotoluol
30 8. 2-Amino-4,6-dinitrotolol
2 S/N USCFEX01069 9. 4-Amino-2,6-dinitrotoluol
5 Batch B10034 10. 2,4-D!n!trotoluol
11. 2,6-Dinitrotoluol
S 12. 2-Nitrotoluol
20 ‘ 10 13. 4-Nitrotoluol
14. 3-Nitrotoluol
15 6 7
8
' 11
10 " 9
12 13 14
5
O b d TN ~ Y YN N SN
-5
2 4 6 8 10 12 14 min

Poroshell 120 EC-C18, 3 x 100 mm, 25 % Methanol 75 % Wasser, 1.0 ml/min, 44 C,2 ul Mix (Supelco 47283 & 47284), 254 nm

Agilent Technologies



Analysenbeschleunigung: Erhohung der Flussrate

EPA 8330 Mix
HMX(1,3,5,7-tetranitro-1,3,5,7-tetrazocan)
RDX(1,3,5,7-tetranitro-1,3,5,7-tetrazocan)
1,3,5-Trinitrobenzol
1,3-Dinitrobenzol
Nitrobenzol
Tetryl, (N-methyl-N,2,4,6-tetranitroanilin)
2,4,6-Trinitrotoluol
2-Amino-4,6-dinitrotolol
S/N USCFX01069 4-Amino-2,6-dinitrotoluol
- 2 Batch B10034 10. 2,4-Dinitrotoluol
11. 2,6-Dinitrotoluol
5 12. 2-Nitrotoluol
20 13. 4-Nitrotoluol
v 10 14. 3-Nitrotoluol

4 493 bar
3 1.4 mL/min

30 ‘

©COoNoG~wWNE

15

19 | I ' 11

S D T st e oo

Poroshell 120 EC-C18, 3 x 100 mm, 25 % Methanol 75 % Wasser, 1.0 ml/min, 44 C,2 ul Mix (Supelco 47283 & 47284), 254 nm

Agilent Technologies




Poroshell 120 EC-CN fur den EPA 8330 Mix

mAU 4

50 3
0 Poroshell 120 EC-CN
30 5 8
1213 g,
20 - 7
1 ) 10 1
10 ‘ 9
% I Y ) R I o\ JV o
25 5 75 10 12.5 15 175
mAU
50
“ , Poroshell 120 EC-C18
30 1 3
20 2 9 7
5 6 ,
10 ‘ o ° 1 12 13 14
0 —¥— . EVANEPANE
25 5 75 10 12.5 15 17.5

EPA 8330 Mix
HMX(1,3,5,7-tetranitro-1,3,5,7-tetrazocan)
RDX(1,3,5,7-tetranitro-1,3,5,7-tetrazocan)
1,3,5-Trinitrobenzol
1,3-Dinitrobenzol

Nitrobenzol

Tetryl, (N-methyl-N,2,4,6-tetranitroanilin)
2,4,6-Trinitrotoluol
2-Amino-4,6-dinitrotolol
4-Amino-2,6-dinitrotoluol

10. 2,4-Dinitrotoluol

11. 2,6-Dinitrotoluol

©CoOoNoG~wWNE

. 12. 2-Nitrotoluol

13. 4-Nitrotoluol
14. 3-Nitrotoluol

Die EPA 8330 Methode verlangt sowohl die Trennung auf einer C18 als auch
auf einer CN-Saule als Bestatigungssaule fur die Analyse mit UV
Detektionanalyse. Die Poroshell 120 Saulen erflllen diese Bedingung.

Agilent Technologies




Methodentransfer — 11 Lebensmitteladditive

a) mAU- 5um ZORBAX Eclipse Plus C18
] 4.6*250 mm, 5 um
200—: P max 120 bar kritisches Peakpaar

- Reduktion der Analysenzeit
von 13.1 auf 2.6 min

mué
0 |\ '\ l - Re-Equilibrierung reduziert
0 - | — | von 7 auf 1.8 min

150

2 4 6 8 10 12 min .
: - Reduktion des
b) mAV Lésungsmittelerbrauchs um
140 5 um Poroshell 120 EC-C18 80%
120 - 3*100 mm, 2.7 um
100~ P max 123 bar
2: - Auflésung des kritischen
a0 Peakpaares verbessert von
20- 1.8 auf 3.0
o AL
: T T 1 T T T T T 1 1 L L L L L L
2 4 b 8 10 12 min

Mobile Phase: A: 20mM Ammoniumacetat, pH 4.8, B: Acetonitil; Gradient a: 14% B bei t=0, in 12 min auf 52%;
Gradient b: 14% B bei t=0, in 2.1 min auf 52% B; Flussrate a: 1, 0 ml/min, Flussrate b: 0.85 ml/min Temperatur: 30C

Probe: Ascorbinsaure, Acesulfam K, Saccharin, p-Hydroxybenzoeséaure,Koffein,Benzoesaure, Aspartam,
Sorbinsaure, Quinin, Dehydroessigsaure,Methylparaben

Agilent Technologies



Methodentransfer — 11 Lebensmitteladditive
weitere Geschwindigkeitsoptimierung

0.851 mL/min 356 bar
1g =2.1 min L Ne =74
\ Rs = 3.01
0.957 mL/min 396 bar
1.g:1.9 min nc=?3
0.063 mL/min 435 bar
tg=1.6 min ng=72
t, = 1.3 min n.=70 n —
g ° W
Rs =2.87 .
i where tg  and tg { are the retention
1.489 mL/min 587 bar times of the last and the first eluting
t. = 1.1 min =68 peaks and W is the average 46
e " Ne = peak width

T T T T T T ] T T T T I T T T ] T T T T ]
0.5 1 15 2 25 min

Erhohung der Flussrate ohne Verlust an Peakkapazitat

Agilent Technologies



Methodentransfer — 11 Lebensmitteladditive
reale Proben

= b=
" = Q =]
: < s 2, 3
- & c =] < c =
4 :  z B 5 £ £ 2
< &8 5 @ 5 = S
1 s 2 _% - =
- 1=} ‘= O =
2 ss S s
N b 8 £ 2
4 S = E
_ o E—
_ e @
s ' =
7 a2
(2]
- Standard <
| Energy
7 Drink Mobile Phase: A: 20mM Ammoniumacetat, pH 4.8,
| B: Acetonitil
_ Gradient: 14% B bei t=0, in 2.1 min auf 52% B;
_| Diatsoda Flussrate: 0.85 ml/min
— Temperatur: 30C
- Mundwasser l F L \
4] P — J
: Kaugummi,
| zuckerfrei L
i T T T | I T [ T T T | T T ] T T T ‘
05 1 15 25 min
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Robusthelt der Poroshell 120 Saulen - Plasma

Poroshell 120 minimiert Blockaden durch 2 um Fritten flr

anspruchsvolle Proben
Séule: Poroshell 120 EC-C18, 3.0 x 50mm, 2.7um  LC: Agilent 1200 RRLC (SL)
Probe: Plasma geféllt: 2 Teile Plasma: 7 Teile 20/80 Wasser-MeCN w/0.1 % Ameisensaure mit 1 Teil Diflusinal in 50/50
Wasser-MeCN 10 ug/ml (Finale Konzentration: Diflusinal 1 ug/ml) Geschuttelt und sich fir 10 Minuten setzten lassen
Injektionsvolumen: 1ul

Diflusinal in Plasma

Solvent A: Wasser w/0.1 % TFA

o 200000 Solvent B: MeCN w/0.08 % TFA
360 | 1 180000 Flussrate 1 ml/min 1 ullinjektion
340 + Zeit % B
320 + 1 160000 0 20
300 0.5 90
280 + 1 140000 0.6 90
260 +
240 + 120000 1.1 20
o 220 § 2.5 20
% 200 100000 g —=— End Press
S —e— Plates
I 180 | £
160 + + 80000
140
120 4 60000
100
80 1 4 40000
60 +
40 + 4 20000
20 +
0 A e O
1 501 1001 1501 2001 2501

Injections

- Agilent Technologies
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Poroshell 120 Vorsaulen

far Poroshell 120: EC-C18, EC-C8, SB-C18 & Phenylhexyl
Dimensionen: 2.1mm, 3.0mm, 4.6mm ID x 5mm Lange

Fitting/Ferrule
(integriert)

Vorsaule

Kapillare (integriert)

Die Agilent Fast Guard fur UHPLC ist ein
vollintegriertes Vorsaulensystem (one-piece
guard) fur den schnellen Wechsel und maximale
Kompatibilitat mit den Agilent Trennséaulen

Agilent Technologies



Vortell einer Vorsaule - Lebensdauer

Methode: beschleunigter Lebensdauertest - Similac Probe = (Ersatzmilch verdinnt
300:1) gespiket mit zwei medizinischen Sulfa-Wirkstoffen;
Apderungen in der Peakbreite sid ein Indikator fuir Veranderungen auf der Saule

0.08
0.07
0.06
0.05
0.04
0.03
0.02
0.01

0

Peak Width (min

0.08
0.07
0.06
0.05
0.04
0.03
0.02
0.01

0

Peak Width (min)

N VvV VvV y

$$$ New

column

required
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Guard replaced
MM
Guard column extends to life of the analytical column

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

# Sulfachloropyridazine PW B Sulfamethoxazole PW  AEnd Pressure

600

550

500

450

400

600

550

500

450

400

(1eq) ainssaid

(req) aunssaid

ohne

Vorsaule
Saulenversagen
@ Inj. 70; neue
Saule notwendig

mit Vorsaule
Versagen der
Vorsaule@ Inj. 80;
Vorsaule ersetzten;
Trennsaule wird
weiterbenutzt

Die Lebensdauer der Trennsaule kann durch den Einsatz einer Vorsaule signifikant
verlangert werden. Dies spart Kosten.

Agilent Technologies
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Aufbau der Poroshell Partikel

Die festen Kerne besitzen eine uniforme
Grdsse mit glatter Oberflache

Es resultiert eine enge
Partikelgrossenvertellung — enger als
mit total porésen Partikeln moglich

Einzelschritt der Koazervation, kein N
Mehrschicht-Prozess. Ein Unterschied
gegenuber anderen teilporésen Partikel,
der eine signifikant langere Lebensdauer
bedingt.

Koazervation ist ein Prozess bei dem kleine
Sol-Partikel zu einer porésen Schicht
agglomerieren

Neben dem Massentransfer wird die Eddy-Diffusion optimiert

Agilent Technologies



Selektivitatsvergleich: Sub 2um vs. Poroshell 120
17 Aminosauren mit 1290 Infinity

mAU
50

mAU

50

mAU

Rsg5=1.98

4

Rsg5=2.28

4

RS, 5=2.90

W2 4 =0.043 min.

W2 4 =0.045 min.

6

W2 4 =0.036 min.

8
8
8

Agilent Technologies

Poroshell 120 EC-C18
3.0 x 100mm, 2.7um

Pmax=331 bar
F=0.86 mL/min

10 12 min
RRHT Eclipse Plus C18
3.0 x 100mm, 1.8um

Pmax=474 bar

_ _F:0.86 mL/_min

10 12 min
RRHD Eclipse Plus C18
3.0 x 100mm, 1.8um

Pmax=528 bar
F=0.86 mL/min

10 12 min




Selektivitat — mobile und stationare Phase
Trennung von Azofarbstoffen und threr
Abbauprodukte

DAD1 A, Sig=26080 Ref=off (C:\DOCUMEN..INGSWILLLONGIMY DOCUMENTSIDECIDATAIAZO DYESISURVEY30000002.0) Stru ktu r e n d e r A Z Of ar b Stoﬂ:e "

i Poroshell 120 EC-C18 N

NH, NH, OCH;
T T T T m‘:‘ CH
ODADIA Sig=260, 810 Ref=off (C: DOCUMEN INGS\ W\LLLONG\MY DOCUMENTS DECI4 DATA\AZO DYES\ 5URVEV30000004 D) ! ’ N Hz HZNH
Al /i
Poroshell 120 $B-C18 }\/k
A JUK | k Aniline o-toluidine  pathoxyanaline Benzidine

..............................

DADIA, Sig=260, 80 Ref=off (C: DOCUMEN INGS! W\LLLONG\MY DOCUMENTS DECI4| DATA\AZO DYES\SURVEVGOOUOOD& D)

NH,

” CH;

. PoroshelllZOPhenyIHexyI ; NHZ
M A H,N O O NH, 300 OCH

n 1 7 ’ min Cl HJC H2N

o

Saulen siehe Chromatogramme Chioroanline : - A3 Dimeogiensine Napthalamine
Probe Azofarbstoffe & Abbauprodukte Cl Dimethylbenzidine
Eluent A 10 mM Ammoniumacetat pH 4
Elunet B MeOH HN O O NH,
Gradient 15-100% MEOH in 10 min . -
Dichlorbenzidine

Agilent Technologies




Vortell einer Vorsaule

Methode: beschleunigter Lebensdauertest - Similac Probe = (Ersatzmilch verdinnt
300:1) gespiket mit zwei medizinischen Sulfa-Wirkstoffen;
Anderungen in der Peakbreite sid ein Indikator fiir Veranderungen auf der Saule

Erste Injektion
mit Vorsaule

4 4.5 min

Ansteigende
Peakbreite ist der
Indikator fur ein
Versagen der
Vorsaule 4 45  min

Wiedererzielte
Trenneffizienz nach
einem
Vorsaulenwechsel 4 45  min

Agilent Technologies




Vorsaulen: Einfluss auf die Trenneffizienz

Qualitatskontollprobe
2.1x100mm Poroshell 120 EC-C18 column, 2.1x5mm Vorsaule

0.60

mAU ohne Vorsaule
30 o o i
25 o 5 Naphthalin
20 — .
15 17800 Boden
10 i
5
0
= | 05 1 15 2 2 5min

mAU
35

30

0.641

mit Vorsaule

25 % § Naphthaﬁ n

15 18100 Bdden
10

5

0

29 | 05 1 15 2 2 5min

* Agilent Fast Guards fur UHPLC wurden so konzipiert, dass sie minimalen Einfluss
auf die Trenneffizienz der Saule ausuben - weniger als 10% Reduktion in der
Bodenzahl bei einer 50 mm Saule

* |n einigen Fallen wurde sogar ein Anstieq der Trenneffizienz, gemessen — s. 0.

Agilent Technologies



Beladbarkeit der Poroshell 120

Base Loading with Dextromethorphan
0.8

0.7 CH,

KA —QQ Z‘
= U.J

N
T |Jl\a

0.6

=== Agilent Poroshell 120 EC-C18, 3.0 mm x 100 mm, 2.7 um
(USCFX01009)

o
w

=== Supelco Ascentis Express C18, 3.0 mm x 100 mm, 2.7 um

0.4 (USKI001754)

Phenomenex Kinetex C18, 4.6 mm x 100 mm, 2.6 um
(501286-43)

Peak Width (s)

o
w

e Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18, 3.0 mm x 100 mm, 1.8
um (USUYBO01455)

0.2 Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18, 3.0 mm x 100 mm, 3.5

um (USUXV01435)

0.1

0.001 0.01 0.1 180% 25 mM Na,HPO, Puffer, pH 3.0
Concentration of Dextromethorphan (mg/mL) 20 % Acetonitril, 205 nm, 30 °C

Tellporose und total porose Saulen besitzen eine ahnliche Beladbarkeit.

Agilent Technologies




Optimierung: schnellst mogliche hochauflosende

Analyse - 12 Phenole auf Poroshell

Instrument: 1200 SL

Saule: Poroshell 120 EC-C18, 4.6 x 50mm, 2.7um
Mobile Phase:

Solvent A: Wasser with 0.1% Ameisensaure
Solvent B: Acetonitril

Temp.: 25 °C

Gradient::

Time %B

0.8 5%

6.8 60%

Detektion: 2 mm Flusszelle

0 5

120 EC-C18

Hydroquinon
Resourcinol
Catechol

Phenol
4-Nitrophenol
p-Cresol

0-Cresol
2-Nitrophenol

3,4 Di methyl phenol
10. 2,3 Di methyl phenol
11. 2,5 Di methyl phenol
12.  1-Napthol

©CoNOGOR~WNE

274 bar, 2.5 ml/min

trotz der hohen Flussrate

min

gute Trenneffizienz, gute Auflosung und schnell, aber keine Basislinientrennung des kritischen

Peakpaares -> hohere Auflosung?

Agilent Technologies




Hohere Auflosung durch langere Saule

Instrument: 1200 SL ; gydroqu?nolrl
Saule: Poroshell 120 EC-C18, 4.6 x 100 mm, 2.7um 3- Cesouhrc:no
Mobile Phase: 4. Pﬁltec I0
Solvent A: Wasser with 0.1% Ameisensaure 5- A I\‘T_no Henol
Solvent B: Acetonitril 6. -Cltropl eno
Temp.: 25 °C 7- p-Cresol
Gradient:: . o- _reso

i 8. 2-Nitrophenol
Time %B '

9. 3,4 Di methyl phenol

2 o 10. 2,3 Di methyl phenol
17 60% . ,3 DI methyl pheno

11. 2,5 Di methyl phenol

Detektion: 2 mm Flusszelle
12. 1-Napthol

mAU
100

80

60

2.0 ml/min, 394 bar

trotz der hohen Flussrate und der
langen Saule

40

20

2 4 6 8 10 12 min
sehr gute Trenneffizienz, sehr gute Auflosung aber weniger schnell -> héhere Auflosung?

Agilent Technologies




Hohere Auflosung durch langere Saule

Instrument: 1200 SL, Saulen: Poroshell 120 EC-C18, 4.6 x 150mm, 2.7um Mobile Phase: Solvent A: Wasser with 0.1%
Ameisensaure Solvent B: Acetonitrile Temperatur: 25 °C, Deteketionszelle: 2 ul

A 2 mL/min P = 538 bar

fir 600 bar Drucklimit

Hydroquinon
Resourcinol
Catechol

Phenol
4-Nitrophenol
p-Cresol

0-Cresol
2-Nitrophenol

3,4 Di methyl phenol
| 10. 2,3 Di methyl phenol
| I 11. 2,5 Di methyl phenol

100 |

i O |

ZE UL

N Y \ o I

©CoNOGOR~WNE

0 2 4 6 8 10 12 14 18  min 12. 1-Napthol
mAU
= | 1 mL/min P = 285 bar
100 .. L.
o fur 400 bar Drucklimit Gradient: 1mL/min
| ‘ Time%B
g | | 6.0 5%
40 ‘ ‘ \ | ‘ 51 60%
| | | ‘\ R “ Gradient: 2mL/min
20 ‘ ‘ ] o
| \ I 1 Time%B
ST R B | . Tinee
0 5 10 15 20 25 30 min 25.5 60%

optimaleTrenneffizienz, optimale Auflésung brauchten Zeit, h6heres Drucklimit spart Zeit

Agilent Technologies




Schnelle Methodenentwicklung Poroshell 120 SB C18

]

DAD Ny

Rot — Blanklauf

Blau - Paprika
) M’M:fﬂﬁ:__ NDHC-Nordihydrocapsacain

— =

—_— . , : : , . CAP —Capsacain
DHC - Dihydrocapsaicin

FLD
Exc 280 nm, Em 330 nm
,selektive“ Detektion nach selektiver Saule

O
I
(@)

: J.f\/\._;'\._.___.__.._ I, N S _.-.._L——*/\
| ]

é;;z’NDHC CAP

6 Minuten
! LY X 3 pars

Saule: Poroshell 120 SB C18, 3*100 mm, 2.7 um teilporés; Probe : 2g Paprika/20 ml MeOH/H20 1/1, filtiert;
IdentifikationEluent: 45%ACN mit 0.1% Ameisensaure; Flussrate: 0.84 ml/min; Temperatur 30C

Agilent Technologies




Anthocyanine in Lebensmitteln
Farbstoffe & Antioxidantien
Methodentransfer auf Poroshell 120 Saulen

e 4.6 mm x 75 mm 2.7 um, Poroshell 120 SB-C18

e Blueberry Extract
60
40
20° 15pL

T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
20 40 60 80 100 min

120 4.6 mm x 150 mm 3.5 pm, StableBond SB-C18

30 pL
T T T T T T T I T T T T T T T 1
20 40 60 80 100 min
mAUj
1204 4.6 mm x 250 mm 5 pm, StableBond SB-C18
50 L
T T T T T T T T h— T T T T T T T T T T 1
20 40 60 80 100 min

Saulen siehe Chromatogramme, Eluent: Wasser/MeOH mit Phosphorséure, Flussrate fur alle Saulen 1 ml/min; Gradienten an Saulendim-ension und
Flussrate angepasst- fiir 250 mm: t0= 23% B, 35min — 26%, 97 min — 60% B; fir 150 mm: t0= 23% B, 21min — 26%, 58 min — 60% B; fir 75 mm: t0=
23% B, 10.5 min — 26%, 29.1 min — 60% B; Injektionsvolumen siehe Chromatogramme

Agilent Technologies




Anthocyanine in Lebensmitteln
Farbstoffe & Antioxidantien
Methodenoptimierung auf Poroshell 120 Saulen

120 Blueberry Extract
100
80 2mL /min 15 pL
60-
40
20-
- s R i
y >
= Tl
D =
1.5 mL /min 15 pL < a
2 n
'i T T T T T T T T T T T T T T T T 1 CD _‘
15 20 25 min 3 'Q_Jr
N
AU
mmé 1.0 mL /min 15 pL @ P
100 .0 mL /min —
80 g ~t
60
40-
20 4.6 mm x 75 mm Poroshell 120 SB-C18, PN 689775-902
0 —
- s w0 5 ox % o aiin

kein Verlust der Trenneffizenz mit teilpordsen Partikeln

Agilent Technologies




Trennung von Azofarbstoffen und deren
Abbauprodukten

DAD1A, 5ig=260,80 Ref=ff (C:DOCUMEN...INGSIWILLLONGIMY DOCUMENTS|DECIADATAIAZO DYESISURVEY30000002.0) S t r u kt u re n d e r F a r b Sto I I e

Poroshell 120 EC-C18
U ]L NH, NH; OCH;
........... 5 1 C H3 N H 2
DADlA Sig=260, 80 Ref=off (C: \DOCUMEN INGS WTLLLONG\MY DOCUMENTS DEC14I DATA AZO DYES\SURVEY30000004 D) " HQN NH2
ﬁ Poroshell 120 $B-C18

= o oo =

4

3

; | Aniline o-toluidine . -

! /L jk ‘ Methoxyanaline Benzidine

DADlA Sig=260, 80 Ref=off (C: \DOCUMEN INGS\ WTLLLONG\MYDOCUMENTS DECI4I DATA AZ0 DYES SURVEVSUOOOUOG D)

NH, CH3 O NH2 NH
4 2
§ Poroshe||120 Phenyl Hexyl NJL A_M I\ ©H2N NH2 HaCOOCH3 .
........... ' ‘ ! Cl HC HoN

DADlA Sig=260, 80 Ref=off (C: \DOCUMEN INGS\ WTLLLONG\MYDOCUMENTS DECI4I DATA AZ0 DYES SURVEVSUOOOUOH D)

............

3,3"-Dimethoxybenzidine

Chloroaniline
Poroshell 120 BonusRP Dimethylbenzidine

; Napthalamine
2
1

. I )
"""" I A A A A HZNNH2
Cl

Dichlorbenzidine

3% Agilent Technologies




Flow Rate Optimization

20000

18000

16000

14000

Efficiency

12000

10000

8000

Flow Rate Optimization

X
X
X
X ®
X
° *+XX§*§§
+
v +F Ay
_|_
o J "
"
3
L
S
*®,
0.5 1 15

Flow Rate (ml/min)

®Peak 1
W Peak 2

Peak 3
XPeak 4
x Peak 6
®Peak 7
+Peak 8

18000

16000

14000

12000

10000

8000

Efficiency (N)

6000

4000

2000

Flow Rate Optimization

K'=14.4

.IIIFI..

@ Peak 2

mPeak 10

Optimal Efficiency of Peak 10 between

0.8 and 1.1 mi/min

0.5 1 15
Flow Rate (ml/min)

25 % Methanol 75 % Water 44 C 3 x 100 mm Agilent 1200 SL using 3 ul heater

Agilent Technologies




Batchreproduzierbarkeit der Poroshell 120 EC—-C18

mAU

2010 * B10015
i | | |  B11041
i | | | | 811226
b | | | | 8126;1

2012 ° | | 3 4 .

Analyse von Getrankeadditiven: sie zeigen lediglich geringste Abweichungen tber die
verschiedenen Batches, die im Verlauf der letzten 2 Jahre produziert wurden

Agilent Technologies




