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Ultra-schnelle und hochauflösende Analyse         
Wann nutze ich welche Säule?!
ultra-schnelle Analyse:

• Hohe Probenzahl oder schnelle 
Antwortzeiten

• kurzer, generischer Gradient

• Kurze Säule

• Hohe Flussrate

• 1.8 um Partikel

Partikel- / Matrix-haltige Proben:
• 2.7 um Poroshell 
• für Proben die warhscheinlich die Fritten und 
Zwischenpartikelplätze blockeren würden und für schnelle Analysen
• Maximierung der Auflösung bei moderatem Druck

Hochauflösende Analyse:

• komplexe Probe mit der 
Trennung jeder Komponente, 

• lange Gradienten

• lange Säule

• „normale“ bis hohe Flussrate

• 1.8 um Partikel und                   
2.7 um Poroshell



5 um 1.8 um
<2micron

Wie unterscheiden sich Agilent sub2 micron Säulen?

RRHD – 1200 bar
Kartuschensäulen – 400 bar
RRHT – 600 bar

Alle Säulen enthalten die identischen Partikel, sie 
sind aber in unterschiedliche Hardware gepackt.    
Die Selektivität ist also identisch!



Selektivitätsvergleich: Sub 2um vs. Poroshell 120
17 Aminosäuren mit 1290 Infinity 
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Poroshell 120 EC-C18
3.0 x 100mm, 2.7um

Pmax=331 bar
F=0.86 mL/min

RRHT Eclipse Plus C18
3.0 x 100mm, 1.8um

Pmax=474 bar
F=0.86 mL/min

RRHD Eclipse Plus C18
3.0 x 100mm, 1.8um

Pmax=528 bar
F=0.86 mL/min

Rs6,5=1.98

Rs6,5=2.28

Rs6,5=2.90

Rs14,13=1.81

Rs14,13=2.34

Rs14,13=1.81

W½ 9 =0.043 min.

W½ 9 =0.036 min.

W½ 9 =0.045 min.



Fast 
Analysis

High Rs 
(N)

400 bar LC 
“Fitness”

600+ bar 
UHPLC 

“Fitness”

Scalability 
of Particle ID’s 4.6, 

3.0 & 2.1 
mm

Dirty 
Samples?1.8, 3.5um 

etc.
Kartuschen 

400 bar ja ja ja nein ja ja möglich

RRHT           
600 bar ja ja möglich möglich ja ja möglich

RRHD     
1200 bar ja ja nein ja ja nein möglich

< 50 mm

3.0 & 2.1

Kurzform: ZORBAX Säulenauswahlhilfe

Stable Bond Familie Eclipse XDB/Plus Familie Bonus RP Extend C18
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Schutz RRLC Säulen vor zu hohen Drücken        
> 400/600  bar



Schnelle und hochauflösende Analyse –
HPLC/UHPLC

Für schnelle und hochauflösende Analysen gelten 
bezüglich der RRHT, RRHD und Poroshell120 die selben 
Regeln.

Geschwindigkeit und Auflösung können nicht in einem 
Schritt maximiert werden. Auflösung braucht Zeit!

N ∝
tR L

L
∝

Gegensätzliche Forderung

Diese Zusammenhänge gelten für sub 2 Mikron und Poroshell120 Säulen gleichermassen.



Säulen-
länge
(mm)

Effizienz
(Bodenzahl) 

N (5 µm)

Effizienz
(Bodenzahl) 
N (3.5 µm)

Effizienz
(Bodenzahl)   
N (1.8 µm)

(2.7 µm)
150 12500 21000 35000

100 8500 14000 23250

50 4200 7000 12000

Schnelle Trennungen – Reduktion der Säulenlänge

Wie hält man die Effizienz konstant?
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Diese Zusammenhänge gelten für sub 2 Mikron und Poroshell120 Säulen gleichermassen.



Schnelle Trennungen – Reduktion der Säulenlänge    
unter Erhalt der Effizienz

Reduktion der Säulenlänge 

Säule 1: 4.6 mm x 150 mm, 5.0 µm Säule 2: 4.6 mm x 50 mm, 1.8 µm, total porös

Reduktion der Partikelgröße 

2.7 um Poroshell 120

Dies gilt für sub 2 Mirkon und Poroshell Partikel gleichermasen.
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Maximale Geschwindigkeit
Optimaler Einsatz von RRHT für HPLC/UHPLC

min0 1

1

2Peak TR        N Rs  
1 0.40    2991    0
2 0.69    4025    6.9

Rapid Resolution HT Säule (L1)
ZORBAX Eclipse XDB-C18: 4.6x30mm, 1.8um
P/N 923975-902
Eluent: 60% Methanol:40% Wasser, 
Fluss: 1.5 mL/min
Injektion: 1uL, 
Temp: 25 C

ACHTUNG! optimiertes LC-System nötig 
optimiertes Verzögerungvolumen
optimiertes Extrasäulenvolumen
auch bei 400 bar Säulen

RRHT/D liefert bei minimiertem Verzögerunsvolumen maximale 
Geschwindkeit für ultra-schnelle Analysen.
Verzögerungsvolumen kostet Zeit.



Beschleunigung durch Erhöhung der Flussrate 
unter Erhalt der Auflösung
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Lineargeschwindigkeit (ue- cm/sec)

• Flussratenerhöhung um 100%

• Reduktion der Laufzeit um 50%

• Reduktion der Gradientensegmente um 50%

Kleingedrucktes der van 
Deemter Kurve

1. Van Deemter Kurven gelten 
nur für isokratische Läufe

2. Van Deemter Kurven sind 
substanzspezifisch

3. Van Deemter Kurven sind 
auch für sub-2-μm oder 2.7 
um teilporöse Partikel nicht 
horizontal, sondern nur flach.
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RRHD/RRHT: kurze 50mm Säulen mit typischen
ACN-Gradientenbedingungen liegen unter 600 bar

Probe: Octyl-Dimethyl-para-aminobenzoesäure
(Sonnenschutzprodukt)
Säule: RRHD Eclipse Plus C18 3 x 50mm 1.8um, 
Temp: 40C, 
Flussrate: 1.5 ml/min, 
Gradient: 40-90% ACN/Wasser in 2 min.  
Druck: bis zu 460 bar
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Schnelle Trennung mit hoher Auflösung
RRHD Säule und Agilent 1290 Infinity LC

Octyl-dimethyl para-Aminobenzoesäure 
Säule: RRHD Eclipse Plus C18, 
Dimension: 2.1 x 100mm 1.8um
Temp.: 40°C, 
Flussrate. 0.74 ml/min (entspricht 3.5 ml/min für 4.6 mm ID) 
Elution: 40-90% ACN/Wasser in 4 min.  
bis zu 775 bar

längere Säule mit höherer Flussrate für mehr Auflösung in nur wenig längerer Zeit



Ausnutzen der Methanol Selektivität
Rückdruck stellt kein Problem dar

Octyl-dimethyl para-Aminobenzoesäure 
Säule: RRHD Eclipse Plus C18
Dimension: 2.1 x 100mm 1.8um, 
Temp.: 40C, 
Flussrate: 0.52 ml/min, 
Elution: 50-100% MeOH/Wasser in 5.7 min.  
bis zu 845 bar



Schnelle Analyse mit Agilent ZORBAX             
Rapid Resolution High Definition Eclipse Plus C18
Methode
Säule ZORBAX RRHD Eclipse Plus C18, 2.1 x 50 mm, 1.8 
µm 

(SN USDAY01001)
Mobile Phase A=0.02% H3PO4, B=Acetonitril/Methanol 3/1
Flussrate 1.6 mL/min
Gradient 0-1.85 min 30-100% B
Injektionsvolumen 1 µL
Detektor Sig=280/10 nm, Ref=400/50, 80 Hz

Sig=255/10 nm, Ref=400/50, 80 Hz
Temperatur 45°C
Probe Antioxidanten ca. 100 ppm

Daten: Gerd Vanhoenacker   Forschungsinstitut für Chromatographie
Kennedypark 26   8500 Kortrijk   Belgien

1.6 mL/min ist eine sehr hohe Flussrate für schnelle Trennungen



Schnelle Analyse: ZORBAX Rapid Resolution High 
Definition Eclipse Plus C18
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 DAD1 D, DAD1C, DAD: Signal C, 280 nm/Bw:10 nm Ref 400 nm/Bw:50 nm (G:\1290\AOX JASMIN\AOX-AM2-45C-101.D)
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Daten: Gerd Vanhoenacker   
Forschungsinstitut für Chromatographie
Kennedypark 26   8500 Kortrijk   Belgium

RRHD Eclipse Plus C18, 2.1 x 50mm, 1.8um, 
Pmax 1070 bar
Diese Probe mit 10 Komponenten benötigt 
einen Gradienten, der zu Drücken über 1000 
bar führt
Analysenzeit < 2 Minuten!



Hohe Auflösung gegen Analysenzeit
Höhere Säulenlänge

Säulen: RRHD SB-C18, 2.1 mm ID, Länge siehe Abbildung, 
Mobile Phase: 60 %Wasser:Acetonitril, Flussrate: 0.5 mL/min, Temp: RT, Peaks: 1: Uracil, 2 Acetophenon, 3 
pPopiophenon, 4 Butyrophenon, 5 Valerophenon, 6 Hexanophenon

RRHD 1.8um 1200 bar Rs3,2:  5.64
N6 : 10,700
Druck: 350 bar

Rs3,2:  11.98
N6 : 34,100
Druck:750 bar

Rs3,2:  9.02
N6 : 21,100
Druck: 566 bar

50 mm

100 mm

150 mm

min0 1 2 3 4

min0 1 2 3 4

min0 1 2 3 4
0



Zugewinn: Effizienz & Auflösung mit langen Säulen 
150 + 100 mm = 250 mm 1.8um @ 1100 bar

ZORBAX RRHD SB-C18, 1.8um Säulen
Mobile Phase 25:75 Wasser:Acetonitril, Flussrate: 0.5 mL/min, Raumtemperatur

Hohe Auflösung Rs in 3.5 Minuten, 250mm, 1.8um bei 1100 bar

α3,2: 1.20
Rs3,2:  8.76
N6 : 50,200
Pw2: 0.018 min
Pw6: 0.037 min

α3,2: 1.19
Rs3,2:  6.42
N6 : 31,400
Pw2: 0.016 min
Pw6: 0.029 min

150 mm (P:582 bar)

150 +100 mm (P:1095 bar)1. Uracil
2. Acetophenon
3. Propiophenon
4. Butyrophenon
5. Valerophenon
6. Hexanophenon  
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Hochauflösende Analysen: lange 1.8um Säulen 

min0 2 4 6 8 10 12 14

mAU

0

50

100

150

200

 DAD1 A, Sig=254,4 Ref=off (E:\090422JWH\PRESSURE000027.D)
 PMP1, PMP1B, Pressure

Mobile Phase A: Wasser B:Acetonitril, Flussrate=0.25 mL/min, Raumtemperatur, 
Säule: ZORBAX RRHD, SB-C18, 2.1 x 150+100 mm, 1.8um

Gradient 10-100% B/15 min.
Druck 800- 900 bar
Druck zu Gradientenbeginn ca. 480 bar

Lange Säulen in Serie geschaltet liefern max. Rs für komplexe Proben  
Aromastoffe für geräucherte Lebensmittel



Optimale Auflösung für Gradientenanalysen mit 
RRHD Säulen

optimal anwendbar für Säulen im Längenbrereich von 50 – 150mm.

k* =
S • ΔΦ • Vm

tG • F
Einfache Optimierung: 
tG = Gradientenzeit
F = Flussrate
Vm = Säulenvolumen 
(Änderung der Säulenlänge)
ΔΦ = Gradientenbereich
S = substanzspez. Konstante

(α - 1)
α[ ]Rs = √ N k-Faktor N = Bodenzahl

a = Selektivität

k = Kapazitätsfaktor – isokratische Elution
K* = Retentionsfaktorsfaktor – Gradientenelution



Analyse: Süssholzwurzel (Lakriz) auf RRHD Säulen 
30 Minutengradienten für jede Säulenlänge
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RRHD SB-C18 2.1 x 50 mm, 1.8um
Pmax=366 bar
nc = 424 

RRHD SB-C18 2.1 x 100 mm , 1.8um
Pmax=595 bar 
nc = 485

RRHD SB-C18 2.1 x 150 mm, 1.8um
Pmax=768 bar 
nc = 589 

Rs: 2.40

Rs: 1.37

Rs:  0

Instrument: 1290 Infinity
Mobile Phase: 10-100% B /30 min   A: 0.1% Ameisensäure B: Acetonitril  mit 0.1% 
Ameisensäure, Flussrate: =0.4 mL/min, Raumtemperatur, Detektion: 280nm UV



Analyse: Süssholzwurzel (Lakriz) auf RRHD Säulen 
30 Minutengradienten für jede Säulenlänge

1290 Infinity
Mobile Phase: 10-100% B /30 min, A: 0.1% Ameisensäure B: Acetonitril  mit 0.1% Ameisensäure, Flussrate=0.4 mL/min, RT, Detektion: 280nm UV

2 4 2 4 6

Rs: 2.40
Rs: 1.37

2 4

Rs:  0

50 mm 100 mm 150 mm

7 Peaks 8 Peaks 9 Peaks

Peakkapazität und Auflösung werden durch die Parameter Säulenlänge 
und Gradietenzeit optimiert.



Vergleich: Peakkapazität                                  
Säulenlänge und Gradientenzeit

10 Minuten 20 Minuten 30 Minuten

50 313 358 424

100 343 418 485

150 386 483 589

Analyse: Süssholzwurzel
Gradienten-
zeit Säulen-

länge

Farbig unterlegte Zahlen entsprechen vergleichbarer Peakkapazität

nc= tg/wBasisline des letzten eluierten Peaks1

1. Neue, U.D., et. al, Advances in Chromatography,  41, 93 (2001)

Diese Zusammenhänge gelten für sub 2 Mikron und Poroshell120 Säulen gleichermassen.



Dispersionsvolumen – Extrasäulenvolumen
Einfluss auf die Trenneffizienz

mD
LFr

⋅
⋅⋅⋅

=
24

4
2 πσ

Dispersion: Aris-Taylor Gleichung



Relative Effizienz (Theor. = 100 %)

2.1 x 50, 100, 150mm

4.6 x 50, 100, 150mm

3.0 x 50, 100, 150mm

Bodenzahl, % der Theorie gegen Dispersion
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36 μl Dispersion, 1.8 μm Partikel
8 μl Dispersion,   1.8 μm Partikel



Detektionszellen

13µl Standard Flusszelle: 
für maximale Sensitivität
hohe Anforderungen an quantitative Analysen, 
zB.  analytische Methodenentwicklung,QA/QC

2µl Micro Flusszelle: 
für maximale Auflösung
ultra-schnelles semi-quantitatives Arbeiten,             
zB. Screening Experimente, HT LC/MS/UV

5µl Semi-micro Flusszelle: 
bester Kompromiss zwischen Sensitivität und 
Auflösung
für gute quantitative und qualitative Resultate,   
zB Screening, HT LC/MS/UV, Early 
Formulation Studies

* abhängig von analytischen Bedingungen und Säulendimension

Dimension Sensitivität
*

Auflösung*

13 µl / 10mm +++ +
5 µl / 6mm ++ ++
2 µl / 3mm + +++

Neues Design:
Temperatur entkoppelt
Spiraleinlass
Identifikationschip
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Erhöhte Sensitivität mit RRHT: Eclipse Plus C18

Säule:  Eclipse Plus C18, Mobile Phase: A: Wasser, B: MeOH, (15:85) Temperatur:  25°C    Flussrate: 1 mL/min.         
Detektion:  310, 4 nm, 0.5 s response time, semi-micro Flusszelle, Probe: Sonnencreme

4.6 x 50 mm, 1.8 µm
P=208 bar

4.6 x 150 mm, 5 µm
P=82 bar

1. 2-hydroxy-4-
methoxybenzophenon

2. Padimate-O
3. 2-ethylhexyl trans-4-

methoxycinnamat
4. 2-ethylhexyl salicylat

2
3

5um  Rs3,2= 6.41

8 10 12

1.8 um Rs3,2= 6.51
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Identische Skala für beide Peakpaare



Detektionszelle 1290 Infinity
- optischer Lichtleiter

Hohe Lichttransmission durch innere Totalreflexion (TIR)  

Unbeschichteter Lichtleiter 
Lichtleiter (fused silica) 

Vorteile:
höchste Sensitivität (S/N) mit kleinstem Zellvolumen (dispersion effects)
verlässliche und robuste Peakintegration (automated) durch
praktisch keine Brechungsindexeffekte & Temperatureffekte (LM Temperatur)
unbeschichtetes Fused Silica (keine spezeillen Reglen zur Handhabung oder 

unerklärliche Basislinieneffekte)
einfache Auswahl (eine Zelle für fast alle Applikationen)
einfache Handhabung der Zelle/Zellaustauschs



Martixbelastete Proben für 1.8 um Partikelsäulen

Filtration anspruchsvoller Proben erhöht die Lebensdauer 

und vermeidet Blockaden der Säule
• Minimierung der Partikel mit 0.2um Filter statt 0.45um Filter
• Einsatz von Uni-prep Filterfläschchen

• SPE – Bond Elut unumgänglich in bestimmten Fällen

• HPLC grade Lösungsmittel für die Probenvorbereitung
• Filtration der Puffer
• Pufferaustausch: alle 24 bis 48 Stunden



Lebensdauervergleich: Blutplasma (Protein 
gefällt) auf RRHD und RRHT

Injection of Plasma Samples on RRHD 
vs. RRHT Columns
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RRHD Pressure
(bar)
RRHT Pressure
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Probenvorbereitung:
Plasmaproteine gefällt mit ACN
zentrifugiert
filtriert durch 0.2um Filter



1290 Infinity Inline Filter für 1200 bar Systeme

Designed für minimales Carryover
direkte Ankopplung an das Injektionsventil oder die Säule
1200-bar Kompatibilität
Totvolumen 1.3ul
Filter 0.3um
flexible Kapillaren

1290 Infinity Inline Filter (0.3um) 5067-4638

1 Filter cap Non orderable

2 Filter housing Non orderable

3 Fitting insert Non orderable

4 SST capillary rigid 5067-4637

5 SST capillary flexible 5067-4636

6 Filter frits (0.3um) 5023-0271 (5/pk)



Die Agilent Fast Guard für UHPLC ist ein 
vollintegriertes Vorsäulensystem (one-piece
guard) für den schnellen Wechsel und maximale 
Kompatibilität mit den Agilent Trennsäulen

Vorsäule

Kapillare (integriert)

Fitting/Ferrule
(integriert)

für 1.8um: EC-C18, EC-C8, SB-C18 & SB C8
Dimensionen: 2.1mm, 3.0mm (in Kürze), 4.6mm ID x 5mm Länge

Sub 2 Micron ZORBAX Vorsäulen
ACHTUNG! Vorsäulen stellen ein Verzögerungsvolumen 
dar, das zur Verlängerung der Analyse beiträgt.



Löslichkeit der Probe im Starteluenten –
Gefahr eines Druckpulses in Falle einer Unlöslichkeit/Niederschlags

Wird die Probe aus einem Lösungsmittel höherer Viskosität oder 
Elutionskraft injiziert, kommt es zu Peakverbreiterung und Deformierung 
insbesondere früheluierender Peaks – deutlicher bei sehr schnellen 
Analysen.

Benutzten Sie reinste organische Elutionsmittel. ACN kann 
polymerisieren, insbesondere unter sauren Bedingungen. Aus Flaschen 
gelöstes Silikat, kann mit steigendem ACN-Gradienten ausfallen. 

Ungenügende Löslichkeit des Puffers im organischen Lösungsmittel 
kann zu Säulenblockaden führen.

Probe, Injektion und Elutionsmittel



Pufferlöslichkeit in 100% organ. Solvent



Vielen Dank für Ihre Aufmerksamkeit!!
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Effizienz: Poroshell 120 EC-C18 mit verschiedenen
Datenaufnahmeraten

Säule:  Poroshell 120 EC-C18, 4.6 x 100mm  Instrument:  1200 SL 2ul Flusszelle
Flussrate:  2.00 ml/min  Probe: 2ul Injektion of 3B   Mobile Phase: 60:40 MeCN:Wasser
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LC über 600 bar: RRHD Säulen
Agilent ZORBAX RRHT Eclipse Plus C18, 2.1 x 100 mm, 1.8 um; PN 959764‐902, 

SN USUXU01664, LN B08101

y = 935.21x + 7.1903
R2 = 0.9993

y = 1025.3x + 13.279
R2 = 0.9973

y = 1817.7x + 21.259
R2 = 0.9946
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Methanol/Water
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Matrixbelastete Proben für 1.8 um Partikelsäulen

Proben müssen partikelfrei sein –
einfache Probenvorbereitung – In-Line Filter

In-Line Filter: 01090-68702

Frits- 2 um:280959-904

Frits- 0.5 um:280959-907

für 600 bar

für 400 bar

5067-1551 RRLC In-line filter, 2mm, 0.2um filter

5067-1553 RRLC In-line filter, 4.6mm, 0.2um filter

5067-1555 Replacement frits, 2 mm, 0.2um, 10/pk

5067-1562 Replacement frits, 4.6 mm, 0.2um, 10/pk

1290 Infinity In-Line Filter für 1200 bar
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Säulenoptionen für die UHPLC

1. RRHD Säulen
• 1.8 µm Säulen für höchste Produktivität bis 1200 bar

• Uneingeschränkt einsetzbar für Agilent 1290 Infinity LC

• Kurze Säulen auch einsetzbar für Agilent 1200 RRLC

• Einsatzbereich: höchste Auflösung in kürzerer Zeit

• Phasen: Eclipse Plus C18, SB C18, SB C8

• Dimensionen: 2.1 und 3 mm id x 50, 100 und 150 mm

Identische Selektivität 
wie entsprechende 
RRHT Phase!
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Säulenoptionen für UHPLC
2. RRHT Säulen

• 1.8 µm Säulen für schnelle LC mit 600 bar Drucklimit

• Uneingeschränkt  einsetzbar für Agilent 1200 RRLC

• Einsetzbar für Agilent 1290 Infinity LC bis 600 bar

• Phasen: StableBond- und Eclipse-Familien, Bonus, Extend C18

• Dimensionen: 20 bis 150 mm, mit 20, 30, 50 und 75 mm Länge 
ideal für schnelle Trennungen mit hoher Auflösung

• 4.6, 3.0 und 2.1 mm ID

Identische Selektivität 
wie entsprechende 
RRHD Phase!
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Säulenoptionen für UHPLC
3. Poroshell 120 Säulen

• Säulen für schnelle und hochauflösende LC zunächst mit 600 
bar Drucklimit, später mit 1200 bar

• Uneingeschränkt  einsetzbar für Agilent 1200 RRLC

• Einsetzbar für Agilent 1290 Infinity LC bis 600 bar

• Einsatzbereich: schnelle und ultra-schnelle LC

• Phasen: StableBond C18 und EndCapped C18

• Dimensionen: 30 bis 150 mm, mit 30, 50, 75, 100 und 150 mm 
Länge ideal für schnelle Trennungen mit hoher Auflösung

• 4.6, 3.0 und 2.1 mm ID
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Spezielle Probenvorbereitung für Poroshell 120?

Keine spezielle Probenvorbereitung

Für Poroshell 120 Säulen muss die selbe Sorgfalt für Proben- und 
Elutionsmittel-vorbereitung getroffen werden, die auch für Säulen 
gepackt mit 3.5 um Partikeln durchgeführt wird. Diese 
Säulentypen haben identische Porengrösse der Fritten (2 um).
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Poroshell 120 – minimiertes Verstopfungspotential
2 um Fritte - Blutplasma ungefiltert

Diflusinal in Plasma

0

20

40

60

80

100

120

140

160

180

200

220

240

260

280

300

320

340

360

380

400

1 501 1001 1501 2001 2501

Injections

Pr
es

su
re

0

20000

40000

60000

80000

100000

120000

140000

160000

180000

200000

Ef
fic

ie
nc

y 
(N

)

End Press
Plates

Säule: Poroshell 120 EC-C18,   3.0 x 50mm, 2.7um      LC: Agilent 1200 RRLC (SL) 
Probe:  CAN gefälltes Plasma:  2 Teile Plasma: 7 Teile 20/80 Wasser-MeCN w/0.1 % Formic Acid  mit 1 Teil Diflusinal in 
50/50 Wasser-MeCN 10 ug/ml   (efinale Konzentration Diflusinal 1 ug/ml)  schütteln und absetzten lassen 10 min.
Injektion Volumen: 1ul 
nicht zentrifugiert / nicht filtriert

Solvent A: Wasser w/0.1 % TFA
Solvent B: MeCN w/0.08 % TFA
Flussrate 1 ml/min 1 ul Injektion
Time % B
0 20
0.5 90
0.6 90
1.1 20
2.5 20
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2.1 mm ID Poroshell 300 – hohe Flussraten für
hohe Auflösung und schnelle Trennung

1
2

3
4

5

6
7

8

0                                                                 0.5                                                                1.0
Time (min)

Säule: Poroshell 300SB-C18
2.1 x 75 mm, 5 um

Mobile Phase:A: 0.1% TFA
B: 0.07% TFA in ACN

Gradient: 5 – 100% B in 1.0 min.
Flussrate: 3.0 mL/min.
Temperatur: 70°C
Druck: 250 bar
Detektion: UV 215 nm

Probe:
1. Angiotensin II
2. Neurotensin
3. Rnase
4. Insulin
5. Lysozyme
6. Myoglobin
7.Carbonic Anhydrase
8.Ovalbumin

Poroshell liefert hohe Auflösung bei hohen Flussraten und damit schnelle 
Trennungen für Proteine und Peptide.  

Ursache: reduzierter Diffusionspfad und verbesserter Massentransfer
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Poroshell 120 vs. Poroshell 300

Poroshell 120 für Peptide Mapping
• Peptidverdauproben von Proteinen oder monoclonal Antikörper
• Typische Gradientenverläufe lassen sich gut anwenden
• Flussraten von 0.5 mL/min oder höher für schnelle Analysen auf 2.1 mm ID 

Säulen
• Poroshell 120 EC-C18 für LC/MS Applikationen mit Ameisensäure

Poroshell 300 für grössere Biomoleküle
• Proben mit  Polypeptiden 
• Für sehr grosse Proteine
• Hohe Flussraten optimieren die Trenneffizienz (z.B. 1.0mL/min auf 2.1 mm ID 

Säulen)
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Selektivitätsvergleich Poroshell 120 EC C18 und 
Sub 2-micron RRHT Eclipse Plus C18

min0 2 4 6 8 10

min0 2 4 6 8 10

RRHT Eclipse Plus C18
1.8 um
P = 510 Bar

Poroshell 120 
EC‐C18 
2.7 um 
P = 332 Bar

Säulen: 4.6 x 100 mm
A: Wasser 0.1% Ameisensäure
B: Acetonitril 0.1% Ameisensäure
Gradient 2 ml/min
Initial 8 % B
10 min 30% B
275 nm 2mm Flusszelle
Injektion: 10 uL 
Agilent 1200 SL  
40 °C

1. Hydroquinon
2. Resorcinol
3. Catechol
4. 4‐Nitrophenol
5. p‐cresol
6. o‐cresol
7. 2‐Nitrophenol
8. 2,3 Dimethyl phenol
9. 2,5 Dimethyl phenol
10. 1‐Naphthol

10

4 5
6 7

8

9

10

1
2

3

1
2

3
4 5

6
7
8

9

Agilent RRHT zeigt einen geringeren 
Rückdruck als die meisten sub 2um 
Säulen, aber Poroshell hat noch weniger 
Rückdruck.

Poroshell 120 liefert 90% der sub 2-micron Effizienz und Rs bei geringerem Druck
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ZORBAX Eclipse Plus

• breiter pH-Breich: 2 - 9

• monofunktionelle Silane

• doppeltes Endcapping

• empfohlen als erste Wahl bei der 
Methodenentwicklung

• Eclipse Plus mit 95Å Porengrösse

Vorteil:

• hohes Endcapping minimiert 
ionischen WW -> hohe Effizienz für 
unterschiedlichste Substanzen u. auch
für Basen im neutralen Bereich

verbessertes 
doppetes 
End Capping
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ZORBAX StableBond SB
• Stark sauerer pH-Bereich: 1 - 8

• monofunktionelle Silane mit sterisch 
anspruchsvollen Seitenketten 
(Diisopropyl bei C8, C3,CN, Phenyl 
und Diisobutyl bei C18) 

• kein Endcapping - sterische 
Abdeckung restlicher Silanolgruppen

•Verfügbar in zwei Porengrössen:     
80Å und 300Å

Vorteil:

•alle restlichen Silanolgr. in 
ungeladener Form ->keine ionischen 
WW -> hohe Effizienz, auch für 
Basen/geladene Moleküle, im stark 
sauren Bereich
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Methodenentwicklung: Selektivitätsunterschiede 
von  ZORBAX RRHT/RRHD C18 Phasen

Säulen: RRHT 4.6 x 50 mm 1.8 um 
Mobile Phase: (69:31) ACN: Wasser, Flousrate:1.5 mL/min., Temp: 30 °C, Detektor: Single Quad ESI positive mode scan
Probe:1. Anandamide (AEA), 2. Palmitoylethanolamide (PEA), 3. 2-arachinoylglycerol (2-AG),. Oleoylethanolamide (OEA)

Eclipse Plus C181 2
3

4

1 2 3 4 5

1. Wahl
Beste Auflösung
& Peakform

StableBond
SB-C18

1 23
4

min1 2 3 4 5

2. Wahl
Selektivitätsalternative 
kein Endcapping

Voraussetzung für eine effiziente Methodenentwicklung sind verschiedene 
stationäre Phasen und Selektivitätsoptionen
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Mehr Produktivität durch mehr Auflösung              
1.8 um RRHD Säulen und 1290 Infinity LC

Schnelle Analysen mit komplexen Proben

Gradientenanalysen mit 4-10 Komponenten

Hochauflösende Analysen in “kurzer” Zeit

Auswahl verschiedener Säulenlängen für die optimal Auflösung

Maximierung der Peakkapazität für Gradiententrennungen komplexer 
Proben
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Van Deemter für Poroshell 120 und RRHT

H (cm) vs Flow rate (mL/min)
(60:40 ACN:H2O, all columns 4.6mm x 50mm)
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Poroshell 120 SB-C18, 2.7µm

RRHT Zorbax SB-C18, 1.8 µm

1.8 µm totally porous particles2.7 µm Poroshell 120

H (cm) vs Flow rate (mL/min)
(60:40 ACN:H2O, all columns 4.6mm x 50mm)
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Poroshell 120 SB-C18, 2.7µm

RRHT Zorbax SB-C18, 1.8 µm

1.8 µm totally porous particles2.7 µm Poroshell 120

Superficially porous Partikel und 1.8um Partikel weisen sehr 
ähnliche Effizienzen auf und sind damit beide optimal 
einsetzbar für UHPLC.
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Schnelle Analyse
Höchste Peakkapazität in vorgegebener Zeit?

• Kurzer Gradient (5 min)

• Peakkapazitäten:

258 für 50 mm

240 für 100 mm

221 für 150 mm
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Schnelle Analyse
Höchste Peakkapazität in vorgegebener Zeit?

• Langer Gradient (40 min)

• Peakkapazitäten:

422 für 50 mm

510 für 100 mm

525 für 150 mm
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Maximale Leistung bei gegebener Gradientenzeit

• t_g < 5min: 50 mm column length

• 5min < t_g < 30min: 100 mm column length

• t_g > 30min: 150mm column length

Daumenregel: Einsatz höchster Flussrate und Temperatur

• t_g < 5min: 50 mm column length

• 5min < t_g < 30min: 100 mm column length

• t_g > 30min: 150mm column length
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Einordung des Beispiels im 1290 Infinity Bereich

June 06, 2005Page 55

“Power Range”
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Einordung des Beispiels im 1290 Infinity Bereich

June 06, 2005Page 56

“Power Range”
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Breiter Selektivitäts- und Applikationsbreich           
für RRHD ZORBAX und Poroshell 120 Säulen
Startpunkt: Eclipse Plus C18, EndCapped C18/C8 und 
StableBond C18/C8

Unterschiedliche Selektivität
• Eclipse Plus C18, EndCapped C18/C8 und StableBond C18/C8

Optimale Peakform im gesamten pH-Bereich: 2-9
• Intensives Endcapping von C18-Phasen: Eclipse Plus C18 und EC C18/C8

Optimale Stabilität im sauren pH-Bereich
• C18-Phasen ohne chemisches Endcapping – StableBond C18

Weitere Phasen werden in Kürze im RRHD Format und als 
Poroshell 120 angeboten
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• t_g < 5min: 50 mm column length

• 5min < t_g < 30min: 100 mm column length

• t_g > 30min: 150mm column length

P.  Petersson et al (AZ),  J.Sep.Sci, 
31, 2346-2357, 2008

D. Guillarme et al, Journal of Chromatography 
A, 1216 (2009) 3232–3243, 2009

Maximale Leistung bei gegebener Gradientenzeit

Daumenregel: Einsatz höchster Flussrate und Temperatur
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Schnelle Analyse
Höchste Peakkapazität in vorgegebener Zeit?

• Je höher die Flussrate 
umso höher die Peak-
kapazität!

• Dies gilt für alle Säulen-
und Gradientenlängen!
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Effizienz von Poroshell 120 ist minimal geringer als
die von RRHT, aber bei kleinerem Druck

Using Agilent 1200SL w/80 Hz Detection 
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Poroshell 120 EC C18

Competitor C18 2.5 um

Eclipse Plus C18 5 um

Eclipse Plus 3.5 um

Eclipse Plus C18 1.8 um
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Poroshell 120  
hohe Trenneffizienz bei geringem Druck

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

Flussrate: 0.582 mL/min
Druck: 174 bar
Acetonitril/Wasser (60:40)
Injektion Volumen: 4 µL
TCC: 26 oC
DAD: Sig=254,4nm Ref=360,100nm
Probe: RRLC Checkout Probe (PN 5188-6529), 
Alkylphenone gespiked  mit 50 µL 2 mg/mL 
Thioharnstoff  in Wasser/Acetonitril (65:35)
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Hohe Auflösung: 12 Phenole auf langer     
Poroshell 120 EC-C18 Säule – unter 400 bar!

2.0 ml/min, 394 bar
mAU
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1. Hydroquinon
2. Resourcinol
3. Catechol
4. Phenol
5. 4-Nitrophenol
6. p-cresol
7. o-cresol
8. 2-Nitrophenol
9. 3,4 di methyl 

phenol
10. 2,3 di methyl 

phenol
11. 2,5 di methyl 

phenol
12. 1-napthol

Säule: Poroshell 120 EC-C18, 4.6 x 100mm, 2.7um
Mobile Phase:
Solvent  A: Wasser with 0.1% Ameisensäure
Solvent B: Acetonitril
Gradient::
Zeit %B
2.0 5%
17 60%
1200 SL 
Temp.: 25 °C
2 mm Flusszelle
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Schnelle Analyse von Pharmazeutika auf          
Poroshell 120 – Hohe Flussraten

LC: 1200SL; Säule: Poroshell 120 SB-C18, 4.6 x 50mm, 2.7um    Mobile Phase:  0.2% Ameisensäure 80% Wasser:20% 
CAN; Temperatur:  25 °C,   Detektion: 275 nm,   Injekt.vol: 2ul
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1.0 mL/min  142 bar

1.5 mL/min  211 bar

2.0 mL/min  279 bar

2.5 mL/min  347 bar

1 3 4 5
6

1.  Acetaminophen      2.  Caffeine  3.  2-acetamidophenol       4.  Acetanilide      5.  Phenacetin      6.  Salicylic acid
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Poroshell 120 EC-C18 - schnelle UHPLC Analysen

Säule:  Poroshell 120 EC-C18 3.0 x 100mm, 2.7um  Mobile Phase:  65% A: 0.2% Ameisensäure:  35% B: Methanol
Isokratisch, Flussrate variert    1 µL Injektion   26 oC    Sig = 220, 4 nm, Ref = Off    Probe:  1.  Saccharin  

2.  Coffein  3.  P-hydroxybenzoesäure   4.  Aspartam  5.  Dehydroesigsäure  6.  Benzoesäure

Flussrate = 0.75 mL/min, 
P = 433 bar 

Flussrate = 1.0 mL/min, 
P = 559 bar

3

Viskose Lösungsmittel wie Methanol können problemlos eingesetzt werden.


