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Warien auf
die Zukunfi?
Nano-, Mikro- und zweidimensionale
HPLC zeigen sich heute schon stark

- Dr. Thorsten Teutenberg, Sandy-Dominic Freihoff, Terence Hetzel, Juri Leonhardt
Institut fiir Energie- und Umwelttechnik e. V., Duisburg, Deutschland
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Ein groBes Thema auf der in Briigge abgehaltenen HTC-Konferenz, die sich thematisch

mit Kopplungsverfahren von HPLC und innovativen Detektionstechniken befasst, war die
Diskussion iiber Systemvolumina moderner UHPLC-Systeme. Wieder einmal ist fest-
zustellen, dass die Sdulen- und Partikeltechnologie die Gerdtetechnologie iiberholt hat,

so jedenfalls die Meinung vieler Experten. Es wurde mehrfach betont, dass die Verwendung
von TrennsGulen mit einem Innendurchmesser kleiner als 2,1 mm nicht sinnvoll ist, da die
Systemvolumina moderner UHPLC-Systeme trotz des groBen Fortschritts der letzten Jahre
immer noch zu groB sind [1]. Leider wurde in der Diskussion auBer Acht gelassen, dass es
schon seit vielen Jahren Mikro- und Nano-HPLC-Systeme gibt, bei denen das Gradienten-
verweilvolumen sowie die Totvolumina weniger als einen Mikroliter betragen. Diese Gerdte
sind allerdings in der Wahrnehmung sowohl der Anwender als auch Systemtheoretiker
immer noch nicht in den unmittelbaren Fokus geriickt. Diese Liicke soll der vorliegende

Beitrag schlieBen.

Nano-LC-MS-Kopplung

Es ist vollkommen unstrittig, dass die theoretisch
verfiighare Trennleistung moderner station4rer Phasen
nur dann zur Geltung kommt, wenn alle Volumina,

die zu einer Bandenverbreiterung auflerhalb der Trenn-
sdule fiihren, deutlich reduziert werden. Mit dem im
Folgenden beschriebenen Versuchsaufbau sollte deshalb
der Frage nachgegangen werden, ob es mdglich ist,
Nano-S4ulen in Verbindung mit einem Mikro-LC-System
und einem konventionellen Massenspektrometer zu

nutzen. Als Trennsiule wurde eine monolithische Sdule
von Merck mit einem Innendurchmesser von 100 pm
verwendet. Diese wurde {iber einen Filter mit dem Injektor
des Mikro-LC-Systems sowie dem Emittertip des Massen-
spektrometers verbunden. Als Massenspektrometer wurde
ein dlteres Gerdt von AB Sciex (QTrap 3200) verwendet.
Um die Bandenverbreiterung nach der Trennsiule zu
minimieren, wurde ein Emittertip mit einem Innen-
durchmesser von 25 pm eingesetzt. Der Wechsel des

Tips ist ohne groen Aufwand innerhalb weniger
Minuten moglich.

Abb. 1 Versuchsaufbau zur Kopplung von Eksigent Mikro-LC, Merck CapRod und AB Sciex QTrap 3200.
Die VergroBerung zeigt die Verbindung der Trennsdule mit dem Injekior und dem Emittertip des Massenspekirometers.

38

q&more 01.14

Wie anhand des Systemaufbaus in Abbildung 1 deutlich
wird, kann die Sdule wie eine Transferkapillare zwischen
Injektor und Tonenquelle des Massenspektrometers
eingespannt werden. Laut Empfehlungen des Sdulen-
herstellers sollte ein Druck von 200 bar nicht tiberschrit-
ten werden, sodass die Flussrate unter den gegebenen
Bedingungen auf 5L min™ eingestellt wurde. Abbildung
2 zeigt den Vergleich der Trennung von ca. 50 Arznei-
stoffen. Im ersten Fall wurde die Trennung mit einem
konventionellen HPLC-System und einer monolithischen
Phase mit einem Innendurchmesser von 2,0 mm erzielt.
Im zweiten Fall wurde der in Abbildung 1 dargestellte
Versuchsaufbau gewihlt. Bei Betrachtung der Peakbreiten
fallt auf, dass keine signifikante Bandenverbreiterung zu
beobachten ist, wenn eine Nano-Trenns4ule verwendet
wird. Dieses Ergebnis mag zunichst tiberraschen, zumal
keine Modifikationen an der Tonenquelle des Massen-
spektrometers vorgenommen werden miissen, um diese
in einem niedrigen Flussbereich einsetzen zu kénnen.
Allerdings muss betont werden, dass eine Reduzierung
des Innendurchmessers der Trennsiule bis 100 pm

nur mit speziellen, fiir die Mikro- oder Nano-HPLC
ausgelegten Systemen moglich ist. Diese sind allerdings
seit mehreren Jahren von einer Vielzahl an Anbietern
kommerziell verfiighar. Des Weiteren ist es zwingend
erforderlich, die Dispersion nach der Trennsédule
weitestgehend zu minimieren. Ohne die Anpassung des
Innendurchmessers des Emittertips ist die Nutzung von
Nano-S4dulen mit dem gewahlten Aufbau nicht méglich.
Ein weiterer deutlicher Vorteil des miniaturisierten
Ansatzes ist der Losemittelverbrauch. Im Vergleich zur
konventionellen Trennung betrigt dieser gerade einmal
ein Prozent.

Zweidimensionale Nano-LC x
Mikro-LC-MS-Kopplung

Wihrend eindimensionale Trennungen im Bereich der
Target-Analytik etabliert sind, spielen zweidimensionale
Trennungen im Bereich von Screening-Analysen und
der Identifizierung von Biomarkern aus komplexen
Proben eine immer wichtiger werdende Rolle [2].
Dariiber hinaus konnen diese Verfahren ganz allgemein
im Rahmen eines Suspected- oder Nontarget-Screening,
z. B. in der Wasser-und Abwasseranalytik, Anwendung
finden. Solche Analysestrategien wurden in den vergange-
nen Jahren immer haufiger diskutiert, insbesondere das
Langenauer Wasserforum hat hier mafgebliche Impulse
gesetzt.
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Chromaolith RF C-18, 50 mm x 2,0 mm
Flussrate: 500 pL min ™'
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Abb. 2 Vergleich der Trennung von ca. 50 Arzneistoffen mit konventioneller HPLC-MS-Kopp-
lung (oberes Chromatogramm) sowie mit dem in Abbildung 1 dargestellten Versuchsaufbau
(unteres Chromatogramm).

Abb. 3 3D-Plotf der LCxLC-Trennung einer Abwasserprobe. Weiterflihrende Informationen
konnen der Literaturstelle [3] enfnommen werden.
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Thorsten Teutenberg, Jg. 1973, hat Chemie an der
Ruhr-Universitdf Bochum studiert. Er hat dort zum Thema ,Hoch-
temperatur-HPLC” am Lehrstuhl fur Analytische Chemie promoviert.
2004 wechselte er an das Insfitut flr Energie- und Umwelttechnik e. V.
in Duisburg als wissenschaftlicher Mitarbeiter. Seit 2012 leitef er den
Bereich Forschungsanalytfik und beschdftigt sich vorwiegend mif
allen Aspekten der Hochtemperatur-HPLC, miniaturisierten Trenn- und
Detektionstechniken sowie multidimensionalen chromatografischen
Verfahren.

Vor diesem Hintergrund wurde ein zweidimensionales

LC x LC-System, bestehend aus einer Nano- und Mikro-LC
in der ersten und zweiten Trenndimension, auf Basis der
Eksigent-Technologie entwickelt [3]. Das in der Publika-
tion von Haun et al. beschriebene System wurde speziell
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fiir die Erfordernisse eines Wasser- oder Abwasserscree-
nings modifiziert. In der ersten Trenndimension wurde
deshalb eine Phase aus grafitisiertem Kohlenstoff von
Thermo verwendet. Das Material zeichnet sich nicht
nur durch eine deutlich stirkere Retention fiir polare
Substanzen aus, sondern weist auch eine im Vergleich zu
klassischen silikabasierten G-18 Phasen unterschiedliche
Selektivitit auf. In Abbildung 3 ist ein 3D-Plot einer
Abwasserprobe dargestellt, wobei auf der x- und y-Achse
die Retentionszeiten der einzelnen Trenndimensionen
und auf der z-Achse die Intensitit aufgetragen ist. Es ist
deutlich zu erkennen, dass durch die zweidimensionale
Auftrennung eine Verteilung der Peaks {iber die zur
Verfligung stehende Fliche erfolgt. Durch die Kopplung
mit einem Q-TOF-Massenspektrometer ist es moglich,
anhand der Bestimmung der Summenformel und des
Fragmentierungsmusters die Analyten sicher zu identi-
fizieren. Weitergehende Auswertungen befassen sich nun
mit der Frage, ob der hier vorgestellte technologische
Ansatz einem konventionellen eindimensionalen Trenn-
verfahren mit 2,1 mm ID Trenns4ulen iiberlegen ist [4].

Fazit

Die hier aufgefiihrten Beispiele belegen das enorme
Potenzial miniaturisierter Trenntechniken. Durch die
Anwendung der Nano- und Mikro-LC lassen sich nicht
nur betrdchtliche Mengen an toxischen und teuren
organischen Losemitteln einsparen. Vielmehr wird durch
den kompakten Aufbau dieser Systeme eine optimale
Kopplung zwischen der Trennsdule und dem Massenspek-
trometer erhalten. Kritische Systemvolumina, die zu einer
Bandenverbreiterung und somit geringen Trenneffizienz
fuhren, konnen somit eliminiert werden. Laut Ansicht der
Autoren ist ein ,,Warten auf die Zukunft“ nicht notwendig,
wenn es um die Verfligharkeit leistungsstarker miniaturi-
sierter Trennsysteme geht. Entsprechende Gerite sind
bereits seit mehreren Jahren kommerziell verfiighar.

m feutenberg@iuta.de
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Partikelmesstechnik —

Ich sehe was, was Du nicht siehst!

Mehr Wissen, mehr Kontrolle,
mehr Produktionssicherheit!

Durch die in-situ Partikelanalyse von METTLER TOLEDO kénnen Sie gezielt und mit geringem
Zeitaufwand Ihre Prozesse optimieren. Die Information mitten aus dem Prozess ermdglicht
ein ideales Verstandnis fiir den Prozess. Dadurch kann man effizient und sicher optimieren
und spdter auch den Prozess kontrollieren.

Die bewdhrte und in der Pharmaindustrie weit verbreitete Particle Track Technologie
ist nun kostengiinstig auch fiir folgende Anwendungsbereiche verfiigbar:

= Kristallisation — opfimierte PartikelgréBe, kurze Filtrafionszeiten

= Emulsion — schneller zu stabilen Emulsionen

= Flokkulation — effiziente Flokkulationsmittel, minimaler Materialeinsatz

» www.mt.com/particle-track




