Vorteile der Miniaturisierung der HPLC

Technische Grundlagen und Voraussetzungen fir on-line Kapillar-LC / MS

- M. Breyer Y2, M. Twele *, K. Schmeer ?, P. Foldi ** -

Mit Kapillar-LC und nano-HPLC (50 bis 800 um S&uleninnendurchmesser) durchgefihrte
Analysen kdnnen ebenso sicher und zuverlassig sein wie mit herkémmlicher analytischer
HPLC (4,0 oder 4,6 MM ID) durchgefihrte. Unabdingbar hierfir sind jedoch geeignete
Testverfahren, z.B. zur Kontrolle sowohl der Effizienz als auch der Selektivitat der Saulen.
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Eluent: A: Hz0, B: MeCN +0.1% Benzylalcohol, Flow: 10 uL/min, Pressure: 0.4 Mpa, Temperature: ambient,
Detection: 254 nm, Flow cell: 100 nL volume, 0.3 mmpath length




Einfluss des Injektionsvolumens: Abb. 4

Ein weiterer kritischer, experimen-
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Mit guten Phasen gut gepackte Kapillarsaulen haben (nahezu) gleich gute Standzeiten
wie analytische Saulen. lhre Lebensdauer hangt im Wesentlichen von der Reinheit der
Eluenten und von der Probenmatrix ab.

Einfluss des Saulendurchmessers: Die chromatographische Effizienz bzw. Auflésung
sollten unabhangig vom Innendurchmesser der verwendeten HPLC-S&ulen, wenn diese
mit gleicher stationérer Phase ein und desselben Batches geflllt sind. Im Gegenteil, in
Abb. 5 mit GROM Saphir C18
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4000 [ —o—o—).
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Einflu3 des Volumens der Durchflu3zellen: Um fir Analysen in der Routine méglichst
hohe Auflosung zu gewahrleisten, muld das Totvolumen eines HPLC-Systems (z.B.
Kapillarverbindungen, Saulenein- u. Ausgang, DurchfluRzelle etc.) bekanntlich méglichst
klein sein. Dies ist unabhangig von der Detektionsart (s. Abb.3 und Abb.4). Zu beachten ist
jedoch, dal’ bei der UV-Detektion oft kleine FluRRzelle synonym mit kleiner Schichtdicke ist

und somit nach dem Lambert-Beer'schen Gesetz ,,, o
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Die ,driving force”, namlich das wichtigste Argument fur den Einsatz von Kapillar-LC und
nano-HPLC ist nicht wie vielfach behauptet die L&sungsmittelersparnis, somit
Umweltschutz und Senkung der Kosten, oder kleine Probenmengen, sondern der
drastische Gewinn an Empfindlichkeit (~ 200-fach, s. Abb. 10) sowie die einfache, sichere
Handhabung fur die on-line LC / MS-Kopplung, die das Splitten des Eluats Uberfliissig
macht. Selbst bei UV- oder Radio-Detektion und simultaner on-line Kopplung mit MS ist
der Verlust an Auflésung bei entsprechender Konstruktion des Splitters vernachlassigbar
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I ‘r : Stationary phase: GROM Sapphire 110 C18 -5 um, Column size: 125mmx .. ID, Eluent: A
- JyEphiny : g I " Pt bl H20 + 0,1% HCOOH, B MeCN + 0,1% HCOOH, Gradien: 5-70% B (0-20 min), Flow (fin.
CN (vAv), Flow (lin. vel.): 0.80 mm/s, Temperature: ambient, Dete i L
\‘ | (Bn?m 100 ns., In'e<):tion: 200 nL, Sanlla le: alkyl benzoates 1} }H ‘} vel.)::0.80 mm/s, Temperature: ambient, Detection: UV-(225 nm), Flow cell: 100nL /0.3

mm. Iniection: 200 nL druas (50 - 250 ua of each)

Summary: Durch Kapillar-LC und nano-HPLC erzielte Analysenergebnisse sind
ebenso sicher und zuverlassig wie die mit konventioneller HPLC erzielten. Abb. 11
und 13 belegen vielmehr die weitaus hohere Empfindlichkeit und die hohe
Auflésung moderner HPLC, besonders jedoch von on-line Kapillar-LC / MS.

Analyse von Pharmaka und Metaboliten

Abb. 12 UV-Detektion Abb. 13 on-line MS
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1) Paracetamol (70 pg/mL) 6) 7-OH-Coumarin (175 pg/mL) 11)  Phenacetin (90 pg/mL) 16)  Dehydronifedipin (90 pg/imL)
2) Dextrorphan (140 pg/mL) 7 1-OH-Midazolam (36 pg/mL) 12)  Coumarin (120 pg/mL) 17)  Nifedipin (70 pg/imL)
3) 6-OH-Chlorzoxazon (140 pg/imL) 8) Methoxymorphinan (100 pg/mL 13)  Mephenytoin (210 pg/mL) 18)  Midazolam (100 pg/mL)
4) 4-OH-Mephenytoin (70 pg/mL) 9) Dextromethorphan (100 pg/mL) 14)  Chlorzoxazon (140 pg/mL) 19) Diclofenac (90 pg/imL)
5) 4-OH-Midazolam (100 pg/mL) 10)  Nirvanol (350 pg/mL) 15)  4-OH-Diclofenac

m, Eluent: A: H,O + 0.1% HCOOH, B: MeCN + 0.1 % HCOOH; Gradient:
0% B (0-20 min), 70% B (20-25 min), Detection: MS/MS (atmospheric pressur
nisation), Flow rate: 10 pL/min ( main tream5 pL/min), Temperature: amben
jection: 0,2 uL

0 , B! 1%
O pL/min Pressure: 28.2 MPa Temperature:

Flow cell: 100 nL/ 0.3 mm Injection: 200 n

tationary phase: GROM Sapphire 110 C18, 5 pm, Column size: 125 x 0.5 ‘
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