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Um einem hoheren Standard auch in der
Qualitat von HPLC-Methoden zu errei-
chen, fordert die Zulassungsbehorde
FDA eine systematischere Planung von
Versuchen zur Methodenentwicklung
mittels ,Quality by Design“ (QbD) anstatt
der nochvielfach vorherrschenden , Trial
and Error“-Methodik [1]. Basis dafiir ist
die Bestimmung definierter Arbeits-
punkte (lokal/optimal und global/
robust) sowie eine Schadtzung des Design
Space (MODR) fiir die HPLC-Trennung.

In diesem ,,HPLC-Design Space* sind die
Methodenparameter zu einem definier-
ten Risikoniveau fiir alle vorgegebenen
Spezifikationen erfiillt. Fiir eine sichere
Einschatzung des Design Space bendtigt
man einen gut strukturierten Ansatz und
eine hohe Datenqualitat. ,,QbD-Design of
Experiments” (statistische Versuchs-
planung) ist der effektivste Ansatz um
diese Ziele zu erreichen. Mithilfe der
DoE-Software werden in vergleichs-
weise wenigen Experimenten Ursache
und Wirkung von HPLC-Trennprozessen
definiert und visualisiert. Auch den An-
forderungen der Behorden nach einer
sicheren Abschatzung robuster Arbeits-
bereiche kann durch diesen Ansatz Folge
geleistet werden.

EinflussgroBen, ZielgroBen,
Versuchsplan

Das Auffinden der Optima einer HPLC-
Trennungsoptimierung nach einer einfa-
chen Systematik [2], erfordert tatsdch-
lich deutlich mehr chromatographische
Erfahrung und Wissen als etwa Mathe-
matikkenntnisse [3]:

¢ Definition der Einflussgréfien,

¢ Definition der ZielgroRen,

e Auswahl von Modell und
Versuchsplan,
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Factor Role Low limit High limit Precision
tG Free = 20, 00 £0,00 B
o Free =) 30,00 60,00 a,s
4C(B2:B1)  Free o 0,00 100,00 0,5
%Bs Free v 0,00 10,00 0,5
%Be Free = 90,00 100,00 0,5
pH Free o 2,00 3,20 0,05
F Free == a,50 1,50 o, 01
Abb. 1: EinflussgroBen der HPLC-Trennung

Response Criterion Min Target Max
pplf2 Maximize | | 1,50 1T AT
pp2/3 Maximize | + 1,50 6,06
ppef4 Maxirmize | = 1,50 12 0
pp3/4 Maximize | 1,50 10, 54
ppa/5 Maximize | + | 1,50 11, 8
pp5/6 Maximize | | 1,50 11,76
ppa/7 Maximize | + 1,50 8,74
ppb/7 Maximize | + 1,50 10,74
pp1/8 Maximize | | 1,50 15,46
ppif9 Maximize | + 1,50 3,8
ppe/8 Maxirmize | = 1,50 10,25
pp10/11 Maximize | 1,50 10,72
‘tRmax Minimize | + | 1,50 23,00

Abb. 2: ZielgroBen der HPLC-Trennung
o Durchfiihrung der Versuche,

¢ Analyse der Rohdaten,

¢ Anpassen des Modells,

¢ Diagnose des Modells,

e Finden der Arbeitspunkte.

und kann nur dann erfolgreich gelingen,
wenn alle signifikanten Einflussgréfen
(Abbildung 1) und alle wichtigen Ziel-
groRen (Abbildung 2) einer HPLC-Tren-

nung mit Hilfe der statistischen Ver-
suchsplanung gleichzeitig untersucht
werden [4].

Den EinflussgroBen wird ein wesent-
licher Einfluss auf die ZielgroBen (Quali-
tatsmerkmale der HPLC-Trennung) un-
terstellt. Deshalb werden diese inner-
halb des statistischen Versuchsplanes
methodisch untersucht. Vor der Ermitt-
lung muss die Variation der Einfluss-
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gréBen, also der Raum in dem die Ein-
flussgréBen systematisch untersucht
werden sollen, festgelegt werden.

Wichtige ZielgroBen fiir eine HPLC-Tren-
nungsoptimierung sind die Auflésung R,
fiir eine selektive Trennung aller Peaks,
sowie die Retentionszeit des letzten
Peaks im Chromatogramm tRmax, zur
Minimierung der Analysenzeit. Um je-
doch alle Ziele einer Versuchsreihe abzu-
bilden, bendtigt man meist mehrere
ZielgréRen. Dabei treten haufig Zielkon-
flikte zwischen den ZielgroBen auf. Die
Einstellungen der EinflussgréRBen, die fir
die eine ZielgroBe giinstig sind, kénnen
fir eine andere ZielgroBen ungiinstig
sein [5].

Lokaler/Optimaler Arbeitspunkt
und Globaler/Robuster
Arbeitspunkt:

Optimaler Arbeitspunkt - Tool
Optimizer [6]:

Der ,,Optimizer” hilft bei der Suche nach
den optimalen Bedingungen. Mit der
Ermittlung eines von mehreren még-
lichen ,optimalen Arbeitspunkten“ im
multidimensionalen Arbeitsraum,
kommt man dem Ziel der HPLC-Tren-
nungsoptimierung schon nahe, erreicht
es aber nie. Die dazu notwendige Be-
rechnung der MehrgréBenoptimierung,
wird auf Basis eines Simplex-Algorith-
mus (Abbildung 3) gelést.

Da alle signifikanten ZielgroBen mit Spe-
zifikation hinterlegt sind, kann nun von
jeder moglichen Faktoreinstellung der
Abstand zu den Spezifikationsgrenzen
(Zieleinstellungen) berechnet werden.
Die Einzelabweichungen zu den Zielgro-
Ren werden nun kumuliert und logarith-
miert und mit dem log(D)-Wert ausge-
geben. Da simultan mehrere Simplex-
Optimierungen von verschiedenen Start-
punkten berechnet werden, kann nach
dem log(D)-Wert mit dem kleinsten Wert
optimiert werden, der dann den opti-
malen/lokalen Arbeitspunkt darstellt
mit einer Fehlerwahrscheinlichkeit von
0.08% (Abbildung 4).

Abbildung 5 zeigt eine Visualisierung des
optimalen Arbeitspunktes der multi-
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Abb. 3: Simplex-Auswertung der MehrgréRenoptimierung
# log(D) Prob. of failure | Factor Role Value Factor contribution
3 0,349 018%| | [EGEEREN Free 36,36 15,12
2 T Free 35,98 7,48
4 -0,421 0,08%
5 042 0.09% 3 tC(B2:B1)  Free 0,04 27,77
o ‘ 4 %Bs  Free 5,68 14,89
6 -042 0.09% | 5 ‘ggBe Free 90,00 7,91
7 -0.422 008% & ‘pH Free 3,12 19,76
8 -0,419 01% 7 F  Free 1,46 7,07
Abb. 4: Optimaler Arbeitspunkt der multidimensionalen HPLC-Trennungsoptimierung
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Abb. 5:

dimensionalen  HPLC-Trennungsopti-
mierung. Die Design Space (DS)-Grafik
ist insofern vereinfachend, als sie nur
eine zweidimensionale Darstellung der

2D-Design Space Plot des optimalen Arbeitspunktes

wichtigsten EinflussgréRen, tC und pH,
einer komplizierten Realitat ist.

Das Bild besteht aus einem Netz von
Vorhersagenin Punkten, die durch Linien
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mit definierter Wahrscheinlichkeit ver-
bunden sind. Das Akzeptanzkriterium ist
auf 1% eingestellt und niedrigere Werte
werden griin und hodhere Werte rot
gefarbt.

Robuster Arbeitspunkt - Tool Find
Robust Setpoint [7]:

Eine detaillierte und realistischere Be-
wertung eines Design Space kann mit
dem Design Space Explorer-Tool ,Find
Robust Setpoint“ (Abbildung 6) der DoE-
Software MODDE Pro 12 [8] vorgenom-
men werden.

Wie in Abbildung 6 dargestellt, beriick-
sichtigen die iiber 27 Millionen Simula-
tionen standardmaRig den Modellfehler
(Include model error).

o Die Auflosung (Resolution) ist die
Anzahl der Abschnitte, in die jeder
EinflussgroBenbereich unterteilt wird.

e Iterationen (Iterations) sind die
Anzahl der Simulationen in jedem
Abschnitt fiir jede ZielgroRe.

o Die Akzeptanzgrenze(Acceptance
limit) ist das Kriterium fiir die Fest-
legung des Design Space-Bereichs.

Die Suche nach einem robusten Arbeits-
punkt beginnt mit der Erstellung eines
Raumes, in dem die ZielgroBenspezifi-
kationen erfillt sind (Designspace /
Designraum = DS). Die angenommene
Standardgrenze betragt 1%, was bedeu-
tet, dass 99 % der Simulationen inner-
halb der Grenzen liegen.

Die Genauigkeit des robusten Optimie-
rungsverfahrens hangt von der gewahl-
ten Auflésung ab, d.h. bei Auflésung 8
wird der Design Space mit 8 Akzeptanz-
blécken gefiillt. Eine Auflésungserho-
hung auf 16 fihrt zu einer hdheren
Genauigkeit des Ergebnisses, aber auch
zu Uberaus langen Rechenzeiten (iiber 3
Milliarden Simulationen) verbunden mit
einem zu grof3en Design Space.

Ausgehend von dem gefundenen opti-
malen Arbeitspunkt wird mit ,Find
Robust Setpoint“-Tool (FRS) der Arbeits-
punkt ermittelt, der in allen mdéglichen
Raumrichtungen die groBte Distanz zu
den Spezifikationsgrenzen hat, dieser
entspricht dem robustesten oder globa-
len Arbeitspunkt (Abbildung 7).
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Find Robust Setpoint

Select the factors indude when generating the Design Space.
Remaining factors are kept at the selected setpoint.

Available factors: Selected factors:

[¥] Include model error Resolution: |8 v

[CJindude factor precision Iterations: 10000
Acceptance limit (%): 1

MNumber of points that are going to be simulated: 27 262 976.
Itis not recommended to select more than five factors since the
calculations may take very long time.

Find Robust Setpoint

Select the factors include when generating the Design Space.
Remaining factors are kept at the selected setpoint.

Available factors:

[¥] Include mode! error

Iterations: 1000

[[Jindude factor predsion

Acceptance limit (%): 1

Number of points that are going to be simulated: 3 489 660 923,

Itis not recommended to select more than five factors since the
calaulations may take very long time.

The current settings will result in a too large design space. Please
reduce the resolution or the number of selected factors.

Abb. 6:

Tool zum Finden des robusten Arbeitspunktes der HPLC-Trennungsoptimierung

£ log(D] | Prob. offailure | Factor Role Value Factor contribution
16 0,388 004% 1 #6  Free 31,43 16,98
17 20392 008%| 2 M Free 38,57 8,36
18 0421 PRETARE C(B2:B1)  Free 14,29 26,74

4 %Bs  Free 5,71 13, 64
19 -0.421 00% 5 ‘gBe  Free 91,43 6,40
20 -0,328 003% § ‘pH  Free 3,03 20,31
R 005% 7 F  Free 1,21 7,57

Abb. 7: Einstellungen der EinflussgroBen sowie deren Wirkungsstarke auf die
Trennoptimierung fiir den robusten Arbeitspunkt der multidimensionalen

HPLC-Trennungsoptimierung

36

3.4-

w
[

pH [unit]

28

2,6

0 10 20
tC(B2B1) [%6B2 in B1]

tG [min] = 31,4286

%8s %] = 5,71429

30 40

Abb. 8:

Der Faktor-Beitrag ist ein normalisierter
Wert und beschreibt den Faktor-Einfluss
auf alle ZielgroBen am robusten Set-
point. Am stdrksten beeinflusst werden
die ZielgroBen durch die Faktoren

e terndre Eluentzusammensetzung des
organischen Eluenten B (tC) mit
26,7%

e und pH des wassrigen Eluenten A mit
20,3%.

4D-Design Space Plot des robusten Arbeitspunkt.

Im 4D-Plot der EinflussgroBen mit dem
starksten Einfluss auf die HPLC-Tren-
nung (Abbildung 8), wird der robuste
Arbeitspunkt als Pfeilkreuz visualisiert.
Das Akzeptanzkriterium ist wiederum
auf 1% eingestellt und niedrigere Werte
werden griin, hohere Werte rot gefarbt.

Neben der Visualisierung des Design-
raums mit dem robusten Arbeitspunkt
als Fadenkreuz, steht als zusatzliches
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grafisches Werkzeug ein gestrichelter
Rahmen, der die Platzierung des so-
genannten ,Design space hypercube*
zeigt, zur Verfiligung.

Der Design space hypercube entspricht
dem Bereich, in dem alle Einfluss-
gréBenkombinationen verwendet wer-
den kénnen, ohne die ZielgréRenspezi-
fikationen zu beeintrachtigen. Seine
Ausdehnung im 2-D Space Plot (Abbil-
dung 9) wird durch den gestrichelten
Rahmen dargestellt

Abb.9: 2D-Design Space Plot des robusten

Arbeitspunktes mit dem
groBtmaglichen reguldren Hyper-
wiirfel

Die multidimensionale Ausdehnung des
Design Space Hypercube (iber alle 7
Dimensionen wird durch die griinen Bal-
ken in der Ubersicht zum ,,Design Space
Hypercube* (Abbildung 10) angezeigt.

Die griinen Balken zeigen die Bereiche
der EinflussgréBen an, in denen alle Ein-
flussgréRen gleichzeitig und ohne wei-
tere Einschrankungen geandert werden
kénnen. Etwas groRere Bereiche fiir die
einzelnen EinflussgréRen sind durch die
schwarzen T-Linien strukturiert, die den
zuldssigen Bereich einer Einflussgrofe
darstellen, wahrend alle anderen Ein-
flussgréRBen auf ihren Einstellwert fiir
den robusten Arbeitspunkt konstant
gehalten werden.

Abb. 12:

Arbeitspunkt-Analyse:

Mit Hilfe der Arbeitspunktanalyse (Abbil-
dung 11) kann gezeigt werden, wie die
Einstellungen der 7 EinflussgroBen um
den jeweils gefundenen Arbeitspunkt
herum variiert werden kdnnen, unter
Beriicksichtigung sowohl der Zielgro-
Renspezifikationen als auch der Akzep-
tanzgrenze von 1%. Die Schatzung er-
folgt mittels Monte-Carlo-Simulationen
an den Einstellungen der Zielgréf3en. Die
DoE-Software [7] fiihrt eine Suche
durch, um den groBtmdglichen Tole-
ranzbereich fiir jede EinflussgréRe zu er-
mitteln, der verwendet werden kann und
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dennoch alle ZielgréBenspezifikationen
erfullt.

Wie ersichtlich werden fiir die Einfluss-
groBen tC, pH, T, F und %Be des globa-
len, robusten Arbeitspunktes wesentlich
breitere geschatzte akzeptable Bereiche
erhalten. Dies bedeutet aber, dass die
Robustheit der HPLC-Trennungsopti-
mierung abhangig von den gefundenen
Arbeitspunkten (lokal/optimal und glo-
bal/robust) der HPLC-Trennung ist. Mit
dem 4D-Design Space Plot der Arbeits-
punkt-Analyse wird die getroffene Aus-
sage zur Robustheit visualisiert (Abbil-
dung 12).

Design space hypercube

Factor Setpoint

Hypercube low edge,  Hypercube high edge

Hypercube range

314386 31,4385 371429
14,2857 0 14,2857
3,02857 285714 3,02857
38,5714 38,5714 22,8571
1,35714 1,21429 15
571420 571429 714286
91,4286 a0 92,8571

Abb. 10:

Ubersicht zum Design space hypercube

B2 Setpoint Analysis - Optimizer Setpoint (#7)

Low Setpoint High

T

Estimated acceptable range

264 364 464
0 01 02 ;
3 31 32 b [ 3
30 36 42
1,42 1,46 15 m
35 57 79
899 90 90,1
B2 Setpoint Analysis - Optimizer Setpoint (R) - A X
[ Factor Low, Setpoint High Estimated acceptable range
| 258 34 37
™ re——
w 3w E
12 1% 15 e | .
39 57 75 B | e
90 91,4 9238 B | .

Abb. 11: Arbeitspunkt-Analyse der Optima mit einer totalen Fehlerwahrscheinlichkeit von 1%,
(oben) Arbeitspunkt-Analyse fiir den lokalen, optimalen Arbeitspunkt, (unten)
Arbeitspunkt-Analyse fiir den globalen, robusten Arbeitspunkt.

4D-Design Space Plot (links) lokaler/optimaler Arbeitspunkt, (rechts) globaler/robuster Arbeitspunkt

-4-
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Fir den ermittelten globalen/robusten
Arbeitspunkt wird eine groBere griine
Design Space-Flache ausgewiesen, d.h.
die Robustheit der HPLC-Trennung ist in
der Ndhe des globalen/robusten Arbeits-
punktes am héchsten.

Da kommerziell erhdltliche Software-
tools zur fliissigchromatographischen
Modellierung der Optimierung einer
HPLC-Trennung wie ACD/LC Simulator®,
DryLab®, ChromSword®, Osiris® u.a. im-
mer nur den lokalen/optimalen Arbeits-
punkt ermitteln, fiihrt die Nutzung die-
ser Modellierungs-Tools zu einge-
schrankten Robustheitsaussagen in der
Optimierung einer HPLC-Trennung.

Zusammenfassung

Um einem hoheren Standard in der Qua-
litat einer HPLC-Trennung zu erreichen,
ist eine multidimensionale Tren-
nungsoptimierung unter Einbeziehung
der statistischen Versuchsplanung (DoE)
zwingend notwendig.

Nur die Findung des globalen/robusten
Arbeitspunktes der HPLC-Trennung und
des Design Space Hypercube (MODR)
erlaubt, die in allen méglichen Raum-
richtungen des multidimensionalen
Raumes groBte Distanz zu den Spezi-
fikationsgrenzen zu ermitteln, d.h. die
maximale Variation der EinflussgroBen
zu erhalten, ohne die Design Space-
Grenzen zu liberschreiten.

Das hierfiir benutzte QbD-Konzept fiir
die Optimierung der HPLC-Trennungen
mit mehr als 3 EinflussgréfRen und mehr
als einer ZielgréRBe, verbindet die sehr
effektiven Arbeitsweisen von Computer-
unterstiitzter HPLC-Trennungsoptimie-
rung (CMD) und statistischer Versuchs-
planung (DoE).

Mit der Findung des globalen/robusten
Arbeitspunktes und des Design Space
Hypercube der HPLC-Trennung ist eine
Maoglichkeit gegeben, HPLC-Trennungen
hochster Robustheit zu entwickeln und
regulatorische Flexibilitat zu erhalten.
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