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QbD-Konzepte werden zunehmend zur 

Sicherung der der Qualität von analy-

tischen Methoden in pharmazeutischen 

Unternehmen benutzt [1,2]. Um einem 

höheren Standard auch in der Qualität 

von HPLC-Methoden zu erreichen, for-

dert die Zulassungsbehörde FDA zuneh-

mend eine systematischere Planung von 

Versuchen zur Methodenentwicklung 

[3]. Die Methodenparameter sollten in-

nerhalb bestimmter Grenzen ohne Ver-

lust an Selektivität der chromatographi-

schen Trennung angepasst werden kön-

nen. Die Basis dafür ist ein definierter 

Design Space (MODR) für die HPLC-Tren-

nung, in dem Anpassungen von Metho-

denparameter nicht als Änderungen be-

trachtet werden. Für die Definition des 

Designspace im multidimensionalen 

Raum wurden sowohl Einflussgrößen als 

auch Zielgrößen festgelegt und Experi-

mente zur Findung des Designspace um 

den globalen robusten Arbeitspunktes 

der HPLC-Trennung [4-15] mithilfe soft-

waregestützter [16] statistischer Ver-

suchsplanung (DoE) ausgeführt und 

visualisiert. Das hierfür benutzte QbD-

Konzept der Multi-Einflussgrößen-

/Multi-Zielgrößen-Optimierung mit 

6 Einflussgrößen und 10 Zielgrößen 

zeigt eine eindeutige Abhängigkeit der 

gefundenen Optima bzw. deren Robust-

heit von der Zahl der gewählten Zielgrö-

ßen an und ist bei einer Trennungsopti-

mierung mit mehreren Einflussgrößen 

und mehreren Zielgrößen immer zu 

beachten. 

Zielgrößen der  
HPLC-Trennungsoptimierung: 

Allgemein beschreiben Zielgrößen das 

Ergebnis eines Versuches. Sie können 

Messwerte sein, aber auch Größen, die 

aus einem oder mehreren Messwerten 

errechnet werden. Die Auswahl der Ziel-

größen für eine HPLC-Trennungsopti-

mierung gestaltet sich ziemlich schwie-

rig. Um möglichst alle Ziele einer Ver-

suchsreihe abzubilden, benötigt man 

also mehrere Zielgrößen. Dabei treten 

häufig Zielkonflikte zwischen den Ziel-

größen auf. Einstellungen der Einfluss-

größen (Abbildung 1), die für eine Ziel-

größe günstig sind, können für andere 

Zielgrößen ungünstig sein. Wichtig ist, 

dass die Untersuchungsziele erfasst 

werden [17]. 

Die Interpretation der Ergebnisse wird 

erleichtert, wenn die Anzahl der Zielgrö-

ßen umfassend aber jedoch möglichst 

klein ist und jede Zielgröße einen ande-

ren, möglichst grundlegenden, Zusam-

menhang erfasst.  

Schon sehr erstaunlich ist es daher, dass 

noch in kommerziell erhältlichen Soft-

waretools zur flüssigchromatographi-

schen Modellierung der Optimierung ei-

ner HPLC-Trennung die Auflösung des 

kritischen Peakpaares am lokalen (opti-

malen) Arbeitspunkt als das Kriterium 

Quality by Design und Designspace in der HPLC:  

Die Optima einer HPLC-Trennung - Teil 3 Optima vs. Zielgröße 
Dr. Hans-Werner Bilke 

LC-Pharm-HPLC-Expert Service 

Abb.1: Einflussgrößen der HPLC-Trennungsoptimierung 

Abb.2: DryLab®-simuliertes Chromatogramm der HPLC-Trennung für den zentralen 
Arbeitspunkt des Versuchsplanes mit den obig aufgeführten Zielgrößen; 
Chromatographische Bedingungen: tG (6min), T (24°C), Eluent B (Acetonitril), 
%Bstart (28%), %Bend (62%), pH (2.5), F (0.5ml/min), Verweilvolumen (1.25ml). 
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für die "Güte" einer HPLC-Trennung 

angesehen wird.  

Wichtige Zielgrößen einer HPLC-Tren-

nungsoptimierung sind die Auflösung Rs 

für eine selektive Trennung aller Peaks 

und die Retentionszeit des letzten Peaks 

im Chromatogramm tRmax. zur Minimie-

rung der Analysenzeit. Zur Trennung 

komplexer Gemische sollten in einem 

Chromatogramm möglichst viele Peaks 

mit genügender Auflösung nebeneinan-

der Platz haben. Die Anzahl der Peaks ist 

umso größer, je höher die Trennstufen-

zahl der Säule ist und je länger man ge-

willt ist, auf den letzten Peak zu warten 

[18]. Die Zahl möglicher Peaks ZMP im 

Chromatogramm ist daher eine weitere 

Zielgröße in der Optimierung einer HPLC-

Trennung. Es ist die Zahl der Peaks, die 

mit einer bestimmten Auflösung, in der 

Regel Rs=1.5, in einem definierten 

Retentionszeitfenster getrennt werden 

[19].  

Als Zielgrößen für unser Beispiel einer 

robusten Trennungsoptimierung wird 

deshalb nicht allein die Auflösung des 

kritischen Peakpaares Rs
6/7 der HPLC-

Trennung betrachtet, sondern es werden 

die Auflösungen der Peakpaare 

Rs
1/2,Rs

2/3,Rs
3/4,Rs

4/5,Rs
5/6,Rs

6/7,Rs
7/6 ,Rs

7/8 

(Abbildung 2), die maximale Analysen-

zeit (tRmax) und die Zahl möglicher Peaks 

(ZMP) im Chromatogramm in die Tren-

nungsoptimierung einbezogen.  

Das Auffinden des globalen, robusten 

Arbeitspunktes der HPLC-Trennungsop-

timierung erfolgt nach einer einfachen 

Systematik, die tatsächlich deutlich 

mehr chromatographische Erfahrung 

und Wissen erfordert als etwa Mathe-

matikkenntnisse [20]:  

 Definition der Einflussgrößen,  

 Definition der Zielgrößen,  

 Auswahl von Modell und 

Versuchsplan,  

 Durchführung der Versuche,  

 Analyse der Rohdaten,  

 Anpassen des Modells,  

 Diagnose des Modells,  

 Finden der Arbeitspunkte.  

Betrachten wir nun die Zielgrößenkrite-

rien zur HPLC-Trennungsoptimierung 

(Abbildung 3): Zu beachten ist hierbei, 

dass nicht ausgewählte Zielgrößen je-

weils prognostiziert werden, d.h. in die 

Optima-Findung der HPLC-Tren-

nungsoptimierung mit einbezogen 

werden. 

Zur Visualisierung des globalen, robus-

ten Designraums um den jeweiligen ge-

fundenen robusten Arbeitspunkt 

(schwarzes Kreuz), steht als grafisches 

Werkzeug der sogenannte „Design 

Space Hypercube“ im 2D-Design Space 

Plot als gestrichelter Rahmen (Abbil-

dung 4) oder in der multidimensionalen 

Ausdehnung über alle 6 Dimensionen 

(Abbildung 5) der Balken-Plot als 

„Hypercube range“ der Einflussgrößen 

zur Verfügung. Der „Design Space 

Hypercube“ ist der größtmögliche regel-

mäßige Hyperwürfel im unregelmäßigen 

Design Space Volumen [20]. 

Aus den Abbildungen 4 ist zu entneh-

men, dass in Abhängigkeit von der ge-

wählten Anzahl an Zielgrößen im 2-D 

Design Space Plot tG-F unterschiedlich 

große Flächen für den Design Space 

Hypercube der HPLC-Trennungsoptimie-

rung erhalten werden. Ein größerer 

Abb.3: Zielgrößenkriterien für HPLC-Trennungsoptimierung, links: 1 Zielgröße (Rs
6/7), rechts: 5 Zielgrößen (Rs

1/2, Rs
6/7, Rs

7/6, tRmax, ZPM).  

Abb. 4: Design Space Hypercube der HPLC-Trennungsoptimierung im 2D-Design Space Plot tG-F, links: für 1 Zielgröße (Rs
6/7),  

  rechts: für 5 Zielgrößen (Rs
1/2, Rs

6/7, Rs
7/6, tRmax, ZPM).  
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Design Space Hypercube bedeutet, dass 

die Einflussgrößen in breiteren Einstell-

bereichen variiert werden können, ohne 

die Zielgrößen-Spezifikationen zu ver-

letzen. Die HPLC-Trennung ist somit bei 

Wahl von nur einer Zielgröße augen-

scheinlich robuster.  

Diese Robustheitsaussage wird auch bei 

der Betrachtung der „Hypercube range“ 

für die Einflussgrößen (grüne Balken) in 

der Abbildung 5 bestätigt. Die breitesten 

Faktorbereiche der multidimensionalen 

Ausdehnung über alle 6 Dimensionen 

(tG, T, %Bstart, %Bend, pH, F) werden mit 

Ausnahme des Faktorbereiches der Ein-

flussgröße pH für die HPLC-Tren-

nungsoptimierung mit nur 1 Zielgröße 

angezeigt.  

In der Abbildung 6 ist der Einfluss der 

Zielgrößenanzahl auf den robusten 

Arbeitspunkt (Findung einer Lösung mit 

maximalen Faktorbereichen) der HPLC-

Trennung wiedergegeben. 

Die gefundenen jeweiligen globalen 

robusten Arbeitspunkte unterscheiden 

sich nur leicht in den Einstellungen für 

die Einflussgrößen pH und %Bs. Stärker 

unterscheiden sich schon die Beiträge 

der jeweiligen Einflussgröße auf HPLC-

Trennungsoptimierung. Bei der 1 Ziel-

größen-Trennungsoptimierung hat die 

Temperatur mit 38.3% den größten Ein-

fluss auf die Trennung. Hingegen beein-

flusst die Gradientenzeit mit 30.2% die 

HPLC-Trennung am stärksten bei der 

Trennungsoptimierung mit 5 Zielgrößen. 

Den geringsten Beitrag zur HPLC-Tren-

nung liefert mit jeweils ca. 3% die Ein-

flussgröße pH des wässrigen Eluenten A.  

In der Abbildung 7 sind die DryLab®-

simulierten Chromatogramme der HPLC-

Trennung am jeweiligen globalen robus-

ten Arbeitspunkt aufgezeigt. 

Den Forderungen nach Einhaltung der 

gesetzten Spezifikation für die Auf-

lösung von Rs,krit. ≥ 1.5 und von 

tRmax ≤ 9 min für die Retentionszeit des 

letzten Peaks im Chromatogramm der 

HPLC-Trennung wird nachgekommen.  

  

Abb.5: Design Space Hypercube range der multidimensionalen Ausdehnung über alle 6 
Dimensionen als Balken-Plot, links: für 1 Zielgröße (Rs

6/7), rechts: für 5 Zielgrößen (Rs
1/2, 

Rs
6/7, Rs

7/6, tRmax, ZPM).  

Abb.6: Globaler, robuster Arbeitspunkt und Beitrag der jeweiligen Einflussgröße auf HPLC-
Trennungsoptimierung, links: für 1 Zielgröße (Rs6/7), rechts: für 5 Zielgrößen (Rs1/2, 
Rs6/7, Rs7/6, tRmax, ZPM).  

Abb.7: DryLab®-simuliertes Chromatogramme der HPLC-Trennung für den globalen robusten 
Arbeitspunkt der HPLC-Trennoptimierung, oben: für 1 Zielgröße (Rs

6/7),  
  unten: für 5 Zielgrößen (Rs

1/2, Rs
6/7, Rs

7/6, tRmax, ZPM).  
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Mit Hilfe der Setpoint-Analyse (Abbil-

dung 8) kann gezeigt werden, wie die 

Einstellungen der Einflussgrößen um 

den globalen, robusten Arbeitspunkt 

herum variiert werden können. Die 

Schätzung erfolgt mittels Monte-Carlo-

Simulationen an den Einstellungen der 

Einflussgrößen. Es wird eine Suche 

durchgeführt, um den größtmöglichen 

Toleranzbereich für jede Einflussgröße 

zu ermitteln, der verwendet werden 

kann und dennoch alle Zielgrößenspezi-

fikationen (Abbildungen 9 und 10) zu 

erfüllen. 

Für vergleichbare Einstellungen der Ein-

flussgrößen tG, T, F, %Be des jeweiligen 

robusten Arbeitspunkt sind die mög-

lichen Variierungen um den robusten 

Arbeitspunkt für die Trennoptimierung 

mit 1 Zielgröße (Rs
6/7) breiter. Dieser 

Fakt bestätigt wiederum die Robust-

heitsaussage zum Design Space Hyper-

cube range der multidimensionalen 

Ausdehnung über alle 6 Dimensionen 

(grüne Balken-Plots für Einflussgrößen 

tG, T, F, %Be in der Abbildung 5).  

Den Forderungen nach Einhaltung der 

gesetzten Spezifikation für die Auf-

lösung von Rs,krit. ≥ 1.5 und von tRmax ≤ 9 

min für die Retentionszeit des letzten 

Peaks im Chromatogramm der HPLC-

Trennung wird nachgekommen.  

Zusammenfassung 

Um einem höheren Standard in der Qua-

lität einer HPLC-Trennung zu erreichen, 

ist eine multidimensionale Tren-

nungsoptimierung unter Einbeziehung 

der statistischen Versuchsplanung (DoE) 

zwingend notwendig.  

Das hierfür benutzte QbD-Konzept der 

Multi-Einflussgrößen / Multi-Zielgrößen 

Optimierung mit 6 Einflussgrößen und 

10 Zielgrößen zeigt eine eindeutige 

Abhängigkeit des gefundenen globalen, 

Abb.8: Setpoint-Analyse des globalen, robusten Arbeitspunktes der HPLC-Trennungs-
optimierung, links: für 1 Zielgröße (Rs

6/7),  
  rechts: für 5 Zielgrößen (Rs

1/2, Rs
6/7, Rs

7/6, tRmax, ZPM).  

Abb.9: DryLab®-simuliertes Chromatogramme der HPLC-Trennung für den „low“-Arbeitspunkt der Setpoint-Analyse,  
  links: für 1 Zielgröße (Rs

6/7), rechts: für 5 Zielgrößen (Rs
1/2, Rs

6/7, Rs
7/6, tRmax, ZPM).  

Abb.10: DryLab®-simuliertes Chromatogramme der HPLC-Trennung für den „high“-Arbeitspunkt der Setpoint-Analyse,  
  links: für 1 Zielgröße (Rs

6/7), rechts: für 5 Zielgrößen (Rs
1/2, Rs

6/7, Rs
7/6, tRmax, ZPM).  
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robusten Arbeitspunktes und der 

Robustheit der HPLC-Trennung von der 

Zahl der gewählten Zielgrößen an. Die-

ser Fakt ist bei einer Multi-Einfluss-

größen / Multi-Zielgrößen Trennungs-

optimierung immer zu beachten. 
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