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Quality by Design und Designspace in der HPLC:
Die Optima einer HPLC-Trennung - Teil 3 Optima vs. ZielgroRe

Dr. Hans-Werner Bilke
LC-Pharm-HPLC-Expert Service

QbD-Konzepte werden zunehmend zur
Sicherung der der Qualitdat von analy-
tischen Methoden in pharmazeutischen
Unternehmen benutzt [1,2]. Um einem
hoheren Standard auch in der Qualitat
von HPLC-Methoden zu erreichen, for-
dert die Zulassungsbehorde FDA zuneh-
mend eine systematischere Planung von
Versuchen zur Methodenentwicklung
[3]. Die Methodenparameter sollten in-
nerhalb bestimmter Grenzen ohne Ver-
lust an Selektivitat der chromatographi-
schen Trennung angepasst werden kon-
nen. Die Basis dafiir ist ein definierter
Design Space (MODR) fiir die HPLC-Tren-
nung, in dem Anpassungen von Metho-
denparameter nicht als Anderungen be-
trachtet werden. Fiir die Definition des
Designspace im multidimensionalen
Raum wurden sowohl EinflussgroBen als
auch ZielgroBen festgelegt und Experi-
mente zur Findung des Designspace um
den globalen robusten Arbeitspunktes
der HPLC-Trennung [4-15] mithilfe soft-
waregestitzter [16] statistischer Ver-
suchsplanung (DoE) ausgefiihrt und
visualisiert. Das hierfiir benutzte QbD-
Konzept der Multi-EinflussgréfRen-
/Multi-Zielgr6Ren-Optimierung mit
6 EinflussgroBen und 10 ZielgréfRen
zeigt eine eindeutige Abhangigkeit der
gefundenen Optima bzw. deren Robust-
heit von der Zahl der gewahlten Zielgro-
Ben an und ist bei einer Trennungsopti-
mierung mit mehreren EinflussgréBen
und mehreren ZielgroBen immer zu
beachten.

ZielgroBen der
HPLC-Trennungsoptimierung:
Allgemein beschreiben ZielgréBen das
Ergebnis eines Versuches. Sie kénnen
Messwerte sein, aber auch GréBen, die
aus einem oder mehreren Messwerten

errechnet werden. Die Auswabhl der Ziel-
groBen fiir eine HPLC-Trennungsopti-
mierung gestaltet sich ziemlich schwie-
rig. Um moglichst alle Ziele einer Ver-
suchsreihe abzubilden, benétigt man
also mehrere ZielgréfRen. Dabei treten
haufig Zielkonflikte zwischen den Ziel-
groBen auf. Einstellungen der Einfluss-
groRen (Abbildung 1), die fiir eine Ziel-
groBe giinstig sind, kénnen fiir andere
ZielgroBBen ungiinstig sein. Wichtig ist,
dass die Untersuchungsziele erfasst
werden [17].
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Die Interpretation der Ergebnisse wird
erleichtert, wenn die Anzahl der Zielgro-
Ren umfassend aber jedoch mdglichst
klein ist und jede ZielgréRRe einen ande-
ren, mdglichst grundlegenden, Zusam-
menhang erfasst.

Schon sehr erstaunlich ist es daher, dass
noch in kommerziell erhaltlichen Soft-
waretools zur fliissigchromatographi-
schen Modellierung der Optimierung ei-
ner HPLC-Trennung die Auflésung des
kritischen Peakpaares am lokalen (opti-
malen) Arbeitspunkt als das Kriterium

MName Abbr. Units Type Settings Transform Precision

tG tG min Quantitative | 3to 9 Mane 01

T T *C Quantitative 12 to 36 Mone 0.5

%Bs %8s % Cuantitative 23 to 33 Mone 0.5

“%Be %:Be % Quantitative | 57 to 67 Maone 0.5

pH pH unit Cluantitative  2to 3 Mone 0,05

E F ml/min Quantitative | 0,25tc 0,75 | Mone 0,01
Abb.1: EinflussgroBen der HPLC-Trennungsoptimierung
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DryLab’-simuliertes Chromatogramm der HPLC-Trennung fiir den zentralen
Arbeitspunkt des Versuchsplanes mit
Bedingungen:

den obig aufgefiihrten ZielgréBen;
T(24°C), Eluent B (Acetonitril),

%Bstart (28%), %Bend (62%), pH (2.5), F (0.5ml/min), Verweilvolumen (1.25ml).
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fir die "Gute" einer HPLC-Trennung Trennung betrachtet, sondern es werden dass nicht ausgewadhlte ZielgroBen je-

angesehen wird. die  Auflésungen der Peakpaare weils prognostiziert werden, d.h. in die
1/2 2/3 3/4 4/5 5/6 6/7 7/6 7/8 i _Fi - -

Wichtige ZielgroBen einer HPLC-Tren- R; ',RS Rs 'Rf Rs .’RS R Rs Optima Fl.nd.ung der. H.PLC Tren
(Abbildung 2), die maximale Analysen- nungsoptimierung mit  einbezogen

nungsoptimierung sind die Auflésung R
fiir eine selektive Trennung aller Peaks
und die Retentionszeit des letzten Peaks Zur Visualisierung des globalen, robus-
im Chromatogramm tRmax. zur Minimie- ten Designraums um den jeweiligen ge-
rung der Analysenzeit. Zur Trennung Das Auffinden des globalen, robusten fundenen robusten Arbeitspunkt

zeit (tRmax) und die Zahl méglicher Peaks werden.
(ZMP) im Chromatogramm in die Tren-
nungsoptimierung einbezogen.

komplexer Gemische sollten in einem Arbeitspunktes der HPLC-Trennungsop- (schwarzes Kreuz), steht als grafisches
Chromatogramm maglichst viele Peaks timierung erfolgt nach einer einfachen Werkzeug der sogenannte ,Design
mit geniigender Auflésung nebeneinan- Systematik, die tatsachlich deutlich Space Hypercube” im 2D-Design Space
der Platz haben. Die Anzahl der Peaks ist mehr chromatographische Erfahrung Plot als gestrichelter Rahmen (Abbil-
umso grdler, je hdher die Trennstufen- und Wissen erfordert als etwa Mathe- dung 4) oder in der multidimensionalen
zahl der Saule ist und je langer man ge- matikkenntnisse [20]: Ausdehnung (ber alle 6 Dimensionen
willt ist, auf den letzten Peak zu warten . . .. (Abbildung5) der Balken-Plot als
. . . e Definition der EinflussgréBen, ) .
[18]. Die Zahl maglicher Peaks ZMP im N S ~Hypercube range“ der Einflussgréf3en
; . . e Definition der ZielgréRen, i .
Chromatogramm ist daher eine weitere zur Verfiigung. Der ,Design Space

e Auswahlvon Modell und
Versuchsplan,

e Durchfiihrung der Versuche,

e Analyse der Rohdaten,

ZielgroRe in der Optimierung einer HPLC-
Trennung. Es ist die Zahl der Peaks, die
mit einer bestimmten Auflésung, in der
Regel Rs=1.5, in einem definierten

Hypercube* ist der gréBtmdgliche regel-
mafige Hyperwiirfel im unregelmaRigen
Design Space Volumen [20].

. . e Anpassen des Modells, Aus den Abbildungen 4 ist zu entneh-

Retentionszeitfenster getrennt werden . . -
[19] e Diagnose des Modells, men, dass in Abhangigkeit von der ge-
’ e Finden der Arbeitspunkte. wahlten Anzahl an ZielgroBen im 2-D

Als ZielgroRen fiir unser Beispiel einer
robusten Trennungsoptimierung wird
deshalb nicht allein die Auflésung des

Design Space Plot tG-F unterschiedlich
groBe Flachen fiir den Design Space
Hypercube der HPLC-Trennungsoptimie-

Betrachten wir nun die ZielgréRenkrite-
rien zur HPLC-Trennungsoptimierung
(Abbildung 3): Zu beachten ist hierbei,

kritischen Peakpaares Rs®7 der HPLC- rung erhalten werden. Ein grdRerer
Response Critericn Min Target Max Criterion Min Target Max
' Predicted | v | Maximize | w| 1,50 4,55
Predicted -v-l Predicted :i
 Predicted | »| Predicted | |
Predicted | | Predicted | =
Predicted _vl Predicted | - |
m: Maximize _vl 1,50 5,14 Maximize _v] 3,50 5,16
Predicted ;1, Maximize | » | 1,50 41,38
' Predicted | v | Predicted | +|
~ Predicted | »| Minimize | »| 2, 80 9,00
. Predicted | v | Maximize | »| 46, 60 8,00

Abb.3: ZielgroBenkriterien fiir HPLC-Trennungsoptimierung, links: 1 ZielgréBRe (Rs®/?), rechts: 5 ZielgréBen (Rs'/2, Rs¢/7, Rs"/8, tRmax, ZPM).

Abb.4: Design Space Hypercube der HPLC-Trennungsoptimierung im 2D-Design Space Plot tG-F, links: fiir 1 ZielgréRe (Rs¢/7),
rechts: fiir 5 ZielgroRen (Rs'/2, Rs®7, Rs’/6, tRmax, ZPM).
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Design Space Hypercube bedeutet, dass Factor | Setpoint Hypercube range IFacIcr Setpoint Hypercube range
R .. . . . 6 46 ] G 5 i S —

die EinflussgréBen in breiteren Einstell- B 273 [ — J pH 246667 —_I
bereichen variiert werden kdnnen, ohne N s ﬁ I r s - — I
die ZielgréRen-Spezifikationen zu ver- %Bs bD [ %Bs | 303333 —

. . . . %Be 643333 S S %Be 643333 b
letzen. Die HPLC-Trennung ist somit bei

Abb.5: Design Space Hypercube range der multidimensionalen Ausdehnung iiber alle 6

Wahl von nur einer Zielgr6Be augen-
g g Dimensionen als Balken-Plot, links: fiir 1 ZielgroBe (Rs®?), rechts: fiir 5 ZielgréRen (Rs'/2,

scheinlich robuster. RS/, RS7/6, tRoax, ZPM).
Diese Robustheitsaussage wird auch bei
der Betrachtung der "Hypercube range“ N Factor Role Value Factor contribution Factor Role Value Factor contribution
G Free 4,60 23,8046 Free 4,60 30,18
fur die EinflussgroBen (griine Balken) in T Free 18,40 38,30 (¥ Free 18,40 12,37
. - . . %Bs Free 29,00 1,07|%Bs Free 30,33 17,35
der Abbildung 5 bestatigt. Die breitesten %Be Free 64,33 3,26/ %Be Free 64,33 17,91
. - . pH Free 2,73 3,06/ pH Free 2,47 2,93
Faktorbereiche der multidimensionalen F Free 0,38 29,91 [F Frid 0,38 19,26
Ausdehnung iber alle 6 Dimensionen Abb.6:  Globaler, robuster Arbeitspunkt und Beitrag der jeweiligen EinflussgréRe auf HPLC-
(tG, T, %Bstart, %Bend, PH, F) werden mit Trennungsoptimierung, links: fiir 1 ZielgroRe (Rs6/7), rechts: fiir 5 ZielgroRen (Rs1/2,
Ausnahme des Faktorbereiches der Ein- Rs6/7,Rs7/6, tRmax, ZPM).

flussgroBRe pH fiir die HPLC-Tren-
nungsoptimierung mit nur 1 ZielgroBe
angezeigt.

In der Abbildung 6 ist der Einfluss der
ZielgroBenanzahl auf den robusten
Arbeitspunkt (Findung einer Lésung mit
maximalen Faktorbereichen) der HPLC- = tRmax=6.08 min
Trennung wiedergegeben.

Chromatogram [tG 4,6 [min], T 184 [*C], pH 2,73]

Rs=2.3
Jin

1o
|~

8

4=

Die gefundenen jeweiligen globalen B |
robusten Arbeitspunkte unterscheiden | i -
sich nur leicht in den Einstellungen fiir ! | | H
die EinflussgroBen pH und %B;. Starker .

unterscheiden sich schon die Beitrdge Ll ‘
der jeweiligen EinflussgréfRe auf HPLC- |-| L | |

Trennungsoptimierung. Bei der 1 Ziel- ; L l JL_JJL
groBen-Trennungsoptimierung hat die 00 ' - 25 o 50
Temperatur mit 38.3% den gréBten Ein- T )

fluss auf die Trennung. Hingegen beein- Chromatogram [tG 4,6 [min], T 184 [C], pH 247]
flusst die Gradientenzeit mit 30.2% die
HPLC-Trennung am starksten bei der
Trennungsoptimierung mit 5 Zielgréf3en.
Den geringsten Beitrag zur HPLC-Tren-
nung liefert mit jeweils ca. 3% die Ein- 5 tRma=6.03 min
flussgroRe pH des wassrigen Eluenten A. 4 _ 8

In der Abbildung7 sind die DryLab°- 4 | A—
simulierten Chromatogramme der HPLC- ' |

Trennung am jeweiligen globalen robus- H
ten Arbeitspunkt aufgezeigt. ‘ I | ‘

Rs=2.3
o )

1 G
1

%3

Den Forderungen nach Einhaltung der |

gesetzten Spezifikation fiir die Auf- | J U \
6sung von Rsui.21.5 und von ~mem— ) | - | - — 5 ———— — Tt
tRmax < 9 min fiir die Retentionszeit des * = — e

letzten Peaks im Chromatogramm der

HPLC-Trennung wird nachgekommen.

Abb.7:  DryLab’-simuliertes Chromatogramme der HPLC-Trennung fiir den globalen robusten
Arbeitspunkt der HPLC-Trennoptimierung, oben: fiir 1 ZielgréRe (Rs®/7),
unten: fiir 5 ZielgréRen (Rs'/2, Rs®/7, Rs7/8, tRmax, ZPM).
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Mit Hilfe der Setpoint-Analyse (Abbil-
dung 8) kann gezeigt werden, wie die
Einstellungen der EinflussgroBen um
den globalen, robusten Arbeitspunkt
herum variiert werden kdnnen. Die
Schatzung erfolgt mittels Monte-Carlo-
Simulationen an den Einstellungen der
EinflussgroBen. Es wird eine Suche
durchgefiihrt, um den grofRtmadglichen
Toleranzbereich fiir jede Einflussgroe
zu ermitteln, der verwendet werden
kann und dennoch alle ZielgréRRenspezi-
fikationen (Abbildungen9 und10) zu
erfiillen.

Fiir vergleichbare Einstellungen der Ein-
flussgroRen tG, T, F, %Be des jeweiligen
robusten Arbeitspunkt sind die mdg-
lichen Variierungen um den robusten
Arbeitspunkt fiir die Trennoptimierung
mit 1 ZielgréRBe (Rs®’) breiter. Dieser
Fakt bestdtigt wiederum die Robust-
heitsaussage zum Design Space Hyper-

Ausdehnung (iber alle 6 Dimensionen
(griine Balken-Plots fiir EinflussgroRen
tG, T, F, %Be in der Abbildung 5).

Den Forderungen nach Einhaltung der
gesetzten Spezifikation fir die Auf-
l6sung von Rsrit. 2 1.5 und von tRmax < 9
min fiir die Retentionszeit des letzten
Peaks im Chromatogramm der HPLC-
Trennung wird nachgekommen.

Factor Low Setpoint High
G 3,60625 46 5,59375
pH 2,5077 2,73333 2,9589
1k 12,985 18,4 23,8

F 0,308646 0,383333 0,458
%Bs 26,35 29 3,
%Be 62,077 64,3333 66,5895
Abb.8
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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.

Das hierfiir benutzte QbD-Konzept der
Multi-EinflussgréRen / Multi-ZielgréBen
Optimierung mit 6 EinflussgréBen und
10 ZielgroBen zeigt eine eindeutige
Abhangigkeit des gefundenen globalen,

Factor Low Setpoint High
tG 3,655 4,6 5,545
pH 1,88823 2,46667 3,04511
T 13,075 18,4 23,725
F 031013 0383333 0,456536
%Bs 27,3645 30,3333 33,3021
%Be 62,1395 64,3333 66,527

Setpoint-Analyse des globalen, robusten Arbeitspunktes der HPLC-Trennungs-

optimierung, links: fiir 1 ZielgroBe (Rs8/7),
rechts: fiir 5 ZielgréRen (Rs"/2, Rs®/7, Rs/®, tRmax, ZPM).

cube range der multidimensionalen
Chromatogram [tG 3,6 [min], T 12,99 [*C], pH 2,51] Chromatogram [tG 5,59 [min], T 23,82 [°C], pH 2.96]
: E tRmax=5.85 min
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Abb.9: DryLab°®-simuliertes Chromatogramme der HPLC-Trennung fiir den ,,low*“-Arbeitspunkt der Setpoint-Analyse,
links: fiir 1 ZielgréBe (Rs®/7), rechts: fiir 5 ZielgroRen (Rs'/2, Rs¢/7, Rs’/8, tRmax, ZPM).
Chromatogram [tG 3,66 [min], T 13,08 [°C], pH 2] Chromatogram [tG 5,55 [min], T 23,73 [°C], pH 3]
- 5
Ti 5 2 . o tRmz=5.75 min
o [ |§._ 2 i T 7
& =
2 [ 1. [7 [
3 |
1 tRma=6.93 min ‘ ‘
4
| f |
| | !
| | I ‘
| | | I
| L ] i i |
L L Sl L JUNL Il
00 2!5 S.IO “-_‘5 00 ZIS SIU
Time [min] Time [min]
Abb.10:  DrylLab®-simuliertes Chromatogramme der HPLC-Trennung fiir den ,high“-Arbeitspunkt der Setpoint-Analyse,

links: fiir 1 ZielgréRe (Rs®/7), rechts: fiir 5 ZielgréRen (Rs'/2, Rs®7, Rs"/8, tRmax, ZPM).
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robusten Arbeitspunktes und der
Robustheit der HPLC-Trennung von der
Zahl der gewahlten ZielgréRen an. Die-
ser Fakt ist bei einer Multi-Einfluss-
groBen / Multi-ZielgroBen Trennungs-
optimierung immer zu beachten.
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Anhang

ExpNo FExpName RunOrder  Incl/Excl G T %Bs %Be pH E

1 1 M1 1| Incl = 3 12 23 57 2 0,25
2 2| M2 14 Incl P 3 38 33 67 3 0,75
3 3| N3 g | Incl [=] g 12 33 a7 3 n,75
4 4 M4 23 Incl [+] g 36 23 a7 3 0,75
5 5| M3 11 | Incl [ g i6 33 57 3 0,75
& & NG 12 | Incl [+ g 36 33 67 2 0,75
7 7| N7 22 | Incl = g 38 33 a7 3 a,2
2 g M8 7 | Inel [ g 36 23 7 2 0,25
g g N9 26 | Incl = g 12 33 57 2 0,25
10 10 M10 20 | Incl = g 12 23 a7 2 0,25
11 11 MN11 2 | Incl [=] 9 12 23 i 3 0,25
12 12 N12 19 | Incl [+] g 12 23 57 2 a,7s
13 13 MN13 12  Incl [ 3 38 33 57 2 a,2
14 14 N14 27 | Incl [+ 3 38 23 67 2 0,25
15 15 M15 22 Incl = 3 38 23 57 3 0,25
16 16 M16 17 Incl [ 3 36 23 57 2 0,75
17 17 MN17 15  Incl | 3 12 33 a7 2 0,25
18 18 M18 13 Incl [ =] 3 12 33 57 3 0, 25
19 19 | N19 18 | Incl [=] 3 12 33 7 2 o, 75
20 20 M20 24 | Incl [+] 3 12 23 a7 3 0,25
21 21 N21 10 | Incl [ 3 12 23 a7 2 0,75
2 22 | NZ22 5 | Incl [+ 3 12 23 57 3 0,75
23 23 M23 3 | Incl =5 g 24 28 62 2,5 0,5
24 24 M24 25 Incl = g 36 28 62 2,5 a,5
25 25 M25 3 | Incl | g 24 33 62 2,5 0,5
26 26 M26 4 | Incl = & 24 28 a7 2,5 0,5
27 27 | N27 & Incl [+] g 24 28 62 3 0,5
28 28 M28 29 Incl [+] & 24| 28] 62 2,5 0,75
29 23 M29 21 | Incl [ & 24 28 62 2,5 0,5

Factors: B Cond. no: *  Fitted with: MLR

Responses: 10 Runs: 20  Objective: Optimization (RSM)

Design: Rechtschaffner, quadratic model
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