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Einleitung 

Die flüssigchromatographische Trenn-

technik der (U)HPLC ist weltweit stark 

verbreitet. Die Entwicklung von effizien-

ten und qualitätsgerechten HPLC-

Methoden hat somit einen sehr hohen 

Stellenwert. 

Bei Einsatz von kommerziell erhältlichen 

flüssigchromatographischen Modellie-

rungs-Programmen zur (U)HPLC-Metho-

denentwicklung ist jedoch zu beachten, 

dass mit der Ermittlung loka-

ler/optimaler Arbeitspunkte möglicher-

weise am „globalen, robusten Optimum“ 

vorbei optimiert wird, ohne dass eine 

Diagnostik oder eine Strategie existiert, 

um dies zu erkennen und zu verbessern 

[1]. 

Für eine effiziente und qualitätsgerechte 

Optimierung einer (U)HPLC-Trennung 

mit mehreren Einflussgrößen und meh-

reren Zielgrößen, die erforderlich sein 

können, um alle analytischen Ziele zu er-

reichen, ist allerdings alleinig die Ermitt-

lung des tatsächlichen Optimums, d.h. 

des globalen/robusten Arbeitspunktes 

der (U)HPLC-Trennung zielführend.  

Ein hochaktuelles Szenario in der Fin-

dung dieses Arbeitspunktes ist auf die 

Anwendung der Analytical Quality by 

Design (AQbD)-Strategie ausgerichtet 

[2-17]. Bei der Umsetzung dieser DoE-

Methodik sind die Auswahl geeigneter 

Einflussgrößen und Zielgrößen sowie die 

Findung eines geeigneten Versuchspla-

nes (Design) entscheidend.  

Einflussgrößen, Zielgrößen, 
Versuchsplan 

Die Qualität eines flüssigchromatogra-

phischen Trennprozesses hängt von 

einer Vielzahl von Einflussgrößen (Ein-

flussfaktoren) und Zielgrößen ab. Solche 

Einflussgrößen sind u.a. zu suchen in der 

Gradientenzeit (tG), der Temperatur (T), 

der ternäre Eluentzusammensetzung 

(tC) des organischen Eluenten B, der 

Startkonzentration (%Bs) und Endkon-

zentration (%Be) des organischen Eluen-

ten B, dem pH des wässrigen Eluenten A 

(pH) sowie der Flussrate. Wichtige Ziel-

größen sind die Auflösung Rs, die 

Retentionszeit des letzten Peaks im 

Chromatogramm tRmax sowie die Zahl 

möglicher Peaks ZMP im Chromato-

gramm. 

Die HPLC-Trennungsoptimierung selbst 

kann und muss mit den Methoden der 

Versuchsplanung (DoE) durchgeführt 

werden, da nur so zuverlässige Aus-

sagen zum robusten Arbeitspunkt und 

den größtmöglichen Arbeitsbereich für 

jede Einflussgröße (MODR) erbracht wer-

den können.  

Probleme sind hierbei zu erwarten, wenn 

nicht alle für das Ergebnis wesentlichen 

Faktoren in relevanten Bereichen vari-

iert werden und die Ergebnisse einzelner 

Versuche widersprüchlich sind. Wesent-

liche Effekte können sich überlagern und 

damit nicht unterscheidbar sein bzw. 

sich abschwächen/aufheben oder ver-

stärken (Antagonismen, Confounding, 

Synergien) [18].  

Das für das Auffinden des tatsächlichen 

Optimums (globaler/robuster Arbeits-

punkt) einer HPLC-Trennoptimierung 

benutzte QbD-Konzept beinhaltet 

 Definition der Einflussgrößen (unab-

hängige Variablen), 

 Definition der Zielgrößen (Zielvariab-

len, abhängige Variablen, Endpunkt),  

 Wahl des Modells (Polynommodelle, 

wie z.B. lineare, interaktionelle und 

quadratische Modelle), 

 Wahl experimentelle Design (Ver-

suchsplan),  

 Durchführung der Versuche,  

 Analyse der Rohdaten,  

 Modellierung  

 Finden der Arbeitspunkte 

 Ermittlung realistischer Spezifika-

tionsgrenzen 

und kann nur erfolgreich gelingen, wenn 

alle signifikanten Einflussgrößen (Abbil-

dung 1) und alle wichtigen Zielgrößen 

(Abbildung 2) einer HPLC-Trennung mit 

Hilfe der statistischen Versuchsplanung 

gleichzeitig untersucht werden [19]. Den 

Einflussgrößen wird ein wesentlicher 

Einfluss auf die Zielgrößen (Qualitäts-

merkmale der HPLC-Trennung) unter-

stellt. Die Einstellungen der Einflussgrö-

ßen, die für eine Zielgröße günstig sind, 

können für andere Zielgrößen ungünstig 
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Abb.1: Einflussgrößen und ihre Variierung in der HPLC Pharma-Analytik. 
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sein [21]. Deshalb werden diese inner-

halb des statistischen Versuchsplanes 

methodisch untersucht.  

Die Ausführung der statistischen Daten-

analyse sowie der Modellierung erfolgte 

mit dem DoE-Programm MODDE® (Ver-

sion 12.0.1) [20]. 

Die Interpretation der Optimierungs-

ergebnisse wird erleichtert, wenn die An-

zahl der Zielgrößen umfassend aber 

möglichst klein ist und jede Zielgröße 

einen anderen, möglichst grundlegen-

den Zusammenhang erfasst.  

Wichtige Zielgrößen der HPLC-Trennung 

sind die Auflösung Rs für eine selektive 

Trennung aller Peaks (Rs
1/2, Rs

2/3, Rs
3/4, 

Rs
4/5, Rs

5/6, Rs
6/7, Rs

7/8), die Retentionszeit 

des letzten Peaks tRmax. zur Minimierung 

der Analysenzeit sowie die Anzahl der 

Peaks ZPM im Chromatogramm (Abbil-

dung 2). Die Anzahl der Peaks im Chro-

matogramm ist die Zahl der Peak, die mit 

einer bestimmten Auflösung, in der 

Regel Rs=1.5, in einem definierten 

Retentionszeitfenster getrennt werden 

[22] und ist umso größer, je höher die 

Trennstufenzahl der Säule ist und je län-

ger man gewillt ist, auf den letzten Peak 

zu warten [23].  

Bei der Wahl der Zielgrößen (Abbil-

dung 3) ist zu beachten, dass neben der 

Maximierung der Auflösung des kriti-

schen Peakpaares (kritischen Zielgröße 

Rs
6/7) auch die Auflösung aller anderen 6 

Peakpaare (pp1/2, pp2/3, pp3/4, pp4/5, 

pp5/6, pp7/8) in die HPLC-Trennungsopti-

mierung einbezogen werden müssen. 

Ferner ist die Zielgröße tRmax. zu mini-

mieren sowie die Zielgröße ZMP zu prog-

nostizieren. 

Experimentelle Designs und 
Arbeitspunkte  

Experimentelle Designs [20] : 

Um bei einer Multieinflussgrö-

ßen/Multizielgrößen-Optimierung voll-

ständige quadratische Modelle schätzen 

zu können, wird ein zentral zusammen-

gesetzter Versuchsplan vom Typ CCF 

(Abbildung 4 im Anhang) verwendet 

[16].  

Dieser besteht aus einem vollfaktoriel-

len Grundplan und einem mittigen Stern 

(Abbildung 5). Das F steht für Face, die 

Stern-Punkte liegen in den Flächen. 

Durch den Stern können sowohl quadra-

tische als auch kubische Modelle erstellt 

werden [24].  

Der CCF-Versuchsplan ist eine Kombina-

tion eines mehrfaktoriellen Versuchs-

planes (mehrere Einflussgrößen, eine 

Zielgröße) mit einem multivariaten Ver-

suchsplan (mehrere Einflussgrößen, 

mehrere Zielgrößen) und erlaubt neben 

der Analyse der zugehörigen Haupt-

effekte die Analyse der wechselseitigen 

Interaktionen [24]. Das CCF-Design (Face 

Centered) ist bei Wahl von wenigen Fak-

toren (in der Regel nicht mehr als 5 oder 

6) geeignet, aufwändigere quadratische 

Modelle zu entwickeln. 

Eine 1%-igen Fehleraddition auf den 

Centerpoint wurde in den Experimenten 

des CCF-Versuchplanes berücksichtig. 

Optimaler Arbeitspunkt [25]:  

Mit der Ermittlung eines von mehreren 

möglichen „optimalen Arbeitspunkten“ 

in einem 6-dimensionalen Arbeitsraum 

kommt man dem Ziel der HPLC-Tren-

nungsoptimierung schon recht nahe, er-

reicht es aber selten. Die dazu notwen-

dige Berechnung der Mehrgrößenopti-

mierung wird in der Regel auf Basis eines 

konvexen Optimierungs-Algorithmus 

gelöst. Da alle relevanten Zielgrößen mit 

Spezifikation hinterlegt sind, kann nun 

von jeder möglichen Faktoreinstellung 

der Abstand zu den Spezifikationsgren-

zen (Zieleinstellungen) berechnet wer-

den. Die Einzelabweichungen zu den 

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

Abb.3: Zielgrößen, Zielgrößenkriterien, 
Zielgrößenspezifikationen der 
HPLC-Trennungsoptimierung. 

Abb. 5: Anordnung für einen CCF-Plan mit 3 
Faktoren [24]. 
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Zielgrößen werden kumuliert, logarith-

miert und als Wünschbarkeit (Desirabi-

lity) bzw. als log(D)-Wert ausgegeben 

und für die Maximierung verwendet. Um 

der Gefahr von Nebenoptima zu begeg-

nen, werden simultan mehrere konvexe 

Optimierungen von verschiedenen Start-

punkten ausgehend berechnet. So kann 

der log(D)-Wert maximiert werden, der 

dann den optimalen/lokalen Arbeits-

punkt für das CCF-Design darstellt.  

In der Abbildung 6 ist das Ergebnis der 

Multieinflussgrößen/Multizielgrößen-

Optimierung aufgezeigt. 

Die gesetzten Spezifikationen (siehe Ab-

bildung 3) werden für alle Zielgrößen 

eingehalten. 

Die größte Wirkung auf die HPLC-Tren-

nung weisen mit 67% die Einflussgrößen 

F (35.6%) und tG (31.4%) auf. Den ge-

ringsten Einfluss auf die HPLC-Trennung 

übt %Bs aus, gefolgt vom pH. Nahezu 

gleicher Wirkung zeigen die Einflussgrö-

ßen %Be (12.6%) und T (12.5%).  

Betrachtet man die Visualisierung der 

Einstellungen für den optimalen Arbeits-

punkt zunächst im 2D-Plot der jeweili-

gen Einflussgrößen (Abbildung 6a), so 

sieht man in allen Plots genügend große 

Arbeitsbereiche (grüne Flächen).  

Werden nicht nur 2 sondern mehrere 

Einflussgrößen wie z.B. F-tG-%Be-T 

gleichzeitig im 4-dimensionalen Design 

Space Plot betrachtet (Abbildung 7) ist 

auffallend, dass die Arbeitsbereiche 

(eingekreiste, gelbliche Fläche) dras-

tisch eingeschränkt werden. 

Robuster Arbeitspunk und Design 
Space Hypercube : 

Ausgehend vom gefundenen optimalen 

Arbeitspunkt wird der Arbeitspunkt er-

mittelt, der in allen möglichen Raum-

richtungen relativ zur Standardabwei-

chung der Prognosen die größte Distanz 

zu den Spezifikationsgrenzen hat. Dieser 

entspricht dem robustesten Arbeits-

punkt (Abbildung 8), welcher dann ganz 

im Sinne des Quality by Design nicht die 

maximale Wünschbarkeit, sondern die 

minimale zukünftig zu erwartende Aus-

fallwahrscheinlichkeit besitzt [25]. 

Abb.6  Einstellungen des optimalen Arbeitspunkt der HPLC-Trennungsoptimierung.  

Abb.6a: 2D Design Space Plots des 

optimalen Arbeitspunktes 

der HPLC-Trennungsoptimie-

rung in Abhängigkeit der 

gewählten 2 Einflussgrößen. 

Abb.7: 4D Design Space Plots des optimalen Arbeitspunktes der HPLC-Trennungsoptimierung 
in Abhängigkeit von 4 Einflussgrößen bei konstanten Einflussgrößen pH und %Bs.  

https://analytik.news/


analytik.news     Publikationsdatum: 11.03.2020 

 

 

-4- 

Hinweis: Mit einem CCF-Versuchsplan 

wird im Gegensatz zur Anwendung von 

kommerziell erhältlicher HPLC-Model-

lierungs-Software zur HPLC-Tren-

nungsoptimierung ein globaler robuster 

Arbeitspunkt im multidimensionalen 

Raum gefunden.  

Im F/tG-Plot der Einflussgrößen mit dem 

stärksten Einfluss auf die HPLC-Tren-

nung wird der robuste Arbeitspunkt als 

Pfeilkreuz visualisiert. Das Akzeptanz-

kriterium ist auf 1% eingestellt; niedri-

gere Werte werden grün und höhere 

Werte rot gefärbt. Neben der Visualisie-

rung des robusten Arbeitspunktes steht 

als zusätzliches grafisches Werkzeug 

der „Design Space Hypercube“ zur Verfü-

gung [26]. Seine Ausdehnung im Design 

Space F/tG-Plot wird durch den gestri-

chelten Rahmen dargestellt. 

Die multidimensionale Ausdehnung die-

ses Design Space Hypercube über alle 7 

Dimensionen wird durch grüne Balken in 

der Übersicht zum Design Space Hyper-

cube (Abbildung 9) dargestellt. 

Die grünen Balken für alle Einflussgrö-

ßen in der Tabelle des Design Space 

Hypercube zeigen die Hypercube-Berei-

che der Einflussgrößen an, in denen alle 

Einflussgrößen gleichzeitig und ohne 

weitere Einschränkungen geändert (Ab-

bildung 10) werden können.  

Zur Ermittlung des robusten Arbeits-

punktes einer HPLC-Trennoptimierung 

zur simultanen multi-dimensionalen 

Optimierung einer HPLC-Trennung mit 

mehreren Einflussgrößen (hier 6) und 

mehren Zielgrößen (hier 9) ist in der 

Regel am besten das CCF-Design geeig-

net. Der CCF-Versuchsplan ist mit sei-

nem 3-stufigen Aufbau ein guter Kom-

promiss zwischen statistischer Theorie 

und Praktibilität [25].  

Zusammenfassung 

Die Quality by Design-Strategie für die 

Sicherung der Qualität von (U)HPLC-

Trennungen verbindet die sehr effekti-

ven Arbeitsweisen von Computer-unter-

stützter (U)HPLC-Trennoptimierung 

(CMD) und statistischer Versuchs-

planung (DoE).  

 

Die Umsetzung der AQbD-Strategie im 

flüssigchromatographischen Labor 

 ergibt hohe Zeiteinsparung und dras-

tische Kostenminimierung bei gleich-

zeitiger Qualitätssicherung im flüssig-

chromatographischen Labor, 

Abb.8a: 2D-Design Space Plot tG/F des CCF-Design mit robusten Arbeitspunkt und mit 
größtmöglichem regulären Hyperwürfel (Hypercube). 

Abb.9: Übersicht zum Design Space Hypercube des CCF Design. Abb.10: Design Space Hypercube nach gleichzeitiger Änderung aller 
Einflussgrößen. 

Abb.8: Einstellungen des globalen, robusten Arbeitspunkt der HPLC-Trennungsoptimierung.  
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 ermöglicht eine schnelle, robuste 

Methodenentwicklung oder Metho-

denüberarbeitung 

 mittels einer Multi-Einflussgrößen-/ 

Multi-Zielgrößen-Modellierung,  

 ermöglicht eine realistische Schät-

zung eines multidimensionalen 

Design Space der (U)HPLC-Methode, 

 führt zu zuverlässigen Aussagen über 

die größte mögliche zulässige 

„Operable Design Region“ (MODR), 

 hilft bei der Findung des globalen 

Arbeitspunktes statt lokaler Arbeits-

punkte der (U)HPLC-Trennung, 

 ist alleinig zielführend in der Ermitt-

lung realistischer Spezifikationsgren-

zen (Proven Acceptable Range PAR) 

der (U)HPLC-Trennung, 

 bietet ein erhebliches Potential zur 

Nachhaltigkeit im HPLC-Analysen-

labor (Green Chromatography), 

 ermöglicht regulatorische Flexibilität 

hinsichtlich Forderungen der Zulas-

sungsbehörden. 
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Anhang 

Abb.4: CCF-Design.  
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