Statistische Versuchsplanung

Abschatzung der Robustheit und Optimierung einer LC-MS/MS-Multi-Methode

Methoden

Design of Experiment (DOE):
Dieses moderne Verfahren beruht auf einer ma-
thematischen Theorie, die es ermdglicht alle po-
tentiellen Einstellvariablen gleichzeitig zu unter-
suchen und dabei statistisch sichere Riickschliisse
auf alle einzelnen Faktoren ziehen zu kdnnen.
AuBerdem erfolgt beim DOE eine Minimierung
des Einflusses des experimentellen Fehlers auf
das Ergebnis, da alle Versuchsergebnisse zusam-
men betrachtet werden und nicht einzeln, wie
bei klassischen Verfahren. Das DOE besitzt da-
durch eine Vielzahl von Vorteilen:

Mit der Auswahl des Versuchsdesigns steht

die bendtigte Versuchsanzahl fest

Untersuchung von Einzeleffekten als auch

von Wechselwirkungen sind unabhangig von-

einander méglich

Vorhersagen konnen in einem gewissen Rah-

men getroffen werden

Uber die Signifikanz der beobachteten Ef-

fekte lassen sich echte Effekte von zufalligen

Schwankungen unterscheiden

Es wird ein maximaler Informationsgehalt mit

relativ geringem Versuchsaufwand erhalten

Vor der Durchfiihrung eines DOE miissen die ab-
hangigen Variablen (Zielvariablen) und unabhan-
gigen Variablen (Einflussvariablen) mit ihren Le-
vels (Parametereinstellungen) definiert werden.
Anhand der Variablenanzahl ergibt sich das Ver-
suchsdesign. Ein Versuchsdesign kann z.B. als
Kurzschreibweise 22 bzw. 23 lauten, was bedeu-
tet, dass 2 bzw. 3 Einflussvariablen auf jeweils 2
Level gesetzt werden. Mit Hilfe solcher Designs
kénnen nur lineare Abhangigkeiten ermittelt
werden, weshalb sie meistens nur zum Screening
von EinflussgroBen angewendet werden. Nach-
dem die wichtigsten EinflussgroBen statistisch
ermittelt wurden, kann durch Anwendung etwas
komplexerer Versuchplanung eine Optimierung
des Systems vorgenommen werden.

Central Composite Design (CCD)

Das Central Composite Design setzt sich aus
einem 2" faktoriellem Design (Cube-Levels), 2"
so genannter Star Point Design (ci-Levels) und m
Wiederholungen des Zentrumspunktes (0-Level)
zusammen. Nach folgender Formel lasst sich die
Anzahl N an bendétigten Experimenten mit einem
CCD berechnen [2].

N=2"+2n+m

Die statistische Versuchsplanung findet immer mehr Anwender in der
Entwicklung von Prozessen und Produkten in vielen Bereichen der
Industrie [1]-[3]. So fand inshesondere auch dadurch in den letzten
Jahren eine verstarkte Implementierung statt, weil viele Unternehmen
auf die so genannte 6 sigma Strategie iibergehen, in der statistische
Methoden, wie z.B. die Versuchsplanung, ein unentbehrliches Werk-
zeug darstellten. Auch in der analytischen Methodenentwicklung und
-validierung gibt es vereinzelt Beispiele der Anwendung dieses Werk-
zeugs [4]-[5]. Sehr wenige Beispiele gibt es in der Methoden-
entwicklung der LC-MS, wobei sich unserer Meinung nach gerade die
Parametereinstellungen im Massenspektrometer sehr gut dazu eignen
mit Hilfe der statistischen Versuchsplanung zu untersuchen und auch
zu optimieren. Das hier angefiihrte Beispiel der Bestimmung von

84 Pestiziden in Trinkwasser verwendet die Response Surface Methodo-
logy zur Optimierung der Parameter einer Multimethode der LC-MS [6].

Durch die Kombination des 2" faktoriellen
Design und dem Star Point Design werden bei
dem CCD fiir drei oder mehr Variablen weniger
Versuche bendtigt als im Vergleich zu einem 3"
faktoriellen Design [2]. In Abbildung 1 ist eine
schematische Darstellung des CCD fiir zwei De-
sign Variablen abgebildet. Neben dem Zentrum-
spunkt befinden sich die so genannten Cube
Points (+1 level). Die Star Points werden meist
als + o Levels bezeichnet.

Response Surface Methodology (RSM)

Die Response Surface Methodology ist ein ma-
thematisches und statistisches Werkzeug, wel-
ches zur Auffindung von lokalen Optima und
zum Abschatzen der Prozessrobustheit verwen-
det wird. Bei der Auswertung eines Versuchsde-
signs gemaB der RSM wird ein Model erzeugt,
welches den Einfluss von mehreren Design-Vari-
ablen (unabhangige Variablen) auf die Zielvari-
able (Response variable) berechnet. Reine 2"

-—

Designs' bendtigen nur ein Minimum an Experi-
menten, jedoch lassen sich mit ihnen nur Ein-
fliisse, die sich linear verhalten, darstellen.

Zu den am héufigsten verwendeten Versuch-
planen gehdren neben dem oben beschriebenen
Central Composite Design auch das Box-Behn-
ken- und 3"-Design. Aufgrund der hoheren Leve-
lanzahl lassen sich mit diesen Designs auch
Krimmungen darstellen.

Die durch die RSM erzeugten 3-dimensionale
Hyperflachen bzw. Contour Plots ermdglichen
nicht nur eine einfache Abschéatzung der Robust-
heit in den dargestellten Variablen, sondern
auch die Ermittlung optimaler Parametereinstel-
lungen (vgl. Abbildung 2). Aufgrund seiner fiinf
Levels pro unabhéngiger Variable wurde fiir die
Validierung der Multi-Methode das Central
Composite Design ausgewahlt. Trotz der fiinf Le-
vels bendtigt dieses Design eine recht moderate
Anzahl an Versuchen und eignet sich deshalb
besonders zur Abschétzung der Robustheit und
Optimierung einer LC-MS-Multimethode.
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Central Composite
Design (CCD)

N

Abb. 1: Schematische
Darstellung von
unterschiedlichen
Versuchsdesigns

2 = Anzahl der Levels pro Variable
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Abb. 2: Contour Plot

der signifikanten

Experimentelles
Standards/Chemikalien

Hypergrade Methanol und Ammonium Acetat
wurden von der Firma Merck (Darmstadt,
Deutschland) bezogen. Die Standardldsungen
der 84 Pestizide waren von der Firma Ehrenstor-
fer (Ausgsburg, Deutschland) und Merck (Darm-
stadt, Deutschland). Das verwendete HPLC-Was-
ser wurde aus deionisiertem Wasser mittels
eines Millipore MilliQ Systems (Schwalbach,
Deutschland) hergestellt.

Fliissigkeitschromatographie

Fir die chromatographische Trennung wurde ein
Agilent 1100 Series HPLC-System mit Degasserein-
heit, Autosampler und einem Saulenofen mit
einem Umschaltventil verwendet. Die Ofentempe-
ratur war auf 25°C eingestellt. Die Trennung der
Analyte erfolgte mit einer Phenomenex Synergi Fu-
sion Saule (RP 80 A, 50 x 2.00 mm, 4 pm). Die
chromatographischen Parameter wurden in Anleh-
nung an die in Referenz [6] beschriebene Methode
fur Sulfonylharnstoffherbizide gewahlt (Tabelle 1).

Massenspektrometrie

Fir die Detektion wurde ein MDS Sciex API 4000
Qtrap  Triple-Quadrupole-Massenspektrometer
der Firma Applied Biosystems mit einer Turbo lon
Spray (electrospray) lonisationseinheit verwen-

Variablen Dwell Time
und Temperatur

det. Die lonenquelle wurde im positiven Modus
betrieben (Tabelle 2). Die Massenl bergange
wurden mit dem MS/MS-Multiple-Reaction-Mo-
nitoring-Mode (MRM-Mode) mit einer 10 ms
Dwell Time detektiert.

Die massenspektrometrischen Daten fiir eine
Auswahl an Masseniibergangen sind in der Ta-
belle 3 aufgefiihrt.

Software

Die statistische Auswertung des Versuchsplans
erfolgte mit der Statistiksoftware Uncrambler
v.9.6 und v.9.7 [8].

Ergebnisse und Diskussion

Der Erfolg eines statistischen Versuchsplans
hangt stark von der Auswahl der Design Variab-
len und der Definition der Response Variablen
ab. Fiir die beschriebene LC-MS/MS-Multi-Me-
thode wurden mehr als 20 mdgliche Design Vari-
ablen gefunden, jedoch konnten aufgrund soft-
waretechnischer Begrenzung nur sechs Design
Variablen berlicksichtigt werden. Die Auswahl
erfolgte anhand von Erfahrungswerten (siehe
Tabelle 4). Der Zentrumspunkt (0-Level) jeder
Design Variable entspricht der Parametereinstel-
lung der zu validierenden Methode.

Als Grundlage fiir die Response Variable der
massenspektrometrischen Detektion diente das

Injektion 20 pl

Fluss 0,60 ml/min

Eluent A H,0/5 mM Ammonium-Acetat

Eluent B Methanol/5 mM Ammonium-Acetat
Gradient  Zeit (min) | 0 13 15 15.01 20

Eluent B (%) |20 80 80 20 20

Curtain gas 25 psi
Spraying gas 50 psi

Drying gas 50 psi
lonisation temperature 500°C
Collision gas value 5 (range 1-12)
lonspray voltage 5000 V

Tab. 1: HPLC-Parameter

Tab. 2: MS-Parameter
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Abb. 3: 3D Response Surface der Variablen Dwell Time und Temperatur?

Signal-zu-Rausch-Verhaltnis (S/N). Die Response
Variable R wurde als der Anteil von Masseniiber-
gangen, die ein vorgegebenes S/N-Limit (z.B.
SIN=10 fiir die Bestimmungsgrenze) liberschrei-
ten, definiert. Fiir die Durchfiihrung eines Central
Composite Designs fiir sechs Design Variablen
und 15 Wiederholversuchen des Zentrums-
punktes (0-Level) waren 91 Experimente notig.

Fiir die 91 Versuche wurde jeweils die entspre-
chende Response R berechnet und in die Statisti-
ksoftware eingegeben. Bei der Auswertung der
Ergebnisse mittels Varianzanalyse (Analysis of Va-
riance; ANOVA) konnten drei signifikante Haupt-
effekte (Konzentration, lonisierungstemperatur
und Dwell Time) bestimmt werden, aber keine
Wechselwirkungen zwischen den einzelnen De-
sign Variablen. Die beste Anpassung an die expe-
rimentell ermittelten Daten ist in Abbildung 2 und
Abbildung 3 dargestellt. Die Design Variable Kon-
zentration besitzt allerdings nur einen linearen
Einfluss auf die Response R. Der signifikante Zu-
sammenhang zwischen der Konzentration und
dem Signal ist Grundvoraussetzung fiir eine Ana-
lysenmethode und war schon vor der Durchfiih-
rung des statistischen Versuchsplans bekannt. Je-
doch wurde diese Design Variable bewusst in
diesem berlicksichtigt, damit noch weitere Vali-
dierungsparameter, wie z.B. Linearitat, Nachweis-
und Bestimmungsgrenzen, aus den Daten be-
stimmt werden konnten.

Fir alle Design Variablen, die entsprechend
der Varianzanalyse keinen signifikanten Einfluss
auf die Response R haben, kann die Methode als

Response R

robust betrachtet werden. Um die Methodenro-
bustheit fiir die signifikanten Haupteffekte ab-
schatzen zu konnen, erfolgt eine Auswertung der
Daten mittels der Response Surface Methodology
(RSM). In Abbildung 2 und Abbildung 3 ist die
Oberflache der Response R fiir die Design Variab-
len lonisierungstemperatur und Dwell Time zum
einen als Contour Plot und zum anderen als drei-
dimensionale Darstellung abgebildet. Der Zen-
trumspunkt, welcher die Parametereinstellungen
der Methode wiederspiegelt, befindet sich hier
auf einem relativ flachen Plateau nahe des Opti-
mums auf der Hyperflache. Anhand des Gradien-
ten im Optimum der Response Surface kann die
Robustheit der Multimethode abgeschétzt wer-
den. Je geringer die Kriimmung, desto geringer
der Einfluss von Schwankungen der Variablen
Temperatur und Dwell Time auf die Gesamtheit
der Analyte. Aufgrund dieser Gegebenheit kann
die Methode auch fiir die beiden signifikanten
Haupteffekte als robust eingestuft werden.

Optimum beider Oberflichen

Abb. 4: Schnittfliche zweier Oberflichen?

Befindet sich jedoch der Zentrumspunkt an ei-
ner Flanke der Oberflache, kann die Analysenme-
thode fiir diese Haupteffekte nicht als robust ein-
gestuft werden, da geringe Abweichungen von
den Ausgangseinstellungen der beiden Parameter
groBe Auswirkungen auf die Response R haben.

Neben einer sehr guten Abschétzung der Ro-
bustheit ermdglicht die RSM auBerdem noch eine
relativ einfache Optimierung von Multi-Metho-
den. Fiir die Optimierung der beschriebenen Me-
thode miissen nur die Parametereinstellungen
der zwei Design Variablen am Optimum der
Oberflache (Abb. 2) ermittelt werden. Infolge der
geringen Distanz zwischen Optimum und Zen-
trumspunkt weichen die optimierten Einstellun-
gen der Design Variablen in diesem Fall von den
Ausgangswerten nur gering ab (Tabelle 5). Die

2 Abbildungen wurden mit der Software
Matlab 6.5 erstellt

-0 -1 0- +1 +0
Level Level Level Level Level
Konzentration [pg/l] 5.9 15.0 20.0 25.0 34.1
Fluss [ml/min] 0.46 0.55 0.60 0.65 0.74
Gradient [min] 121 12.7 13.0 13.3 13.9
lonisationstemperatur [°C]  330.3 440.0 500.0 560.0 669.7
Zerstauber-Gas [psi] 21.7 40.0 50.0 60.0 78.3 Tab. 4: Sechs Design
Curtain-Gas [psi] 10.9 20.0 25.0 30.0 39.1 Variablen mit den
- entsprechenden fiinf
Dwell Time [ms] 2.9 7.5 10.0 12.5 17.1 Levels
Design Variable Ausgangswert Optimierte Einstellungen
lonisierungstemperatur [°C] 500.0 528.3
Dwell Time [ms] 100 18 Tab. 5: Optimierte

Einstellungen



optimierten Einstellungen wurden mittels eines
Bestatigungsexperiments Uberpriift. Weitere Ver-
suche waren nicht notig, da die Ergebnisse durch
die Verwendung eines Versuchsplans hinreichend
statistisch abgesichert sind.

Werden bei der Varianzanalyse mehrere si-
gnifikante Haupteffekte ermittelt, so steigt mit
der Anzahl der Haupteffekte auch die Anzahl der
bei der Optimierung zu beriicksichtigen Hyper-
flachen und der damit verbundene Auswerteauf-
wand. Fiir die Bestimmung der optimalen Para-
metereinstellungen miissen Schnittflachen der
Oberflachen berechnet werden. In Abbildung 4
ist ein Schnitt zweier Hyperflachen exemplarisch
fur die Design Variablen Dwell Time, lonisie-
rungstemperatur und Konzentration der be-
schriebenen Methode abgebildet.

Fur weitere Informationen (ber die Ergeb-
nisse der ANOVA und der RSM sei an dieser Stel-
le auf die Referenz [7] verwiesen.

Zusammenfassung

Die Anwendung von statistischen Versuchsplanen
ist fiir die Validierung von Multi-Methoden beson-
ders geeignet. Am Beispiel einer LC-MS/MS-Multi-
Methode fiir Pflanzenschutzmittel in Wasser konn-
te gezeigt werden, dass mittels eines Central
Composite Designs fiir sechs Einflussvariablen eine
sehr gute Abschatzung der Robustheit bei relativ
geringer Versuchsanzahl méglich war. Die Auswer-
tung erfolgte gemaB der Varianzanalyse und der
Response Surface Methodology. Die erzeugten
RSM-Diagramme erlaubten zudem eine einfache
Optimierung der Multi-Methode. Durch die Ber{ick-
sichtigung der Konzentration als Design Variable
konnten weitere Validierungsmerkmale, wie die
Linearitdt, Nachweis- und Bestimmungsgrenze,
direkt aus dem statistischen Versuchsplan ermittelt
werden.
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