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Todimensionel

voeskekromatografi.
what's In It for you?

Netop i disse ar er der en markant stigende interesse for 2D LC-
teknikken. Den lover mange teoretiske fordele, men er stadig
udfordrende at implementere i praksis.

Af Nikoline J. Nielsen, Rune Graesbwgll, Jan H.
Christensen, Analytisk Kemi Gruppen, Sektion

for Miljgkemi og -Fysik, Institut for Plante- og
Miljgvidenskab, Det Naturvidenskabelige Fakultet,
Kgbenhavns Universitet

Todimensionel vaeskekromatografi (2D LC) er en teknik til
separation af komponenter fra komplekse blandinger. Denne
teknik er yngre og mindre udviklet 1 sammenligning med
sgster-teknikken todimensionel gaskromatografi (2D GC),
hvor kommercielle instrumenter udbydes af flere forhandlere,
og hvor teknikken anvendes pa rutinebasis i mange laborato-
rier. Det fgrste kommercielle 2D LC-system kom pa markedet
i 2013, men der er en markant stigende interesse for feltet: pa
HPLC-konferencen i 2011 var der ganske fa bidrag pa 2D LC,
men 1 2013 handlede mere end 20% af mere end 1000 bidrag
om multidimensionel LC. Teknikken lover mange teoretiske
fordele, men er stadig udfordrende at implementere 1 praksis, pa
en made hvor ydeevnen matcher den, man opnar rutinemaessigt

med 1D LC.
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Analyse af komplekse praver krcever hgj peak-
kapacitet

Som eksempel kan man forestille sig en prgve med 20 kom-
ponenter analyseret pd et 1D kromatografisk system med en
peak-kapacitet pa 20. Der forudsattes, at komponenterne giver
anledning til samme respons, og at de eluerer som perler pa en
snor. I dette tilfelde opnas en optimal separation (figur 1a). I en
anden situation, hvor komponenterne stadig eluerer som perler
pa en snor, men hvor deres responsfordeling er mere tilfeldig,
er separationen mindre tilfredsstillende, fordi mange sma toppe
ligger skjult under stgrre nart placerede toppe (figur 1b). Eller
situationen hvor komponenterne igen har samme respons, men
nu eluerer 1 et mere tilfeldigt mgnster; heller ikke her er kro-
matografien tilfredstillende (figur 1c). Det sidste kromatogram
(hgur 1d) 1llustrerer den situation, vi oftest mgder ved analyse
af komplekse blandinger: komponenterne eluerer mere eller
mindre tilfeldigt, og de udsp@nder samtidig et stort respons-
omrade — 20 komponenter kan altsa ikke separeres tilfredsstil-
lende med en peak-kapacitet pa 20 [1].

@ fotii it (b)

Figur 1. Teoretisk gengivelse af kromatografi nar 20 komponenter
separeres pd et system med en peak-kapacitet pd 20.

a) Komponenterne har samme respons og eluerer som perler p&
en snor,

) komponenterne har forkellige respons, men eluerer stadig

som perler p& en snor,

c) komponenterne har samme respons men eluerer i et mere
tilfceldigt manster, og

d) komponenterne har forskellige respons og eluerer i et tilfaeldigt
menster. Fra [ 1].
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Den statistiske teor1 for komponent-overlap finder en tydelig
sammenhang mellem systemets matningsfaktor (o), altsa antal
komponenter (m) 1 prgven divideret med systemets peak-kapa-
citet (n ), og med forholdet mellem singletter (s), dvs. enkelte
toppe uden overlap med nabo-toppe, og peak-kapacitet

(B, = s/ n ) og endelig med forholdet mellem observerede toppe
(p) og peak-kapacitet (BF =p/n) (figur 2). Fra figur 2 kan
konkluderes, at for at opnd en situation, hvor hovedparten af

de observerede toppe er singletter (Bp = _eller p =s), samtidig
med at antallet af singletter reprasenterer en stor del at kompo-
nenterne i prgven (B_= o eller s = m), sd skal man befinde sig i
det rgde omrade. Dvs. det kromatografiske system skal have en
peak-kapacitet, der er 10 gange hgjere end antallet af kompo-
nenter 1 prgven [2].

1.0 2.0 3.0 4.0

a=m/n,
Figur 2. Sammenhaoengen mellem et systems maetning (o) defi-
neret ved ratioen mellem pragve-komponenter (m) og peak-kapa-
citet (n_) og ratioen mellem toppe og peak-kapacitet (). En top
kan vcere en singlet (s), en doublet, en triplet efc. eller summen
af alle observerede toppe (p). Her er kun givet ratioen for singlet-
ter over peak-kapacitet (B,) og for total antal foppe over peak
kapacitet (B_). Fra [2]. Den gode analyse af komplekse blandin-
ger opnds i det rgde felt, altsé nér peak-kapaciteten er 10 gange
hajere en antallet af prevekomponenter, eluerer hovedparten af
komponenterne som singletter.

Overordnet set kan der opnas peak-kapaciteter pa 500 for 1D
LC med en analysetid pa 30 min. Det svarer til, at den gode
analyse kan udfgres pa prgver indeholdende op til 50 kom-
ponenter. Der kan opnas andre typer separation ved at bruge
multikanals-detektorer. Her anvendes typisk massespektrome-
tri, hvor separationen baseres pa masse-ladningsforhold, men
der vil ofte vare en signifikant matrixeffekt med upalidelig
kvantificering til fglge, sa lenge komponenterne overlapper
efter den kromatografiske separation og dermed under ionise-
ringen. F.eks. nar der males kemiske metabolit-fingeraftryk,
indeholder prgverne typisk langt flere komponenter, end der
kan kvantificeres og identificeres palideligt.

Hvad er 2D LC?

[ 2D LC fraktioneres eluenten fra fgrste dimensions (‘d) kolon-
nen i pa hinanden fglgende fraktioner, hvorefter disse fraktio-
ner pasattes anden dimensions (*d) kolonnen og separeres en
efter en. Det kan ggres pa forskellige mader: Offline, stop-flow,
heart-cut og comprehensive 2D LC. I offline-ops@tningen af-
kobles de to separationer i tid; saledes parkeres 'd fraktionerne
1 rgr eller pa faste faser. °d analysen har ingen tidsbegraensning,
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og typisk opnds hgje peak-kapaciteter i bade 'd og “d. Den fulde
2D-analyse tager fra timer til dage, og peak-kapaciteten pr. tids-
enhed er relativt lav. I stop-flow ops@tningen standses flowet
pa 'd kolonnen gentagne gange, mens hver eluerende fraktion
analyseres pa *d kolonnen. Her er 2d analysetiden kortere, fordi
separationen i 'd ikke ma gdelegges af komponenternes dif-
fusion under stilstand. Da store molekyler diffunderer kortere
pr. tidsenhed ift. sma molekyler, fungerer denne tilgang godt
med f.eks. peptider og proteiner. Tidsforbruget er hgjt, men
ikke ligesa hgjt som for offline 2D LC. Comprehensive 2D LC
(LCxLC), pa dansk "fyldestggrende” eller "udtgmmende” 2D
LC, opererer i samme tidsregime som traditionel 1D LC. Her
opsamles fraktioner fra 'd skiftevis i to loop; nar der opsamles
1 loop 2, analyseres hvad der tidligere opsamledes i loop 1 og
vice versa. Typisk er °d analysetiden 20 sekunder, og 'd separa-
tionen kgres kontinuerligt. Den fulde analysetid er 30-120 min,
den absolutte peak-kapacitet moderat, men peak-kapaciteten
pr. tidsenhed hgj - op til 40 pr. minut. I heart-cut 2D LC, eller
selektiv LCxLC, analyseres kun udvalgte 'd fraktioner pa °d
kolonnen; pa den made er den fulde analysetid typisk som i
LCxLC, men der er laengere tid til de udvalgte *d separationer,

og peak-kapaciteten bliver brugt der, hvor den vurderes mest
vaerdifuld.

Den multiplikative fordel

Vi kender alle et 1D LC-kromatogram med retentionstid ud af
x-aksen og respons op at y-aksen. For 2D LC udsp@ndes kro-
matogrammet af et plan med 'd retentionstiden ud af x-aksen,
‘d retentionstiden ud af y-aksen og responset op af z-aksen.
Betragtes kromatogrammet ovenfra kommer responset sa at
sige ud af planet. Nar vi deler x-y-planet op i mindre firkanter,
hvor firkanternes areal udspandes af en peak-kapacitets enhed
for hhv. 'd og %d, er det tydeligt, at den totale 2D peak-kapacitet
(**n ) er lig produktet af 'd peak-kapaciteten ('n ) og *d peak-
kapaciteten (lnc) (igur 3, side 24).

Det betyder, at vi kan gge peak-kapaciteten med en faktor 10,
hvis vi kan opna en beskeden *d peak-kapacitet pa 10, mens vi
kgrer en normal 'd separation. Eller kan vi nu ogsa det? Det er
ikke sa nemt at implementere LCxLC i praksis, her kommer et
eksempel med to koblede omvendt fase (RP)-systemer.

Udfordringer i implementeringen af RPxRP

Helt grundlaeggende er der fire aspekter i implementeringen,
som kraever omhu og snilde: at undga ungdig undersampling
af 'd; at etablere hurtig °d kromatografi med acceptabel peak-
kapacitet; at fokusere 'd fraktionen pa *d kolonnen, og at *d
separationen er komplementer til 'd separationen.
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Figur 3. lllustration af det multiplikative fornold mellem total peak-
kapacitet og peak-kapaciteten opndet i uafhcengige 'd og *d
separationer. Separationsplanet opdeles i mindre firkanter, hvor

vandrette og lodrette sider hver reproesenterer en peak-kapaci-
tets enhed i hhv. 'd og ?d. Fra [3].

Undersampling

For 1kke at blande de komponenter, der allerede er helt eller
delvist adskilt efter 'd separationen, er det vigtigt at opsamle
fraktioner ca. 3 gange henover en 'd kromatografisk top. Hver
fraktions-opsamling foregar i samme tidsrum som en °d separa-
tion, dvs. jo hurtigere *d kromatografi, jo oftere kan der opsam-
les fraktioner fra 'd-kolonnen. Skal regnestykket ga op med en
moduleringstid pa 20 sekunder, kraves en 'd topbredde pa 1
minut [4,5]. I figur 4 eksemplificeres hvorledes 3 komponenter
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Figur 4. Eksempler p& hvor ddérlig 2D-adskillelse der opnés, nér 'd
kromatografien fraktioneres for sjceldent: a) er situationen hvor
fraktioneringstiden (t) er 30 sekunder svarende til 4 frakfioner
henover en 'd fopbredde (N=4), b) t. p& 60 sekunder svarende
fil N=2 giver ddrlig adskillelse af top 2 og 3. ©) 1, p& 80 sekunder
svarende fil N=1.5 giver ingen adskillelse af top 2 og 3, og d) f,
P& 120 sekunder svarende til N=1 giver ingen adskillelse mellem
top 1.2 og 3 - og dette pd trods af fin adskillelse mellem selv det
kritiske par efter 1d kromatografien. Fra [3].
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overlapper i 2D LC kromatogrammet, pa trods af fin adskil-
lelse efter 'd kromatografien, nar der fraktioneres mindre end 3
gange henover 'd topbredden.

Hurtig ?d kromatografi

At kunne fraktionere 'd kromatografien ofte forudsatter
ekstrem hurtig °d kromatografi. Det kan vi primert ggre ved
at bruge teknikker, der giver hgj peak-kapacitet pr. tidsenhed,
her mest oplagt sma partikler og/eller partikler med fast kerne
of porgs overflade pa ultrahgjtrykssystemer. At kgre med hgjt
flow er ogsa en anvendelig strategi. Pa den made kan der kgres
flere kolonne-volumener igennem “d systemet pr. tidsenhed,
hvormed den kromatografiske hastighed gges. Med hgjt flow
pges modtrykket pa kolonnen desvearre. Det afhjelpes ved

at anvende ekstremt hgje temperaturer (>90°C), som s@&nker
mobil-fase-viskositeten og heldigvis ogsa ofte komponenternes
retentionsfaktor. Uheldigvis er der endnu ikke udviklet sub-1.7
um diameter partikelfaser med eller uden fast kerne, som taler
sa hgje temperaturer. For smalle toppe, og dermed hgj peak-
kapacitet, kan det veere en fordel at kgre en stejl gradient 1 °d se-
parationen. Det krever imidlertid, at der bruges tid pa vask og
re-ekvilibrering 1 °d analysetiden. Desuden kan tiden fra mixer
t1l kolonne (dwell-tiden) udggre signifikant ventetid 1 systemer
med alt andet end minimal dwell-volumen.

Refokusering

Nogle 'd fraktioner vil indeholde solvent af relativ hgj eluotrop
styrke, f.eks. hvis de er opsamlet sidst 1 en gradient-kgrsel. Det
relativt store fraktionsvolumen, f.eks. 50 uL, sammenlignet
med en normal LC-injektion pa 1-10 pL, og den hgje eluotrope
styrke ggr det svart at lave en injektion pa *d kolonnen, saledes
at injektionsbandet fokuseres og komponenterne opkoncentre-
res 1 et mindre volumen. Figur 5 viser to af vores allerf@rste
kgrsler pa et hjemmebygget system. @verst uden refokusering,
hvor alle komponenter elueres i *d injektionsvolumen med hgj
eluotrop, nederst med passende refokusering. Ringe fokusering
kan udbedres ved at inds@tte en mere retentiv *d kolonne, ved
at pasette en mindre del af den opsamlede 'd fraktion, ved at
fortynde 'd fraktionen med lav eluotrop styrke solvent, eller ved
at gge “d flowhastighed og kolonnedimensioner.
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Figur 5. Eksempel pd darlig refokusering (@verst) og hvorledes
refokuseringen etableres ved at udskiffe en mindre retentiv ?d
kolonne med en mere retentiv °d kolonne (nederst). Egne data.
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Orthogonalitet

Sidst, men ikke mindst, er det vigtigt, at separationsmekanis-
merne i hhv. 'd og *d er nogenlunde forskellige — ogsa kaldet
orthogonale. Hvis ikke vil komponenterne eluere langs diago-
nalen pa x-y-retentionsplanet eller i et beslegtet mgnster. Det
betyder at pa trods af to anvendte kromatografiske systemer, sa
er den samlede separation stadig endimensionel, og et lignende
resultat ville kunne vere opnaet med 1D LC og langt ferre
komplikationer. For at opna en analyse, hvor den totale 2D
teoretiske peak-kapacitet faktisk ogsa udspandes af prgvens
komponenter, kraves, at man har en prgve af en vis dimensio-
nalitet. Dvs. en prgve som indeholder komponenter med flere
typer forskelligheder, f.eks. kedelangde, storrelse eller ladning,
der kan udnyttes 1 en separations-kontekst. Figur 6 illustrerer en
situation, hvor systemets orthogonalitet er lav. Komponenternes
retentionsm@nster er diagonalt (venstre), og nederst ses en situa-
tion, hvor hele separationsplanet udspandes af prégvens kompo-
nenter; altsa et system med maksimal orthogonalitet (hgjre).
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Figur 6. Til venstre et eksempel pa lav orthogonalitet, hvor den
teoretiske peak-kapacitet udspcendt af de to kromatografiske
systemer ikke er filgoengelig for prevens komponenter. Det kan
skyldes, at de to kromatografiske systemer er for ens, eller at pre-
vens dimensionalitet er lav. Til hgjre den ideelle situation, hvor de
fo systemer er fuldt orthogonale, og hvor komponenternes retenti-
onsmgnster udspcender hele det kromatografiske plan. Fra [6].
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Perspektiv

I Analytisk Kemi Gruppen har vi
bygget vores eget budgetvenlige
2D LC-system af to gamle “skralde
HPLC’er”. Det fungerede fint 1
mange konstellationer [7], men at
kgre gradient i °d kraver en hgj-
tryks-skifteventil og et langt mindre
dwell-volumen pa *d systemet.
Dertor er den ene “skralde HPLC”
nu udskiftet med en UHPLC, og der
er indkgbt en hgjtryks-skifteventil.
Vi har ogsa manglet software til

at styre instrumentet med gennem
processen, men efter et opstartet
forskningssamarbejde med Waters,
Milford, US er softwaredelen ikke
lengere en begrensende faktor. I
den nermeste fremtid skal vi lege
med deres prototype pa et 2-4
dimensionelt system, hvor dimen-
sionerne er en kombination af lav-
og hgj-effektivitets kromatografi,
dvs. fast-fase-kolonner og HPLC/
UHPLC-kolonner. Og der er nok at
ga i gang med....

E-mail
Nikoline Juul Nielsen: njn@plen.ku.dk
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