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Modeller inden for
voeskekromatografi;
Hvad kan vi bruge dem fil?

At arbejde med feoretiske modeller inden for kromatografi kan give
en dybere forstaelse for, hvad der rent faktisk sker i eksperimentelle
situationer. | omvendt fase voeskekromatografi er der to

veldokumenterede modeller.
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Teoretiske modeller kan bruges til at forudsige udfald inden
for et parameter-rum, og pa den made reducere stgrre ekspe-
rimentelle indsatser til overkommelige opgaver. Eller de kan
bruges til at verificere, at et eksperimentelt bestemt optimum er
globalt og ikke lokalt. Inden for omvendt fase veskekromato-
grafi er der to veldokumenterede modeller, som er anvendelige
1 eksperimentel kontekst og hvormed bade mange kolonner og
analytter er karakteriseret. Nedenfor gennemgéas "The Hydro-
phobic Subtration Model” (HS-modellen) [1] og "The Linear
Solvent Strengt Model” (LSS-modellen) [2] og eksempler pa
deres anvendelse gives.

The Hydrophobic Subtraction Model

HS-modellen beskriver retentionen af en given analyt pa et
givent kolonnesystem relativt til retentionen af reference-kom-
ponenten ethylbenzen. Den relative retention beregnes som en
funktion af fem kolonne-parametre og fem analyt-parametre,
som hver 1s@r beskriver en kemisk interaktion mellem analyt
og kolonne: hydrofobicitet (17’H), sterisk hindring (0°S*), analyt
basicitet og kolonne-aciditet (f'A), analyt aciditet og kolonne-
basicitet (&'B) og endelig 1on-binding (x’C). Modellen er indsat
som ligning 1 nedenfor, hvor ¢ er den relative retention, &
analyttens retentionsfaktor og k,, ethylbenzens retentionsfaktor.
Sma graske bogstaver er analyt-egenskaber, og store romerske
bogstaver er kolonne-egenskaber. Hydrofobiske, syre-base og
ioniske interaktioner gger den relative retention (+), hvorimod
sterisk hindring mindsker den relative retention (-).

loga = log (%) =n'H—-0'S"+B'A+a'B+k'C (1)

Mere end 650 kolonne-typer er blevet karakteriseret ved brug
af HS-modellen. Deres kolonne-parametre kan findes pa
http://hplccolumns.org. Kolonne-karakteriseringen er uaf-
hangig af f.eks. kolonne-dimensioner og flow, men forteller
noget om kolonnens egenskaber og selektivitet. Kolonne-
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karakteriseringen er derimod meget afha@ngig af mobilfasens
sammensa&tning. Den standardiserede karakteristik ved lav pH
er udfgrt ved kolonnetemperatur pa 35°C og mobilfase 1:1 (v/v)
acetonitril:buffer, hvor bufferen er 60 mM vandig kaliumdihy-
drogenphosphat (pH 2.8) evt. justeret med draber af koncentre-
ret hydrogenphosphat [3,4]. Modellen giver sig ud for at vaere
mekanistisk ved at opkalde hvert enkelt led efter en kemisk
interaktion, men det er den ikke 1 alle tilfzlde — f.eks. har 7-7-
interaktioner ikke et dedikeret led.

At finde en kolonne med samme

eller afvigende egenskaber

V1 veelger ofte kolonner ud fra a priori-eksperimentelle erfarin-
ger. En mere objektiv made er at bruge HS-modellens kolonne-
parametre. F.eks. kan vi finde identiske eller lignende kolonner
ved at sammenligne deres HS-parametre, ligesom det er muligt
at finde kolonner med meget forskellig selektivitet. F-faktoren

1 ligning 2 giver et mal for, hvor ens to kolonner er. Lave F-
vaerdier angiver hgj similaritet. Typisk vil vi opfatte kolonner
med F < 3 som identiske og kolonner med F < 10 som rimelig
identiske. Meget forskellige kolonner har typisk F > 250.

F = J (a(H,H)” + (b(S;51)” + (c(A2-A))” + (d(B,-By) + (e(C2-C))” (@)

Vagtene a, b, ¢, d og e afh@nger af vigtigheden af den specifik-
ke interaktion for analytternes separation. Varierer analytterne
f.eks. meget i hydrofobicitet er det en fin egenskab at udnytte

1 en kromatografisk separation, og b-vagten skal vare relativt
stor. Bestar ens prgve udelukkende af neutrale analytter, sattes
e-vegten til nul, da der ikke er potentiale for 1oniske interaktion-
er. I [5] har Gilroy et al. estimeret generelle vegte (a= 12,5, b
= 100, ¢ = 30, d = 143 og e = 83) baseret pa 67 analytter med en
bred vifte af egenskaber. Hvis man kender sin prgve godt, kan
det give mening at bruge specifikke vegte malrettet prgvens
analytter eller en bestemt klasse af analytter, 1 stedet for de
mere generelle vegte. F-beregninger kan foretages online uden
det store besver pa http://hplccolumns.org.

Inden for to-dimensionel kromatografi vil man typisk under-
kaste prgven to forskellige, orthogonale, separationer. Dvs. det
er essentielt at identificere kolonner med orthogonale egenska-
ber. V1 har forsggt os med at beregne prgve-specifikke vaegte
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fra litteratur og databaser bgr den standardiserede mobilfases
sammensatning bruges [3,4], men man kan ogsa generere
egne kolonne-parametre med en, for laboratoriet, ofte anvendt
mobilfase sammensa&tning.

ved at bruge principal komponentanalyse pa prove-analytternes
HS-parametre: jo stgrre varians de enkelte analyt-parametre
udspander, des vigtigere er den tilsvarende kolonne-parameter
for adskillelsen. Hvis f.eks. alle analytterne har samme o’-
veerdi, sa vil en @ndring 1 kolonnen S -vardi ikke have nogen
indflydelse pa den relative retention af analytterne, og der-

for bgr b-vaegten vare nul. Pa den made lykkedes det at gge
orthogonaliteten 1 en to-dimensionel separation, i.e. andelen af
udnyttet peak kapacitet, med en faktor 1.5 [6].

The Linear Solvent Strengt Model

LSS-modellen bygger pa en empirisk approksimation af en ana-
lyts retentionsfaktor 1 isokratisk omvendt fase vaeskekromato-
grafi, som funktion af solvent-styrken [2]. Ligning 3 giver LSS-
modellen, hvor k er analyttens retentionsfaktor, k er analyttens
retentionsfaktor 1 rent vand, S er haldningen, og @ er volumen-
andelen af organisk solvent med vardier mellem O og 1.

At vurdere kolonne-fithess fra batch til batch

Man kan bestemme en kolonnes parametre ved at anvende syv
udvalgte kemiske stoffer med forskellige egenskaber (hydro-
fobicitet, sterisk hindring, basicitet, aciditet og ion-binding),
foruden thiourea (dgdtids-indikator) og ethylbenzen (reference-
komponent) fordelt pa to injektioner. Deres struktur og analyt-
parametre er givet 1 figur 1.

log(k) = log(ky) =S x ¢ (3)

Dvs. der forventes en line@r sammenha@ng mellem logaritmen
til retentionsfaktoren, log(k), og solvent-

n' o’ S’ o K’ 2. [nm]|  styrken, idet ¢ angiver solventstyrken,
Thicuras! _ ] ) _ ] 241 som stiger med andelen af organisk
s g solvent. For at give en 1dé om, hvor stor
2 e - >
Amltrlptyhne‘ - 1,094 0,163 0,041 0,300 0,817 |205>239 effekten af eluentstyrken er, kan det be-
4-Butylbenzoic acid’ 0,266 | -0223 | 0013 | 0,838 | 0045 239 mzerkes, at S-vaerdien normalt vil ligge i
Benzoenitrile? -0,703 0,317 0,003 0,080 -0,030 [223>270|  omradet 2-6 for sma molekyler. Man kan
trans-Chalcone® 0,029 0,918 -0,021 0,292 | -0,017 |310>226| 1modelberegninger anvende S = 4, hvis
N,N-Diethylacetamide® 1,390 | 0,214 0,369 | -0215 | 0.047 200 man ikke har bestemt S eksperimentelt.
Bilibeinste 0 0 0 0 0 208 Det betyderf at man ka'n fﬂ{vente en fak-
P i g - — —_— ien i | s tor 10 &ndring 1 retentionstiden, for hver
SRR G i ’ ’ %2 R - gang eluentstyrken @ndres med 25%,
Anisole® 0467 | 0062 | 0006 | -0.156 | -0,009 [219>270 feks. fra ¢ = 0,25 til 0,50.

Denne ligning kan anvendes til at
forudsige retentionen i bade isokratisk
og gradient veskekromatografi. Det
er muligt at beregne kromatogram-
mer for begge typer at separationer,
blot man kender log(k ) og S for de
involverede stoffer 1 det anvendte
kromatografiske system. De to para-
metre 1 modellen, log(k ) og S, galder
kun pa én kolonne og i ét solvent-
system. Hvis man vil sammenligne

f.eks. eluering med methanol:vand og
L acetonitril:vand, er det nedvendig at
bestemme to s@t parametre: ét for ana-
lytterne med methanol:vand og ét for
acetonitril:vand. Maling af LSS-para-
0O metrene er ganske ligetil: Man separerer
analytterne i1sokratisk med forskellige
eluentstyrker og laver sa linear regres-
sion af log(k) som funktion af ¢. Man
behgver ikke bruge hele omradet
(0 < @< 1), men man skal helst have
retentionsfaktorer (k) fra ~ 0,1 — 20.
Ofte vil man observere en forbavsende
god linearitet inden for (0,05 < ¢ < 0,95).
Der kan selvfglgelig forekomme afvigelser, som sa vil ggre de
efterfolgende forudsigelser mindre ngjagtige.
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Figur 1. Struktur, analyt-parametre og absorptionsmaxima for de ni stoffer, som kan anven-

des fil at bestemme en kolonnes HS-parametre. Data fra [4], dog er absorptionsmaxima
eksperimentelle data.

Saledes kan en kolonnes selektivitet monitoreres ret simpelt,
efterhanden som den slides. Nér retentionstiderne for de ni
komponenter er kendt, kan de syv komponenters retentions-
faktorer og relative retentionsfaktorer beregnes. Den relative
retention og analyt-parametrene indsa&ttes 1 HS-modellen, hvor-
ved vi far syv ligninger med fem ukendte kolonne-parametre.
Det kan lgses med multipel linear regression. Typisk vil man
se, at C-termen gges som funktion af gget silanol-aktivitet, og/
eller at H-termen mindskes, efterhanden som den apolere fase
tabes. @nskes malinger sammenlignet med kolonne-parametre

LSS-modellen og gradient-eluering

Man kan ogsa forudsige en komponents retentionstid, ligning 4,
og dennes top-bredde, ligning 35, 1 gradient-eluering hvor 7, er
retentionstiden, 7, er dgdtiden, 7 er dwell-tiden, & er retentions-
faktoren ved starten af gradienten, b er gradientstejlheden, w,

er top-bredden ved basis, og N er antallet af teoretiske bunde 1
kolonnen. B
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tr ~ 2 x 10g(2,3 X ko X b) + to + tp 4)

4 1
We ¥ w_"ﬁ = tﬂ X (1 = Z.EKJ{DKH) (5)

Gradientstejlheden (b) er en nggle-parameter for gradient-
eluering 1 LSS-modellen. Dens beregning er givet 1 ligning

6, hvor ¢ . er gradient-tiden og andre parametre givet ovenfor.
Gradientstejlheden fortaeller os, hvor meget den eluotrope
styrke stiger pr. kolonne-volumen. Pa den made kan man sam-

menligne gradienter kgrt ved forskellige flow eller pa systemer

med forskellig dgdvolumen.

b=ty xAp X > (6)

tg

Normalt far man en bedre separation af to nabo-toppe, jo min-
dre stejl gradienten er. Men — som man kan se af ligning 6 — er

stejlheden afhangig af § for hvert stof. Dvs., nar to stoffer har

forskellig S-veerdi, vil de pavirkes lidt forskelligt af gradienten,

a) Regulaer prove

Log(k)

0.25 0.5 0.75

og derfor galder denne generalisation kun 1 gennemsnit. I LSS-
modellen skelner man mellem “regulere prgver” og “irregulere
prgver”. I en reguler prove vil ingen af de lineare relationer

for alle analytterne 1 prgven, log(k) vs ¢, krydse hinanden. For
regulere prover galder den generelle regel (at lav stejlhed giver
bedst separation), da analytterne har tilnermelsesvis samme S.
[ en irregulaer prgve vil nogle af linjerne krydse hinanden: For
de stoffer, hvor linjerne krydser hinanden, er der ingen generel
regel for, om en stor eller en lille gradientstejlhed er bedst, figur
2.

Hvis man kender de to parametre for alle analytter 1 prgven,
kan man beregne kromatogrammerne for alle mulige gradienter
og prgve sig frem til en optimal gradient. De fleste virkelige
prgver vil ofte indeholde en del analytter, der ikke opfgrer sig
regulart.

Vha. disse formler har vi lavet et regneark, der tillader be-
regning af teoretiske kromatogrammer for bade isokratisk og
gradient-eluering. Regnearket er anvendt 1 eksemplet nedenfor.

Undersggelse af sammenhcengen

mellem gradient-tid og flow

Her folger et eksempel, hvor LSS-modellen kan forklare det
paradoks, at man kan fa en bedre adskillelse, nar den samme
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Figur 2. Logaritmen fil retentionsfaktoren k som funktion af eluent

styrken ¢ for en a) regulcer preve, og for en b) irregulcer prove.
Modificeret efter [2].
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Figur 3. Beregnhede kromatogrammer for de ni stoffer i den re-
gulcere prgve, pd samme kolonne, samme gradient, men med
forskellige flow.

a) Hejt flow, F=2 ml/min; dedfid, f = 0.5 min.

b) Medium flow, F=1 ml/min; dgdtid, f, = 1,0 min.

c) Lavt flow, F= 0,5 ml/min; dedtid, f, = 2,0 min.

Gradienten er den samme for alle tre systemer: ¢ = 0,4-0,8 over
15 min.
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gradient anvendes med et hgjt flow sammenlignet med et lavt
flow, figur 3.

Separationen er bedre jo hurtigere kgrsel, og forklaringen i
LSS-termer er simpel, men ikke dbenlys: At gradientstejlheden
er mindre med det hgje flow. Derfor vil man 1 gennemsnit opna
en bedre adskillelse pa den korteste tid. Resolutionen (R ) mel-
lem nabo-toppe er givet 1 tabel 1. |
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volumen end ved hgjt flow, og derfor er fglsomheden stgrre
ved lavt end ved hgjt flow (forudsat en koncentrations-sensitiv
detektor).

Et lignende eksempel kan vises med beregning af kromato-
grammer for de ni stoffer pa den samme kolonne-type, men af
forskellig lengde. Hvis man anvender den samme gradient, vil
en lengere kolonne nok give en marginalt bedre adskillelse end

den korte, tabel 2. Men fordi gradient-stejlhe-

den er stgrre for den lange kolonne modvirkes

Flow, ml/min.| 40 20 10 0,5 40 20 10 0,5 :
Top t, [min] R effekten af de flere teoretiske bunde nasten
helt. Det vigtigste man opnar, er en lengere

é éjg g}g gg 31{5) ,,;3[:12 %,j é’g é’g analysetid.
3 2!6 4’ 4 6,9 10’ 4 3’8 3 2’2 l} 5 Men — nu skal man ikke konkludere, at det
4 3’1 5’0 ?}6 11}{} 10’3 2 6 6?'8 5’2 altid er bedre at anvende en kort kolonne og/
5 4'7 6!9 9’7 13’2 6!2 4’9 3’ 6 2* 5 eller hgjt flow. Paradokset opstar kun, fordi
6 50 89 109 143 50 49 130 130 man anvender den samme gradient, men ikke
7 7’2 9’5 12’2 15’5 12’6 10’5 833 7‘1 den samme gradientstejlhed. Hvis gradien-
2 01 123 149 180 16 37 132 94 ten skaleres til en l&ngere kolonne eller et
9 11’2 13’3 15!8 18,4 " i " "' lavere flow, vil man altid fa en bedre adskil-

lelse, men oftest pa bekostning af en leengere

Tabel 1. Retentionstider og resolution (R) for forskellige flow p& den samme ko-

lonne med samme gradient og ucendret antal teoretiske bunde.

[ igur 3 er telsomheden vasentligt stgrre ved lavt tlow end
ved hgjt flow. Det skyldes, at elueringen 1 hgjere grad styres af
gradienten end af det volumen, der pumpes gennem kolonnen.
Med det lave flow elueres hver analyt 1 et vaesentligt mindre

L [mm)] 50 100 200 50 100 200
Top t, [min] Rs

| 3.4 5. 9,0 26 27025
2 38 6,2 95 34 3383 40
3 44 69 104 3,0 3.1 2.9
4 50 J6 1LD 8.6 97 104
5 69 97 132 49 5,1 4,9
6 8,2 10,9 14,3 49 55 6,0
7 g5 122 1585 10,5 11,7 14,3
8 12,3 149 18,8 37 45 48
9 13,3 15,8 20,0

Tabel 2. Retentionstider og kromatogrdfisk resolution for forskellige
kolonnelcengder med samme gradient og flow. Antal teoretiske
bunde er proportionale med kolonnelcengden.

analysetid.

Man kan lere meget mere om LSS-mo-
dellen ved at lese Snyder og Dolans bog om
emnet [2] eller forsgge sig med beregning
af teoretiske kromatogrammer, ligesom de grundleggende
artikler om HS-modellen giver et godt fundament for at finde
praktisk anvendelse for denne [1,3,5,7-9]. God forngjelse.

E-mail:
Nikoline J. Nielsen: njn@plen.ku.dk
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Nyt om ...

... Blobeskyttelse mod giftige guldioner

De fleste metalioner som Au’* er giftige over for bakterier. Ikke
desto mindre lever der bakterier i biofilm pa guldklumper. Det
er nu vist, at bakterien Delftia acidovorans, som lever 1 sadan-
ne biofilm, producerer et usedvanligt peptid, delftibactin, der
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binder det giftige Au’** som en
kompleks forbindelse og dermed
beskytter bakterien. Delftibactin
er usedvanlig ved at indeholde
to N-hydroxygrupper. Man ha-
ber, man kan benytte peptidet til
at syntetisere guld-nanopartikler
af veldefineret stgrrelse. Hvis delftibactin er tilstrekkelig selek-
tivt, kan det maske ogsa anvendes til guldudvinding.

Foto: Aram Dulyan. Licensed under
Creative Commons Attribution 2.0
via Wikimedia Commons.
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