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Dvodimenzionalna tekuéinska kromatografija

Uvod

Tekuéinska kromatografija je izuzetno mocna separacijska tehnika. Zbog mnogo razlic¢itih
nacina zadrZavanja analita kao $to su kromatografija obrnutih faza, kromatografija normalnih
faza, kromatografija ionske izmjene, kromatografija iskljuc¢enjem, kromatografija temeljena
na hidrofilnim interakcijama, kiralna kromatografija, tekuc¢inska kromatografija u nekom
obliku prisutna je u gotovo svakom analitickom laboratoriju. KoriStenjem razlicitih
stacioinarnih i mobilnih faza, razli¢itih aditiva, vrijednosti pH, te razliite temperature
moguce je razdvojiti gotovo sve parove analita, uklju¢ujuci enantiomere. Dobru selektivnost
prati i visoka efikasnost te kratko vrijeme analize, $to je posebno izrazeno u suvremenoj
tehnici tekudinske kromatografije ultra visoke djelotvornosti. Medutim, tekuéinska
kromatografija ne moze posti¢i vrlo visoku uc¢inkovitost u kratkom vremenu. Za razliku od
drugih kromatografskih tehnika, poput plinske kromatografije ili kapilarne elektroforeze broj
teoretskih (izmjena) tavana veéih od 100 000 do sada nije postignutl. Kao rezultat,
jednodimenzionalna tekuéinska kromatografija (engl. high performance liquid
chromatography, HPLC) nije pogodna za razdvajanje smjesa ve¢ih od pedesetak analita.
Kapacitet modernih kolona za tekuéinsku kromatografiju jednostavno nije dovoljan da bi se
sve komponente smjese potpuno razdvojile. Empirijsko pravilo govori da je teku¢inskom
kromatografijom moguce potpuno razdvojiti do 20 komponenti izmedu jednog do dva sata,
odnosno do 50 komponenti unutar deset sati 2,

Izraz "dvodimenzionalna tekuéinska kromatografija” (engl. Two-Dimensional Liquid
Chromatography, 2D-LC) odnosi se na tehniku u kojoj se na uzorak primjenjuju dva
neovisna, u najpovoljnijim uvjetima, dva ortogonalna sustava za odvajanje tekuéeg uzorka.
Prednost dvodimenzionalne tekucinske kromatografije u odnosu na jednodimenzionalnu
tekucinsku kromatografiju je njezina iznimna mo¢ razdvajanja. To se posebno odnosi na
sveobuhvatnu (engl. comprehensive two-dimensional liquid chromatography, LCxLC)
dvodimenzionalnu kromatografiju pri kojoj je u idealnim uvjetima moguce dobiti da je
ukupan broj razdvojenih komponenti jednak umnoSku broja razdvojenih komponenti prve i
druge dimenzije*. Ukupan broj razdvojenih komponenti (engl. peak capacity) sveobuhvatne
dvodimenzionalne kromatografije kreée se od par tisuéa pa sve do 10000°. Stoga,
dvodimenzionalna kromatografija, posebno je pogodna za odvajanje komponenata vrlo

slozenih smjesa.
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Naravno, postoje odredena ograni¢enja. Naprimjer, sveobuhvatna dvodimenzionalna
kromatografija (LCxLC) traje dulje (do nekoliko sati) u odnosu na klasican HPLC.
Uzastopnim razrjedenjem uzorka (eluens prve dimenzije je uzorak druge dimenzije) moze se
pojaviti problem sa smanjenom osjetljivos¢u te nekompatibilnosti mobilnih faza. Takoder,
razvoj metode je puno zahtjevniji te je za interpretaciju i vizualizaciju rezultata neophodan
poseban racunalni program!. Shematski princip rada dvodimenzionalnog kromatografa
prikazan je na Slici 1.

kolona

kolona

2D kromatogram

Slika 1 Shematski prikaz principa rada dvodimenzionalne kromatografije®
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Dvodimenzionalna tekuéinska kromatografija

Povijesni razvoj dvodimenzionalne kromatografije

Ve¢ unatrag nekoliko desetaka godina nacela dvodimenzionalne kromatografije se intenzivno
primjenjuju u dvodimenzionalnoj tankoslojnoj kromatografiji te dvodimenzionalnoj gel
elektroforezi. Sveobuhvatna dvodimenzionalna plinska kromatografija se danas smatra
ustaljenom tehnikom za razdvajanje izuzetno slozenih smjesa ugljikovodika kao Sto je nafta.
Nagli razvoj dvodimenzionalne plinske kromatografije u donosu na dvodimenzionalnu
tekucinsku kromatografiju bio je mogu¢ primarno zbog puno niZeg radnog tlaka.
Dvodimenzionalna kromatografija prvi puta prikazana je u radu A. Snyge i A. Martin-a
jednog od izumitelja tekucinske particijske kromatografije. U njegovom obracanju prilikom
primanja Nobelove nagrade’ pokazao je dvodimenzionalnu separaciju na papiru devetnaest
amino kiselina, ekstrahiranih iz krumpira®.

Unato¢ tome, prvi engl. online dvodimenzionalni tekuéinski kromatograf razvijen je tek
1978.9. (F. Erni i W. Frei)®. Prvi instrumenti imali su mnogo ogranicenja te je sve do 1990.
godine interes za tu tehniku bio neznatan. Te godine, u radu M.M. Bushey, J.W. Jorgenson,
sveobuhvatna dvodimenzionalna tekucinska separacija primijenjena je za odjeljivanje
Cetrnaest komponentne smjese proteina koriStenjem kromatografije iskljuCenjem i
kromatografije ionske izmjene'. Potpuno odvajanje trajalo je Sest sati.

B.L. Karger, L.R. Snyder i C. Horvath!!, a kasnije J.C. Giddings'?i G. Guiochon®®i suradnici
istaknuli su vaznost sveobuhvatnog dvodimenzionalnog odvajanja u idealnim okolnostima.
Ukupni broj razdvojenih komponenti (engl. peak capacity, nc.2p) trebao bi biti ne zbroj, veé

umnozak broja razdvojenih komponenti prve (*nc) i druge dimenzije (°nc).
Nc2D = Inex 2ne

Unatrag petnaestak godina znaCajan razvoj u podrucju razvoja kolona za tekucinsku
kromatografiju te razvoj samih tekucinskih kromatografa ultra visoke djelotvornosti
omogucili su razvoj komercijalnih dvodimenzionalnih tekuéinskih kromatografa. Razvojem
komercijalnih instrumenata dvodimenzionalna tekudinska kromatografija postala je

najzastupljenija metoda razdvajanja analita kod proteomskih istrazivanjal416,

Kemijski seminar | 5
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D. R. Stoll i J. D. Carr su 2006. godine koristili povisenu temperature (110 °C) te visoke
linearne brzine (> 3 cm/s) na koloni druge dimenzije kako bi ubrzali razdvajanje analita na
svega 20 sekundi, a time i znatno skratili sveukupno vrijeme sveobuhvatnog razdvajanja
(LCxLC) na otprilike 30 min*’, 3to je otvorilo novu eru u brzoj rutinskoj upotrebi 2D-LC
tehnike. Dok je prvi rad Jorgenson-a® postigao maksimalnu brzinu razdvajanja od 0,36
komponenti u minuti, u radu D. R. Stoll-a i suradnikal’ opisano je postignuée razdvajanja od

33 komponente u minuti, Sto je skoro stostruko poboljSanje.
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Dvodimenzionalna tekuéinska kromatografija

Nacini rada dvodimenzionalne kromatografije

Za odvajanje jednog analita iz slozene matrice (smjese), ili za smanjenje nesigurnosti prilikom

identifikacije jednog analita, dovoljno je samo jedna frakciju prve dimenzije analizirati u

drugoj dimenziji. Takva nacin rada zovemo heart-cut (LC-LC).

Kod sveobuhvatne dvodimenzionalne kromatografije (LCXLC) sve frakcije prve dimenzije

analizirane su u drugoj dimenziji. Budu¢i da kromatogram prve dimenzije, osim analita sadrzi

i komponente koje nije potrebno analizirati u drugoj dimenziji, kao npr. komponente matrice,

u dvodimenzionalnoj kromatografiji najéeS¢e koristene tehnike su multiple-heart-cut (mLC-

LC) i selective comprehensive (SLCxLC) kromatografija. Kod tih tehnike odabrane frakcije

kromatograma prve dimenzije se analiziraju u drugoj dimenziji. Prednosti i nedostatci

sveobuhvatne i heart-cut tehnike opisane su u Tablici 1.

Razdvajanje u drugoj dimenziji
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Razdvajanje u drugoj dimenziji

Slika 2. lustracija cetiri razli¢ita na¢ina odvajanja 2D-LC!
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Sveobuhvatna dvodimenzionalna kromatografija
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Slika 3. Prikaz razdvajanja komponenti smjese u sveobuhvatnoj dvodimenzonalnoj
kromatografiji®

[mAU]
150
100

50

prva 10

dimenzija (min) 15 5 4
ruga

dimenzija
(min)

Slika 4. Tipi¢an primjer vizualizacije sveobuhvatnog dvodimenzijskoj kromatograma sloZzenog
biolodkog uzorka®
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Dvodimenzionalna tekuéinska kromatografija
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Slika 5. Prikaz multiple-heart-cut tehnike prilikom razdvajanja koeluiraju¢ih analita u prvoj
dimenziji te njihovo razdvajanje prije potvrdne analize spektrometrijom masa (MS) ©
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Dvodimenzionalna tekuéinska kromatografija

Tablica 1. Prednosti i nedostatci dvodimenzionalne tekucinske kromatografije

Prednosti

Nedostatci

Vrlo visoka mo¢ razdvajanja
Dodatna selektivnost (ortogonalnost) druge
dimenzije
Smanjena nesigurnost identifikacije
komponenti (u usporedbi s HPLC)
Kompatibilnost s MS i MS/MS detekcijom
Provjeravanje Cisto¢e pika dodatnom
selektivnoscéu druge dimenzije
Izbor razli¢itih mehanizama zadrzavanja

Velik ukupan broj razdvojenih komponenti

SloZena instrumentacija
Povecano vrijeme trajanja analize
Smanjena osjetljivost
Nekompatibilnost mobilnih faza
Razvoj metode
Zahtjevna interpretacija rezultata, potreban

poseban racunalni program

Zapanjuju¢a mo¢ razdvajanja koju nude LC-LC i LCxLC tehnike dvodimenzionalne

kromatografije, sve njezine nedostatke stavlja u drugi plan. Takoder, zbog svih ostalih

prednosti 2D-LC metode se sve visSe primjenjuju u podru¢jima u kojima je do sada dominirala

jednodimenzionalna kromatografija.
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Dvodimenzionalna tekuéinska kromatografija

Modulacija

Sredi3nji dio svakog 2D-LC sustava je meduspoj prve (*D) i druge dimenzije (?D). Meduspoj
ima funkciju prijenosa frakcije eluata prve dimenzije u drugu dimenziju.

Pasivna modulacija i problem nekompatibilnosti

Najcesci (i najjednostavniji) tip meduspoja je osmero kanalni dvopoloZajni ventil. Ventil je
opremljen s dvije identi¢ne petlje (engl. storage loops) za pohranu uzorka. Naizmjence, dok
se jedna petlja puni s eluentom prve dimenzije, druga petlja se injektira na kolonu druge

dimenzije.

Prva dimenzija

Slika 6. Shematski prikaz 2D-LC sustava s osmero kanalnim dvopoloZajnim ventilom kao
meduspojem. Ly, te L su petlje koje se naizmjence pune uzorkom prve dimenzije i injektiraju
na kolonu druge dimenzije promjenom poloZaja ventila (oznageno crvenom strelicom)*8,

Prikazani sustav podlozan je problemu nekompatibilnosti mobilnih faza. Neovisno radi li se
0 LC-LC ili LCxLC tehnici, redoslijed u kojem se kombiniraju dvije metode je od iznimne
vaznosti. Prilikom razvoja metoda nastojimo da su mehanizmi separacije prve i druge
dimenzije §to vise razligiti, tj. ortogonalni. Cesto nas to dovodi do situacije da je eluent prve

dimenzije nekompatibilan s mobilnom fazom druge dimenzije, $to nepovoljno utjece na oblik
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pikova i odvajanje komponenti u drugoj dimenziji. Dvije potpuno nekompatibilne faze
(otopine koje se medusobno ne mijesaju) su krajnost. Primjer nekompatibilnih mobilnih faza
su kromatografija normalnih faza koja se temelji na separacija s polarnim stacionarnim
fazama i nepolarnim otapalima (npr. heksan) te kromatografija obrnutih faza gdje se
separacija temelji na nepolarnim stacionarnim fazama i polarnim otapalima (npr.
metanol/voda). Takoder, znacajna razlika u viskoznosti otapala moze dovesti do nestabilnog
protoka tj. nestabilne putanje protoka kroz kolonu druge dimenzije. Mobilna faza druge
dimenzije male viskoznosti moZe prodrijeti kroz stupac otopine visoke viskoznosti u obliku
stoSca te uzrokovati deformirane pikove u drugoj dimenziji. Ovaj efekt poznat je kao viscous
fingering®®2°,

Mnogo manja neslaganja mobilnih faza su ¢e$¢a, kao na primjer neslaganje mobilnih faza u
njihovoj eluacijskoj mo¢i (engl. solvent strength mismatch)?. Na primjer, ako eluent prve
dimenzije sadrzi puno acetonitrila (jako eluacijsko otapalo), a pocetni sastav mobilne faze
druge dimenzije sadrzi mali udio acetonitrila, predvideni mehanizam zadrzavanja na drugoj
dimenziji bit ¢e narusen. Primjer ovog problema narocito dolazi do izrazaja kod kombinacije
kromatografije iskljuéenjem i kromatografije obrnutih faza. Ukoliko unutar injektiranog
uzorka na drugu dimenziju prevladava ve¢i udio organskog otapala polarni analiti se nece
zadrzavati na koloni te ¢e iza¢i u “mrtvom” volumenu, odnosno na samom pocetku
kromatograma druge dimenzije (engl. breakthrough effect)??. Takoder, ako se u prvoj
dimenziji koristi ionska kromatografija s mobilnom fazom koja sadrzi natrijevu luZinu, a u
drugoj dimenziji kromatografija obrnutih faza, natrijeva luzina uniStava kolonu druge

dimenzije, ispiruci s kolone Cig lance povezane na Cestice silicijeva dioksida.
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Dvodimenzionalna tekuéinska kromatografija

Aktivna modulacija (Active Solvent Modulation, ASM)

Stoll i suradnici su 2017. godine uveli aktivni modulacijski pristup kojeg su nazvali aktivna
modulacija (engl. Active Solvent Modulation, ASM)?. Shematski prikaz ovoga koncepta
prikazan je naslici 7. KoriSteni meduspoj je desetero kanalni Cetveropolozajni ventil. Ventil
je opremljen s dvije identi¢ne petlje (zamke) za uzorak (engl. storage loops). Dodatno,
uvedena je i obilazna kapilara (engl. bypass capillary). Obilazna kapilara omogucuje da u
polozajima B i D dio mobilne faze druge dimenzije zaobilazi petlju s uzorkom te ulazi na
kolonu druge dimenzije. Simultano, dio toka mobilne faze druge dimenzije ispire petlju s
uzorkom na kolonu druge dimenzije. Dodatna kapilara omogucuje razrjedenje uzorka prije

injektiranja na kolonu druge dimenzije.

Aktivna mod ulacija (Active Solvent Modulation, ASM)

e, B =

otpad o~ ~, otpad
E: \'.
f \
D lmlnna [ ﬂt D knlnna ‘Dkolona lf' I1 D kolona |
)
*D pumpa é IT 2D pumpa };\*\fl;
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D L (()111)); C petiia @.
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&
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Slika 7. Shematski prikaz ASM modula. U polozaju A petlja se puni s uzorkom prve dimenzije.
U poloZaju B ventil je okrenut te se napunjena petlja ispire s mobilnom fazom druge dimenzije
uz simultano razrjedenje mobilnom fazom (druge dimenzije) kroz obilaznu kapilaru.
Razrijedeni uzorak nanesen na kolonu druge dimenzije se eluira samo s mobilnom fazom druge
dimenzije u poloZaju C. U poloZaju D i A ponavlja se injektiranje uzorka iz sekundarne petljel.

>
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Velika prednost ovog pristupa je omogucavanje koristenja mobilne faze jake eluacijske moci
u prvoj dimenziji uz uspjesno kromatografsko razdvajanje komponenti u drugoj dimenziji.
Stoll i suradnici koristili su ASM modul za u¢inkovito spajanje kromatografije temeljene na
hidrofilnim interakcijama i kromatografije obrnutih faza prilikom odvajanja proteina u
sveobuhvatnom nacinu rada (LCxLC) dvodimenzionalnog kromatografa?s. Mobilna faza u
kromatografiji temeljenoj na hidrofilnim interakcijama je organsko otapalo (npr. acetonitril)
koje ima izuzetno veliku eluacijsku snagu kod kromatografije obrnutih faza te se koriStenjem
ASM modula s razrjedenjem uzorka prve dimenzije mobilnom fazom druge dimenzije

uc¢inkovito rijesio ovaj problem nekompatibilnosti mobilnih faza.

otpad

D kolona

D kolona

Slika 8 Shematski prikaz modificiranog ASM modula. Umjesto jedne, postavljen je niz od
dvanaest petlji za uzorke kako bi se povecala u¢inkovitost sustava.
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Aktivna modulacija (Stationary-Phase-Assisted Modulation, SPAM)

Aktivna modulacija (engl. Stationary-Phase-Assisted Modulation, SPAM) bazira se na
koriStenju zahvatnih kolona (engl. trapping columns) malog volumena, u odnosu na zamke za
uzorak (engl. storage loops) koje se koriste u ASM modulu. Vonk i suradnici su 2015. godine
demonstrirali ovu modulaciju®*. Kao zahvatne kolone kolone Koristili su zastitne kolone (engl.
guard columns) sli¢ne stacionarne faze analiti¢koj koloni druge dimenzije. Eluent s uzorkom
iz prve dimenzije prolazi kroz modulator te se uzorak zadrZava u zahvatnoj koloni. Kako bi se
omogucéilo dovoljno zadrzavanje uzorka na zahvatnoj koloni, eluent prve dimenzije se
razrjeduje u mijesalici prije ulaska u modulator. Okretanjem ventila u drugu poziciju uzorak
zarobljen u zahvatnoj koloni se eluira na kolonu druge dimenzije. Prednost ovog sustava u
odnosu na ASM modul je $to se zahvatne kolone mogu visestruko zasicivati s uzorkom prve
dimenzije te se tako povecava osjetljivost. Nadalje, materijal zahvatnih kolona se moze
mijenjati i prilagoditi uzorku, odnosno stacionarnoj fazi druge dimenzije. Budu¢i da se uzorak
iz prve dimenzije nakuplja u uskoj vrpci u zahvatnoj koloni, moguce je injektirati manji
volumen na kolonu druge dimenzije, Sto omogucuje upotrebu kracih analitickih kolona u
drugoj dimenziji te znacajno manje sveukupno vrijeme analize. Unatoc¢ tome, koristenje SPAM
sustava nije bez nedostataka. Svi analiti iz prve dimenzije moraju biti dovoljno zadrzani na
zahvatnoj koloni jer bi se u suprotnom isprali te bi analiticko iskoriStenje (engl. recovery) bilo
nedostatno. To moze biti izazovno ako analiti imaju razli¢ita kemijska svojstva. Dodatno,
zahvatne kolone smanjuju robusnost cijelog sustava te je neophodno da su obje zahvatne
kolone identi¢ne kako bi se omogucile identi¢ne performanse sustava, neovisno o poziciji
modula®®. Razvoj SPAM modula daleko je od optimiziranog, a njegova uéinkovitost moZe se
pobolj$ati smanjenjem zahvatnih kolona?*, pove¢avanjem njihove robusnosti?®, te smanjenjem

volumena mijesalice mobilnih faza (engl. mixer)?.
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Aktivha modulacija (Stationary-Phase-Assisted Modulation, SPAM)

mobilna faza, razrjiedenje mobilna faza, razriedenje
L otpad » otpad

1D kelona zahvatna 1D kolona zahvatna

kolona kolona

Slika 9. Shematski prikaz dva polozaja ventila SPAM modula. Koristeni meduspoj je 0Smero
kanalni dvopoloZajni ventil. Umjesto petlje, sustav koristi zahvatne kolone, a problem
nekompatibilnosti mobilnih faza zbog jacina eluacijske mo¢i rijeSen je pomocu mijesalice
mobilnih faza prve dimenzije, prije ulaska u modul*.
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Ostale modulacije

Osim ASM i SPAM modulacija razvijana su i druga rjeSenja, iako niti jedno nije Siroko
rasprostranjeno. Najnoviji primjeri su Evaporative Membrane Modulation?’ te Longitudinal
On-Column Thermal Modulation?®. Potpuno drugaéiji pristup koji je nedavno predlozen je
Fractionized Stacking and Sampling modulacija?® gdje je eluent prve dimenzije podijeljen u

brojne dijelove prije uvodenja u drugu dimenziju.

Najuspjesniji alternativni pristup je Vacuum-Evaporation modulacija (VEM) koju je razvila
grupa Guan-a i suradnika®. Shematski prikaz prikazan je na slici 10. Osmisljen je za
prevladavanje problema nekompatibilnosti nepolarnih i polarnih mobilnih faza kao npr. u
kombinaciji kromatografije normalnih i kromatografije obrnituh faza. Eluent prve dimenzije
prolazi kroz zagrijanu petlju koja je povezana s izlazom spojenim na vakuum. Tipi¢na otapala
kod kromatografije normalnih faza (npr. heksan) lagano isparavaju pri povisenoj temperaturi i
smanjenom tlaku, dok se analit zadrZava na stijenkama petlje. Nakon okretanja ventila mobilna
faza, druge dimenzije lagano otapa uzorak zbog povisSene temperature i uvodi ga na analiticku
kolonu. VEM modul koriten je u brojnim primjerima u analizi bioloskih matrica®!, analizi
lipida u ljudskoj plazmi® te seruma miSeva3. Dok je potencijal VEM modula jasno prikazan,
sustav ima ogranicenja. S jedne strane potrebno je Koristiti dovoljno hlapive mobilne faze, a's
druge strane neizbjezan je gubitka lako hlapivih analita te toplinski raspad nestabilnih.

Otapanje tesko topivih analita s mobilnom fazom druge dimenzije je, takoder, nedostatak.
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Slika 10. Shematski prikaz dva polozaja ventila VAM modula. Koristeni meduspoj osmero
kanalni dvopoloZajni ventil. Sustav koristi grijane petlje koje su podvrgnute vakuumu. Mobilna
faza prve dimenzije hlapi, a analit zaostaje na stijenkama petlje. Prebacivanjem ventila u drugi
polozaj mobilna faza druge dimenzije otapa uzorak i nanosi ga na analiti¢ku kolonu?.
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Zakljucak

U ovom radu posebna pozornost posvecena je najvaznijem dijelu dvodimenzionalnog
kromatografa, meduspoju prve i druge dimenzije. Od nekoliko vrsta meduspojeva, dva su
najnovija i najuspjednija, ASM i SPAM. Oba tehnicka rjeSenja imaju prednosti i nedostatke.
Razvijeni su unazad nekoliko godina te su priblizili dvodimenzionalnu tekucinsku
kromatografiju Sirem krugu korisnika.

Popularnost dvodimenzionalne tekucinske kromatografije (2D-LC) je takoder u porastu zbog
niza uspjesnih primjena. Kada se odaberu dva vrlo razli¢ita mehanizma zadrzavanja u prvoj i
drugoj dimenziji, analiti su temeljito odvojeni od interferencija (matrice ili drugih komponenti
smjese), Sto omogucuje njihovu procjenu Cistoce. To je, primjerice, od velikog interesa u
biofarmaceutici. LC-LC tehnika pruza dodatnu sigurnost prilikom identifikacije analita,
pogotovo u kombinaciji s spektrometrom masa, $to je naroCito vazno u forenzici te
farmaceutici. Sveobuhvatna tekucinska kromatografija (LCxLC) daje rezultate od
neprocjenjive vrijednosti u analizi nehlapivih analita ili komponenti matrice. Rezolucija
takvog sustava je mnogostruko povecana u odnosu na klasi¢ni, jednodimenzionalni HPLC,
budu¢i da je ukupni kapacitet razdvojenih analita (pikova) u idealnom slucaju jednak
umnosku kapaciteta razdvojenih pikova prve i druge dimenzije. Zbog toga je 2D-LC sustav
tehnika izbora za odvajanje komponenti najslozenijih uzoraka te je izvrsna tehnika
proc¢is¢avanja analita prije detektora spektrometrije masa (MS ili MS/MS). Nadalje, 2D-LC u
kombinaciji s MS detekcijom ima mnogo prednosti prilikom analize peptida u odnosu na
konvencionalnu LC-MS tehniku. U analizi prirodnih lijekova vizualna usporedba LCxLC
kromatograma omogucava brzi preliminarni pregled i njihovu medusobnu usporedbu. Za
slozene uzorke kao Sto su sintetski polimeri LCxLC kromatogram pruza strukturirani i lako
razumljivi dvodimenzionalni kromatogram.

Dakako, vrijeme analize 2D-LC tehnike je duZe nego kod jednodimenzionalne tehnike
tekuc¢inske kromatografije te je sama tehnika vrlo slozena. Nekompatibilnost mobilnih faza te
smanjena osjetljivost su takoder izazovi. Razvoj metode je znacajno duzi, kao i interpretacija
2D kromatograma. Unato¢ svim nedostacima (neke od njih kao $to je smanjena osjetljivost te
nekompatibilnost mobilnih faza moguce je ukloniti koriStenjem odgovaraju¢eg meduspoja),
njezina fleksibilnost u izboru razli¢itih nacina razdvajanja prve i druge dimenzije te visestruko
veca mo¢ razdvajanja kao i dodatna sigurnost prilikom identifikacije nepoznatih spojeva je

nezamjenjiva.
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Razvojem tehnologije pojavljuju se analiticke kolone s ¢esticama manjim od 2 um, razlicitih
stacionarnih faza,, kao i1 instrumenti sa sve ve¢im radnim tlakom. Manje Cestice kolone
omogucuju razvoj krac¢ih kolona iste efikasnosti i samom time brze analize, pri veéim
protocima 1 temperaturi. Stoga unato¢ svim nedostacima dvodimenzionalna tekucinska

kromatografija neupitno ima svijetlu buduénost.
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