Technical Note

Durch Verstehen der HILIC
Trennmechanismen Ergebnisse verbessern!

ie Hydrophile-Interaktions-Flissigchromatographie (HILIC)
Dist speziell fur die Analytik ionisierter und polarer Sub-
stanzen geeignet. Sie ist dadurch eine wertvolle orthogona-
le Methode zur Reversed-Phase Chromatographie (RP). Da
HILIC auf anderen Separationsmechanismen basiert als RP,
erdffnet dies die Mdglichkeit fir 2-D orthogonale Chromato-
graphie, wenn die Analyten in beiden Modi Retention auf-
weisen. Zusétzlich flhrt der Einsatz hoher Konzentrationen

Was beeinflusst eine HILIC Separation?

In HILIC sind drei Mechanismen hauptsachlich fir die Retention der Analyten verantwortlich:
1. die Adsorption der Analyten an polaren Gruppen der stationdren Phase Uber
Wasserstoffbriickenbindungen, elektrostatische (Coulomb-) and Dipol-Wechselwirkungen

2. die Verteilung von Analyten zwischen mobiler Phase und der
semi-immobilisierten Wasserschicht auf der stationdren Phase und

3. lonenaustausch.

Folglich kénnen eine Vielzahl von Parametern einen Einfluss
auf die Retention verschiedener Substanzen in der HILIC
Analytik haben. Die Effekte verschiedener stationarer Pha-
sen, Puffer-Konzentration und -pH Wert, Sdulentemperatur

organischen Lésemittels in der mobilen Phase zu Vorteilen.
Dazu zahlen beispielsweise reduzierter Saulenrickdruck
und eine Erhéhung der Sensitivitat bei Lichtstreudetekto-
ren (ELSD), Charged Aerosol Detektoren (CAD) oder Elekto-
spray-lonisations Massenspektrometrie (ESI-MS). Wir stellen
hier ein Review vor, das die Einfliisse auf den Trennmecha-
nismus in HILIC beleuchtet und ein hilfreiches Werkzeug fur
die Methodenentwicklung und Fehlersuche darstellt.

und Wahl des organischen Lésemittels wurden in einer An-
zahl verschiedener Studien untersucht. Dabei wurde eine
Auswahl unterschiedlicher neutraler, saurer und basischer
Analyten betrachtet.?

Stationdre Phase > pH der mobilen Phase > Konzentration des organischen Losemittels > Pufferkonzentration > Saulentemperatur

Betrachtung der stationaren Phase

Eine groBe Anzahl neuer Tradgermaterialien wurde vorge-
schlagen und auf Eignung in der HILIC getestet. Doch am
weitesten verbreitet sind Kieselgel-basierte Phasen. Die Ei-
genschaften von Kieselgel und Kieselgel-Hybriden sind gut
untersucht und verstanden. Darlber hinaus zeichnen sich

diese durch hohe Trenneffizienzen und symmetrische Peak-
formen aus. Es ist also keine Uberraschung, dass ein breites
Spektrum verschiedener Liganden auf Kieselgeloberflachen
gebunden und die resultierenden stationdren Phasen bereits
eingehend nach lhren Eigenschaften untersucht wurden.®-!

Generell kdnnen HILIC Stationérphasen intuitiv nach ihren chemischen Eigenschaften und -Struktur eingeteilt werden.!

Einige Beispiele sind:
Neutral geladenen Liganden:
Positiv geladene Liganden:
Negativ geladene Liganden:

Zwitterionische Liganden: Peptides, Sulfobetaine

Diol, Cyano, PFP, Amid (z.B. YMC-Triart Diol-HILIC, YMC-Triart PFP)
Amino, Polyamin, Imidazol (z.B. YMC-Pack NH2, YMC-Pack Polyamine II)
blankes Kieselgel, Polyasparaginsaure (z.B. YMC-Pack SIL)
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Da die Auswahl der stationdren Phase den gréBten Einfluss
auf die Selektivitat der Trennung hat, ist es fiir die Entwick-
lung und Optimierung von Methoden wichtig eine ,Werk-
zeugkiste” mdglichst verschiedener Materialien zur Hand zu
haben. Beispielsweise zeigt eine unmodifizierte Kieselgel
Phase eine schwache Korrelation der Retentionsfaktoren
verglichen mit anderen Phasen. Die hohe elektrostatische
AbstoBung und reduzierte Retention saurer Analyten und
erhohte Retention basischer Analyten macht diese Phase
zu einem hervorragenden ersten Kandidaten fir die Werk-
zeugkiste des Chromatographen, da die Phasenselektivitat
so verschieden ist.2*

Aufgrund der neutralen Liganden zeigen Diol und Amid-Pha-
sen eine gute Korrelation zueinander und hohe Retention flr
neutrale polare Analyten. Sie weisen auBerdem reduzierte
sekundére Interaktionen flr ionisierte Analyten auf, was sie
zu einer guten Wahl fiir Applikationen macht in denen sym-
metrische Peakformen und hohe Sensitivitdt vorausgesetzt
sind. Sie sollten ebenfalls in die Werkzeugkiste aufgenom-
men werden. Neben der guten hydrophilen Selektivitat ba-
sieren die Unterschiede dieser Phasen zum GroBteil auf io-
nischen Effekten der Amid Phasen, die in manchen Féllen
auch zu Peaktailing fihren kénnen.

Saure Analyten werden von Amino Phasen retardiert, was
auf die starken elektrostatischen Effekte und lonentausch
zurlickzuflhren ist, wobei Basen weitestgehend von diesen

positiv geladenen Phasen abgestoBen werden. Es ist gut
bekannt, dass Amino Phasen in vielen Applikationen eine
stark reduzierte Lebensdauer aufweisen. Dies ist vermutlich
darauf zurlckzuflhren, dass der pH-Wert der Oberflache
des Materials durch den Liganden hdher ist als der der mo-
bilen Phase. Diesem Effekt kann durch neuartige Materialien
entgegengewirkt werden, die gemischte Amine als Liganden
verwenden um den Oberfldchen PH zu senken, durch Poly-
merbeschichtung geschitzt sind oder als Basismaterial Kie-
selgel-Hybrid Technologie verwenden.

Bei der Wahl der stationdren Phase spielt der pH-Wert der
mobilen Phase eine weitere komplexe Rolle. Anwendungen
bei extremen pH-Werten bedeuten chemischen Stress fir
die stationare Phase, der zu Verlust an Saulenleistung fihrt.
Bei pH-Werten Uber 6 kann Kieselgel hydrolysieren, was bei
unmodifizierten Kieselgel Materialien von gréBerer Be-
deutung ist, da keine Liganden die Oberflache schitzen.?
Modifizierte Kieselgel-Hybrid Materialien besitzen eine
breitere pH Stabilitdt und werden nicht bei hohem pH-Wert
hydrolysiert. Sie bieten eine erhdhte Lebensdauer und re-
duzierte Restsilanol-Aktivitat (die alle kieselgelbasierten
Materialien zeigen und jeder Trennung einen Kationenaus-
tauschmechanismus auferlegt). Zusatze wie TFA oder HFBA
kénnen diesen Effekt weiter reduzieren, sind aber nicht kom-
patibel mit manchen Detektionsmethoden oder den meisten
Puffersystemen.

Stability at high pH (pH 11, 50°C)*
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Saule: 5 um, 150 x 4,6 mm ID
Bestell-Nr: TDH12805-1546PTH
Eluent: acetonitrile / Wasser / NH, (90/10/0,1) pH 11.3
Flussrate: 1,0 mL/min
Temperatur: 50°C
Probe: Cytosine
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Betrachtung der mobilen Phase

In HILIC besteht die mobile Phase aus hohen Konzentrationen
organischen Ldsemittels (60-97%) und niedrigen Konzentra-
tionen wassrigen Puffers (3-40%). Das hat den Vorteil einer
geringeren Viskositat des Laufmittels und resultiert somit in
reduziertem Ruckdruck, selbst bei Verwendung langer Saulen.
Die Fluchtigkeit der Eluenten fihrt weiterhin zu einer erhéh-
ten Sensitivitat bei Verwendung auf Verdampfung basierender
Detektoren.! Allerdings sorgen die unterschiedlichen Uber-
lappenden Trennmechanismen in HILIC und im speziellen der
Aufbau einer stabilen Wasserschicht auf der Oberflache der
stationdren Phase zu langerer Aquilibrationsdauer, was vor al-
lem bei Gradientenmethoden bedacht werden muss.

Acetonitril (ACN) ist das am h&ufigsten verwendete Lésemit-
tel in der analytischen HILIC, da es sich durch gute UV-Trans-
parenz und niedrige Viskositat auszeichnet. Wenn der ACN An-
teil der mobilen Phase erhéht und der wéssrige Anteil erniedrigt
wird, steigt die Retention der Analyten signifikant, zeigt dabei
aber keine lineare Abhangigkeit des Retentionsfaktors.? Der

Methanol > Isopropanol > Tetrahydrofuran > AGN

wéhrend bei der Trennung von polaren Tetracyclin Antibiotika auf Amino-Phasen

folgende Reihenfolge der Elutionsstarke erhalten wird:

Tetrahydrofuran > Methanol > Isopropanol > ACN

Auffallig ist, dass ACN unter allen getesteten Bedingungen das schwéchste Lésemittel war.['®!

Die Retention schwacher Sauren und Basen kann stark
durch den pH-Wert der mobilen Phase beeinflusst wer-
den, wahrend starke S&uren und Basen eine geringere pH
Abhéngigkeit zeigen. Der hauptséchliche Retentionsme-
chanismus fiir diese Substanzen sind Coulomb-Wechsel-
wirkungen zwischen geladenen Gruppen der stationdren
Phase und geladenen Analyten. Daher ist der Einfluss des
pH-Wertes auf den Ladungszustand der stationdren Pha-
se ebenfalls ein wichtiger Faktor, der zur Trennung dieser
Substanzen bedacht werden muss.

Kleine saure Molekile als Zusétze zur mobile Phase wie
Ameisensédure, Essigsaure oder Phosphorsdure kénnen
als brauchbarer ,Puffer® dienen oder halten zumindest
den pH-Wert relativ konstant, besitzen aber meist nicht
die notige lonenstérke in hohen ACN Konzentrationen um
die Silanolaktivitdt ausreichend zu reduzieren und so die

Grund hierfirr die Uberlagerung von Adsorptions- und Vertei-
lungsmechanismen der Analyten als auch die Anderung des
thermodynamischen pH, die mit einer Verédnderung des Anteils
an organischem Ldsemittel in der mobilen Phase einhergeht.
Komplette oder teilweise Substitution von ACN mit Alkoholen
wie Methanol (MeOH), Ethanol (EtOH) oder Isopropanol
(IPA) reduziert die Retention durch Abschwachung der Was-
serstoffbriickenbindungen und Stérung der Ausbildung einer
stabilen oberflachlichen Wasserschicht der stationdren Phase
und flhrt so in den meisten Féllen zu negativen Effekten auf
die Reproduzierbarkeit der Methode.®'2

Ein Auflisten verschiedener Lésemittel relativ zu ihrer Stérke
in HILIC ist durch die verschiedenen Uberlagerten Trennme-
chanismen nicht leicht und ist daher stark von der Wahl der
stationdren Phase und den Analyten abhéngig. Beispielsweise
ergibt sich aus der Trennung von Derivaten des polaren inhibi-
torischen Pharmazeutikums Epirubicin die Reihenfolge:

Tetracycline

Peaksymmetrie zu verbessern.'*'l Da Silanole der stati-
onaren Phase bei einem pH von etwa 2-3 voll protoniert
sind wird TFA oder HFBA eingesetzt um deren Nettola-
dung zu neutralisieren und so den Kationenaustauschme-
chanismus mit basischen Analyten zu runterdricken.[16]
Allerdings kann dieses Vorgehen eine erhdhte AbstoBung
oder sogar Ausschluss von sauren Analyten von der sta-
tiondren Phase bedeuten, was speziell bei Verwendung
von Kieselgel und Amid-Phasen auftritt. Es wird vermu-
tet das dies durch eine Anreicherung von Protonen an der
Wasser/Eluent Grenzflache und/oder von geladenen ACN
Artefakte durch Hydrolyse hervorgerufen wird, allerdings
bedarf es weitere Untersuchungen dieser Effekte um kon-
krete Rlckschlisse ziehen zu kénnen. [17-19] Vor allem
wenn TFA oder HMBA als lonenpaar-Reagenz eingesetzt
werden missen sollte man diese Effekte bedenken.
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Die Verwendung von Salzen der Ameisensédure, Phos-
phorsédure, sowie Oxalsdure, Kohlensdaure und Zitro-
nensaure als Pufferionen ist etabliert um die Retention
zu beeinflussen und Peakformen zu verbessern, zeigt aber
nur geringen Effekt auf die Selektivitat der Trennung selbst.
15200 Das bedeutet, dass hohere Aufldsung und Sensitivitat
durch ein Screening verschiedener Pufferkonzentrationen
und -Komponenten mdglich ist. Die am meisten verwen-
deten Puffersysteme in HILIC sind Ammonium-Formiat und
-Acetat, da sie auch in hohen ACN Konzentrationen I6slich
sind und durch ihre Verdampfbarkeit ein geeignetes System
fir Anwendungen in der LC-MS darstellen.

Puffersysteme bei pH9 oder hdher kénnen die Selektivitat
signifikant &ndern, speziell bei quaterndren Ammonium-De-
rivaten, die erhéhte Retention unter diesen Bedingungen
durch ionische Wechselwirkungen mit deprotonierten Sila-
nolen aufweisen. Da sich die meisten Kieselgel-basierten
Materialien unter diesen Bedingungen schnell auflésen, ist
die Verwendung neuartiger Kieselgel-Hybrid Phasen ein
Weg dieses Hindernis zu umgehen. Ein Screening in der Me-

Saulentemperatur

Hoéhere Saulentemperaturen reduzieren die Viskositdt der
mobilen Phase, wodurch auch der Arbeitsdruck niedriger
wird. Allerdings hat die Temperatur in HILIC noch weitere
Effekte auf die lonisation der Liganden der stationdren Pha-
se, Silanole, Puffer Komponenten und Analyten, die komplex
voneinander abhangig sind. Variation der Temperatur in ei-
nem Bereich von 30-50°C flhrt generell zu einer Verringe-
rung der Retention der Analyten von 3-30% mit steigender
Temperatur.? 2 Andererseits zeigen manche basischen Ana-

Probeninjektion

Der Einfluss des Injektionslésemittels auf die HILIC Sepa-
ration und resultierende Peakformen ist bereits sehr gut
an kleinen Molekiilen und Peptiden untersucht.?® Generell
sollten Proben in reinem ACN geldst und injiziert werden
um optimale Peakform und Auflésung zu erhalten. Hohere
Anteile an Wasser im Injektionslosemittel fiihren zu
einem Verlust an Trenneffizienz da die Analyten in einer
wassrigen Front ohne Rickhalt eluieren.?

In Fallen in denen es nicht moglich ist die Probe in ACN
zu injizieren, weil sie nicht I6slich ist oder Peptide aggre-
gieren konnte gezeigt werden, dass das Reduzieren des
Injektionsvolumens diese Effekte reduzieren kann. Bei-
spielsweise ergaben Protein- und Antikdrperproben aus
Biopharmazeutika in HILIC befriedigende Ergebnisse bei

thodenentwicklung bei erhéhten pH Werten ist dann méglich
ohne die Lebensdauer der Saule zu beeintrachtigen.

Die Konzentration des verwendeten Puffers hat vor
allem einen groBen Einfluss auf die Retention von ionisier-
ten Analyten, da bei diesen elektrostatische Wechselwir-
kungen und lonenaustausch die hauptsachlichen Trennme-
chanismen darstellen. Variation in einem Bereich zwischen
5-20mM Pufferkonzentration kann zu einer drastischen
Anderung der Selektivitat filhren.? Kombiniert mit der Ei-
genschaft von hochorganischen Flissigkeiten mit der Zeit
zu verdampfen, ist dies eine hdufig auftretende Quelle fir
nicht-reproduzierbare Ergebnisse wenn Eluenten nicht regel-
maBig frisch angesetzt werden. Auf der anderen Seite flihrt
dieser ,,Abschirmungseffekt“ der Silanole durch Gegenionen
der mobilen Phase zu Selektivitdtsdnderungen, der durch
genaues Einhalten der Pufferkonzentration reproduzierbar
genutzt werden kann. AuBerdem wird durch Erhdhen der
Salzkonzentration auch das Volumen der adsorbierten Was-
serschicht erhéht was zu einer sukzessiven Erhéhung der
Retention neutraler Analyten fihrt. 2'-22

lyten ein umgekehrtes Verhalten mit steigender Temperatur.
Die Retention wird also erhdht. Dieser Effekt ist bisher nicht
ausreichend erklart und bedarf weiterer Untersuchung. Auf-
grund des relativ kleinen Einflusses der Temperaturdanderung
auf die Selektivitdt der Trennung, findet dieser Parameter
haufig in der Methodenentwicklung kaum Beachtung. Um
reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten, wird die Sdulentem-
peratur konstant gehalten und dadurch Temperaturfluktuati-
onen in der Umgebung zu kompensiert.

Konzentrationen von 65-80% ACN, wenn diese in reinem
Wasser injiziert wurden. Das Injektionsvolumen darf da-
bei etwa 0.1% des S&ulenvolumens nicht Ubersteigen.?
Diese Strategie kdnnte ebenfalls fir die Analytik von Umwelt-
proben z.B. aus Oberflachengewadssern genutzt werden. Die
generell geringen Analytkonzentrationen in diesen Applika-
tionen setzen allerdings voraus, dass sehr sensitive Detek-
tionsmethoden angewandt oder Analyten durch Probenauf-
arbeitungstechniken angereichert werden. Kleine Molekile
die in ACN unldslich sind kdnnen potentiell auch in reinem
IPA oder IPA/ACN Mischungen injiziert werden, solange die
Loslichkeit hier gewéhrleistet ist. Fur Peptide ist es géngig
diese in reinem EtOH oder IPA zu I6sen um Denaturierungen
zu limitieren.
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Detektionsmethoden

Durch die hohen Konzentrationen leichtflichtiger Losemit-
tel ist in der HILIC die Sensitivitat verschiedener Detektoren
stark erhoht.”s AuBerdem wird die Ausbildung feiner ge-
ladener Tropfchen in der CAD und ESI-MS durch die ge-
ringere Oberflaichenspannung der Ldsemittel beglnstigt.
Das Design der ESI lonenquelle hat dabei ebenfalls einen
groBen Einfluss auf die relative Sensitivitat. Fir die meis-
ten Analyten kann mit einer Sensitivitdtserhéhung von ei-
ner GréBenordnung im Vergleich zu RP gerechnet werden,

Zusammenfassung und Fazit

Durch den hohen Anteil organischen L&semittels in der
mobilen Phase und die unterschiedlichen Separationsme-
chanismen bietet die HILIC als orthogonale Trennmethode
gegeniuber der RP einzigartige Vorteile. Als ein Resultat
der semi-immobilisierten Wasserschicht auf der stationa-
ren Phase spielen Massentransfer und das Diffusionsver-
halten der Analyten eine gréBere Rolle in der HILIC Kinetik.
Als Konsequenz ist das Trennverhalten von Analyten in der
HILIC weniger gut vorhersehbar oder verstanden als in an-
deren LC Modi.

Die gréBten Anderungen in der Selektivitit werden durch
eine Anderung der Chemie der stationdren Phase hervor-
gerufen, wihrend eine Anderung im Anteil organischen

wobei auch Verbesserungen bis zu einem Faktor von 800
beobachtet wurden. ¢

Es ist fir Methoden, die auf diese Detektoren zurlickgrei-
fen von gréBter Wichtigkeit einen konstanten pH-Wert und
Pufferkonzentration einzuhalten. In der ESI-MS kann ein
Screening verschiedener Pufferkonzentrationen helfen die
Effekte durch lonenunterdriickung zu evaluieren, die der
gewonnenen Sensitivitat wieder etwas entgegenwirken.

Lésemittels und Gradientenlaufe eher einen Einfluss auf
die Retention an sich als die Selektivitat hat. Der pH-Wert
und die Verwendung verschiedener Puffersalze und deren
Konzentration in der mobilen Phase haben einen erhebli-
chen Effekt auf die Ladung der Analyten, der stationdren
Phase, das Volumen der Wasserschicht und die Selektivi-
tat der stationdren Phase in Bezug auf Silanolaktivitat.

Die Saulentemperatur hat nur einen vergleichsweise klei-
nen Effekt, es ist aber ratsam diese aus Griinden der Re-
produzierbarkeit wenigstens konstant zu halten.
Zusammenfassend kénnen wir die folgenden generellen
Tipps fir reproduzierbare HILIC Methodenentwicklung
und Fehlersuche geben:

e Selektivitdten von verschiedenen stationdren Phasen sind sehr unterschiedlich in HILIC. Ein Screening verschiedener
Phasen ergibt den gréBten Unterschied in der Trennung und kann zu einer geeigneteren Wahl fiir lhre Analyse fiihren.

¢ Die mobile Phase sollte wenigstens 3 % und hochstens 40 % wassrigen Anteil enthalten um die Ausbildung der ober-
flachlichen Wasserschicht der stationdren Phase zu gewahrleisten.

e Abhéngig von der Applikation und Detektionsmethode empfehlen wir Pufferkonzentrationen von bis zu 10 mM und das
Puffern beider verwendeten Eluenten um Mischbarkeit und Reproduzierbarkeit zu erhdhen.

¢ Geeignete Puffersysteme sind Ammoniumsalze der Ameisensaure, Essigséure, Kohlensédure oder Triethylaminphosphat
fur volle Loslichkeit in hohen ACN Konzentrationen und um ungewinschte sekundére Wechselwirkungen méglichst
gering zu halten. Sduren wie Ameisenséure oder TFA als Zusédtze kénnen im Vergleich zu echten Puffern zu mangelhaften

Ergebnissen flhren.

¢ \erwenden Sie aprotische Lésemittel wie ACN, THF oder Aceton als schwachen Eluenten. Protische Losemittel wie Alko-
hole verringern generell die Retention und stdren die oberflachliche Wasserschicht der Stationarphase.

e Bedenken Sie den pKa Ihrer Analyten und deren Ladungszustand bei bestimmten pH-Werten. Es gehort zur guten Praxis
mindestens 1-2 pH-Einheiten Uber oder unter dem pKa der Analyten zu arbeiten und mindestens drei verschiedene
pH-Werte in der Methodenentwicklung zu screenen. Messen Sie den pH-Wert nachdem das organische Losemittel

zugesetzt wurde.

e | dsen Sie Ihre Proben in hohen Konzentrationen organischen Lésemittels (pures ACN oder andere aprotische oder
protische Lsemittel) oder bis zur Startkonzentration an Organik in Ihrer Methode um Vermischungeffekte und negative
Partition zu reduzieren. Injizieren Sie nie in hdherem Wasseranteil oder wenn dies unumganglich ist reduzieren Sie das

Injektionsvolumen signifikant.

e Geben Sie Ihrer HILIC-Phase geniigend Zeit zur Aquilibrierung. Wir empfehlen isokratische Methoden und mindestens
20 Saulenvolumen vor der Analyse und nach einer Gradientenelution. Wenn Sie Gradienten verwenden, halten Sie die
Gradientensteigung so flach wie méglich und so steil wie nétig. Oder fahren sie kleine Plateaus in der Methode.
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