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Sergey M. Melnikov, Alexandra Holtzel, Andreas Seidel-Morgenstern und Ulrich Tallarek*

Obwohl die Hydrophile Interaktionschromatographie
(HILIC) sich zur bedeutendsten fliissigkeitschromatographi-
schen Trennmethode nach der Umkehrphasen-Chromato-
graphie entwickelt hat, ist ihr Retentionsmechanismus noch
weitgehend ungeklart.!! Fiir HILIC verwendet man polare
stationdre Phasen, im einfachsten Fall nichtmodifiziertes
Kieselgel, und wissrig-organische mobile Phasen, fiir die sich
Acetonitril (ACN) bewihrt hat, um polare, hydrophile Ana-
lyten zu trennen. Somit konnen durch HILIC auch Substan-
zen getrennt werden, die auf Umkehrphasen nicht ausrei-
chend retardiert werden, sich in den nichtwissrigen mobilen
Phasen der Normalphasen-Chromatographie nicht 16sen und
nicht die fiir die Ionenaustausch-Chromatographie notwen-
digen Ladungen aufweisen. Typischerweise erfordert HILIC-
Retention eine tiberwiegend organische mobile Phase, und
oft wird ein sprunghafter Anstieg der Retention bei hohem
ACN-Gehalt beobachtet. Als Retentionsprinzip wird — auller
adsorptiven und elektrostatischen Wechselwirkungen der
Analyten mit der stationidren Phase — die Verteilung der po-
laren Analyten zwischen einer auf der stationdren Phase
quasi-immobilisierten Wasserschicht und der iiberwiegend
organischen mobilen Phase postuliert (Verteilungsmechanis-
mus).!"? Die Oberflichenadsorption von Wasser auf Kiesel-
gel-Phasen unter HILIC-Bedingungen wurde mit chromato-
graphischen und spektroskopischen Methoden nachgewie-
sen;! die experimentellen Daten ermoglichen aber keine
Riickschliisse auf Struktur und Dynamik der Wasserschicht
auf molekularer Ebene.

Fiir die Umkehrphasen-Chromatographie haben Monte-
Carlo- und Molekiildynamik(MD)-Simulationen ein detail-
liertes Bild von der chromatographischen Grenzregion zwi-
schen stationdrer und mobiler Phase gezeichnet, das ent-
scheidend zum Verstidndnis des Retentionsmechanismus
beigetragen hat.) Wir ibertragen nun diesen Ansatz auf das
HILIC-System und studieren mithilfe von MD-Simulationen
Zusammensetzung, Struktur und Dynamik von Wasser(W)/
ACN-Gemischen in einer Kieselgelpore von 9 nm Durch-
messer, die aus zwei benachbarten Fliissigkeitsreservoirs ge-
speist wird (Abbildung 1). Unser Modell bildet die Gege-
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benheiten in einer Chromatographie-Sdule nach, wo sich
>99% der Kieselgeloberfldche in den Mesoporen (typische
Durchmesser: 6-12 nm) des Festbetts befinden. Durch Va-
riation der Zusammensetzung des W/ACN-Gemisches in den
Reservoirs von 50:50 bis 1:99 (v/v) wird untersucht, wie sich
ein steigender ACN-Gehalt der mobilen Phase auf die Ver-
hiltnisse in der Pore auswirkt.

Gemil3 den radialen Anzahldichteprofilen der Sauer-
stoffatome der Wasser-Molekiile sind drei Regionen inner-
halb der Pore zu unterscheiden (Abbildung 2): die unmittel-
bare Oberflichenregion (I, R<0.425nm), die fast aus-
schlieBlich Wasser-Molekiile enthilt, sowie die sich anschlie-
Bende Ubergangsregion (II, R = 0.425-1.5 nm), die zu Regi-
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Abbildung 1. a) Aufsicht (Projektion) auf den Kieselgelblock mit fliis-
sigkeitsgefillter, zylindrischer Pore von 9 nm Durchmesser. b) Seiten-
ansicht (Projektion) der Simulationsbox: Kieselgelblock mit Pore zwi-
schen zwei Flussigkeitsreservoirs. Systemzustand nach 30 ns Simula-
tionszeit fir W/ACN 30:70 (v/v) in den Reservoirs. Gelb: Si, rot: O,
weife: H, blau: N, cyan: zentrales Kohlenstoffatom und Methylgruppe
von ACN.
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Abbildung 2. Radiale Verteilung von Wasser (blau, oben) und ACN
(griin, unten) in der Kieselgelpore fiir W/ACN 100:0 (gestrichelt),
50:50, 40:60, 30:70, 20:80, 15:85, 10:90, 5:95, und 1:99 (v/v) in den
Reservoirs. Aufgetragen ist die Anzahldichte p, fiir das Sauerstoffatom
von Wasser und das zentrale Kohlenstoffatom von ACN. Rote, vertikale
Linien markieren die Grenzen zwischen der unmittelbaren Oberfli-
chenregion (1), der Ubergangsregion (I1) und der oberflichenfernen
Region (llI).

on I hin noch von Wasser-Molekiilen dominiert wird, bevor
sie allméhlich in die oberflichenferne Region (III, R >
1.5 nm) tibergeht, deren radial konstante Anzahldichteprofile
dem jeweiligen W/ACN-Verhiltnis in den Reservoirs ent-
sprechen.

Region I ist vollstdndig von der Kieselgeloberfldache be-
stimmt, deren Préferenz fiir Wasser auf der Moglichkeit zur
Bildung eines ausgedehnten Netzwerks aus Wasserstoffbrii-
cken (HBs) ausgehend von den Silanol-Gruppen (SiOH) der
Oberfldche beruht. Nahezu alle Wasser-Molekiile in Region I
sind iiber W-SiOH-HBs direkt an die Oberfldche gebunden
(Abbildung 3a). In der Ubergangsregion sinkt die Zahl der
W-SiOH-HBs dann zugunsten von W-W-HBs (Abbil-
dung 3b). Das Maximum der Koordination durch W-W-HBs
wird bemerkenswerterweise direkt nach dem Abklingen der
W-SiOH-HBs erreicht (R~0.7 nm); sogar bei geringem
Wasser-Gehalt (W/ACN 5:95 (v/v)) erreicht die Zahl der HBs
pro Wasser-Molekiil an dieser Stelle noch 80% des Wertes
von reinem Wasser. Zur Region III hin sinkt die Zahl der
W-W-HBs und steigt die Zahl der W-ACN-HBs auf den dem
W/ACN-Verhiltnis in den Reservoirs entsprechenden Wert.
Abbildung 3 belegt einen selektierenden Einfluss der Kie-
selgeloberfliache, der iiber die direkte Bindung von Wasser-
Molekiilen hinausgeht; die Prasenz von W-SiOH-HBs fordert
in der angrenzenden Schicht die Bildung von W-W- gegen-
iber W-ACN-HBs, was zur Anreicherung von Wasser in der
Ubergangsregion fiihrt. Die Mikroheterogenitit von
W/ACN-Gemischen,” also die Neigung von Wasser- und
ACN-Molekiilen zur Koordination durch die eigene Spezies
(in Abbildung 1 in Pore und Reservoirs erkennbar), diirfte
diese Entwicklung begiinstigen, was wiederum den Erfolg von
ACN als organisches Losungsmittel fiir HILIC erklért. Ab-
bildung 3 zeigt auch, dass die Koordination der Oberfliche
durch Wasser-Molekiile Vorrang vor dem Aufbau der Wass-
erschicht in der Ubergangsregion hat: Ein steigender ACN-
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Abbildung 3. Radiale Projektion des Wasserstoffbriicken-Netzwerks in
der Kieselgelpore fiir W/ACN 100:0 (rot), 30:70 (griin) und 5:95 (v/v)
(blau) in den Reservoirs. a) Anzahldichte p, der Sauerstoffatome fiir
iber W-SiOH-Wasserstoffbriicken direkt an die Porenoberfliche gebun-
dene Wasser-Molekiile (diinne Linien mit Punkten) und fiir nicht direkt
oberflichengebundene Wasser-Molekiile (dicke Linien). b) Durch-
schnittliche Zahl der Wasserstoffbriicken pro Wasser-Molekiil HBy, fiir
W-SiOH- (diinne Linien mit Punkten), W-W- (dicke Linien) und
W-ACN-Wasserstoffbriicken (gestrichelt).

Gehalt in den Reservoirs wirkt sich auf die oberflachenge-
bundenen Wasser-Molekiile kaum aus, sondern betrifft vor
allem die nicht oberflichengebundenen Wasser-Molekiile;
dabei sinkt deren Anzahldichte in der Ubergangsregion
(R~0.7 nm) starker als ihre Koordination.

Die Anreicherung von Wasser in den Regionen I und II
bewirkt, dass sich mit steigendem ACN-Gehalt in den Re-
servoirs die lokale Zusammensetzung an und nahe der Kie-
selgeloberfliche zunehmend vom nominellen W/ACN-Ver-
héltnis unterscheidet (Abbildung 4). Ein deutlicher Effekt
setzt jedoch — ebenso wie die HILIC-Retention polarer
Analyten — erst bei hoherem ACN-Gehalt ein: Ein gegeniiber
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Abbildung 4. Verhiltnis des lokalen Wasser-Molenbruchs im Poren-
inneren Xy (dicke Linie: Region |, gestrichelte Linie: Regionen | und
I1) zum nominellen Wasser-Molenbruch in den Reservoirs xyom als
Funktion des ACN-Gehalts (Volumenfraktion) in den Reservoirs; Ein-
schub: logarithmische Auftragung.

dem der Reservoirs verdoppelter Wasser-Molenbruch ist fiir
Region I bei 75% ACN und fiir die Regionen I und II bei
85% ACN erreicht. Zwischen 95 und 99% ACN steigt das
Verhiltnis zwischen lokalem und nominellem Wasser-Mo-
lenbruch plotzlich steil an; der hier drastische Unterschied im
Wasser-Gehalt zwischen den Regionen I und II und dem Rest
des Systems erklért die starke Retention hydrophiler Analy-
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ten bei hohem ACN-Gehalt der mobilen Phase. Abbildung 4
erinnert stark an die HILIC-typische Retentionsdynamik, die
sich durch einen zunéchst flachen Anstieg der Retentionszeit
von Analyten mit zunehmendem ACN-Gehalt der mobilen
Phase auszeichnet, bevor die Kurve bei hohem ACN-Gehalt
in einem Aufwirtsschwung endet.”

Die zur Oberfldche hin zunehmende Koordination durch
W-W- und W-SiOH-HBs (Abbildung 3b) verringert die ra-
diale und axiale translatorische Beweglichkeit der Wasser-
und ACN-Molekiile (Abbildung 5). Die Aufenthaltszeit fiir
ein Molekiil an einer bestimmten radialen Position (Abbil-
dung 5a) steigt ab R < 1 nm auf sehr hohe Werte in Region L.
Je geringer der Wasser-Gehalt in den Reservoirs, desto langer
bleiben die Wasser-Molekiile an der Oberfldche. Wahrend fiir
W/ACN 100:0 (v/v) die Aufenthaltszeit von Wasser-Molekii-
len in Region I ca. 100-fach grofer ist als in Region 111, erhoht
sich dieser Faktor auf jeweils 200, 400 und 600 fiir 30:70, 5:95
und 1:99 (v/v). Die wenigen ACN-Molekiile verharren noch
ldnger als die Wasser-Molekiile an der Oberfléche, da sie erst
durch eine wasserreiche Schicht wandern miissten, um in eine
Region mit hoherem ACN-Gehalt zu gelangen. Die Ein-
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Abbildung 5. Radiale Abhingigkeit der translatorischen Beweglichkeit
von Wasser- und ACN-Molekiilen in der Kieselgelpore fiir W/ACN
100:0 (rot), 30:70 (griin), 5:95 (blau) und 1:99 (v/v) (schwarz) in den
Reservoirs. a) Aufenthaltszeit T an einer bestimmten Position senk-
recht zur Porenoberfliche. b) Diffusionskoeffizient parallel zur Poren-
oberfliche (D). Rote, vertikale Linien markieren die Grenzen zwischen
der unmittelbaren Oberflichenregion (1), der Ubergangsregion (I1) und
der oberflichenfernen Region (lll).
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schrankung der Beweglichkeit parallel zur Porenoberflidche

reicht weit in das Porenvolumen hinein (Abbildung 5b): Be-

reits etwa mit Eintritt in die Ubergangsregion (R < 1.5-2 nm)
sinken die Diffusionskoeffizienten von Wasser und ACN bis

auf nahezu null in Region I.

Angesichts der geringen Beweglichkeit sowie des vom
W/ACN-Verhiltnis in den Reservoirs unabhédngig vernach-
lassigbaren ACN-Gehalts kann Region I als auf der Ober-
flaiche quasi-immobilisierte Wasserschicht interpretiert
werden. Dagegen ist die Ubergangsregion eine wasserreiche
Schicht eingeschrédnkter Beweglichkeit, die sowohl von der
Oberfldche als auch vom nominellen W/ACN-Verhiltnis in
den Reservoirs beeinflusst wird. Die Situation erinnert an die
elektrolytische Doppelschicht, und es liegt nahe, Region I als
starre und Region II als diffuse Wasserschicht zu bezeichnen.
Die diffuse Wasserschicht erweitert den rdumlichen Bereich
fiir die Retention polarer Analyten; in der vorliegenden Pore
fiillt die retentive Schicht (Regionen I und IT) 56 % des Vo-
lumens. Dabei diirfte die verringerte Beweglichkeit in dieser
Schicht den Aufenthalt von Analyten verldngern und so die
Retention synergistisch verstiarken.

Die vorliegende MD-Studie erkldrt auf molekularer
Ebene die Voraussetzungen fiir die HILIC-Retention polarer
Analyten durch Verteilung zwischen einer ACN-reichen
mobilen Phase und einer auf der Oberfldche der stationédren
Phase préasenten Wasserschicht:

1. Ein von den Silanol-Gruppen der Kieselgeloberfliche
ausgehendes Netzwerk aus Wasserstoffbriicken ist die
Ursache dafiir, dass zur Oberfldche hin iiber eine Distanz
von ca. 1.5 nm der Wasser-Gehalt steigt und die transla-
torische Beweglichkeit sinkt.

2. Die Wasser-Anreicherung an und nahe der Oberfldche
sorgt dafiir, dass sich mit steigendem ACN-Gehalt der
mobilen Phase Wasserschicht und mobile Phase zuneh-
mend voneinander unterscheiden. Das Verhiltnis von lo-
kalem und nominellem Wasser-Molenbruch wichst
nichtlinear mit dem ACN-Anteil der mobilen Phase und
endet mit einem drastischen Sprung. Dieses Verhalten
spiegelt die HILIC-Retentionsdynamik vieler polarer
Analyten wider.

3. Die Wasserschicht besteht aus einem starren und einem
diffusen Teil und ist damit sowohl komplexer als auch
ausgedehnter als bislang angenommen. Der Schliissel zu
Entstehung und Eigenschaften der Wasserschicht liegt in
den jeweiligen Fahigkeiten von Wasser, ACN und der
Kieselgeloberfldche zur Bildung von Wasserstoffbriicken.

Methoden

Die quaderformige Simulationsbox (mit Dimensionen wie in Abbil-
dung 1 gezeigt) enthielt einen zentralen Block aus f3-Cristobalit-SiO,
mit einer zylindrischen Pore von 9 nm Durchmesser. Die Kieselgel-
oberflichen wurden prédpariert wie in einer fritheren Arbeit be-
schrieben;”! der Hydroxylierungsgrad (8.0-8.5 umolm™2) entspricht
dem typischer Kieselgel-Phasen.® MD-Simulationen wurden fiir ein
kanonisches NVT-Ensemble bei 300 K mit Gromacs 4.5.2°! durch-
gefiihrt. Fiir Kieselgelatome wurden die Kraftfeld-Parameter von
Gulmen und Thompson, fiir Wasser wurde das SPC/E-Modell und fiir
ACN das TraPPE-UA-Kraftfeld verwendet.'”! Ein Simulationslauf
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dauerte 30 ns, wovon die letzten 6 ns zur Datenanalyse genutzt
wurden. Weitere Details in den Hintergrundinformationen.
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