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Vysokoticinnd kapalinovd chromatografie v poslednich letech zaznamenala vyznamny pokrok ve vyvoji instrumentace a novych typii kolon,
které umoZiuji vyrazné zrychlit analyzu, zvySit pocet ldtek separovanych v jednom ndstiiku vzorku a rozsifit spektrum analyzovanych ldtek.
Na trh byly uvedeny pristroje a kolony se staciondrnimi fazemi na Cdsticich s priimérem mensim nez 2 um, které umoZiiuji rutinni separace
PpFi vysokém pracovnim tlaku, az do 150 MPa, za zlomek doby, potiebné k separaci konvencnimi HPLC technikami. Znacného urychleni
separace lze dosdhnout i na "klasickych" pristrojich s pouZitim povrchové porovitych ¢i monolitickych ndplni kolon a pri teplotdch aZ do
100-150 °C na nové zavedenych teplotné odolnych kolondch na bdzi ZrO,, nebo na hybridnich kolondch s alkylovymi skupinami inkorporo-
vanymi do silikagelové matrice. Vyznamného pokroku bylo dosazeno i v rozvoji vicerozmérnych HPLC technik, umozriujicich vyrazné zvySeni

poctu ldtek, separovanych v jednom experimentu ve sloZitych vzorcich.

V poslednich letech rostou pozadavky na separace siln€ polarnich
latek, zejména sacharidd, aminokyselin a peptidd. Na rozdil od
vzorkd, obsahujicich slabé ¢i stiedné polarni slouceniny, které lze
zpravidla dobfe délit v systémech s pfevracenymi fazemi (RP), je
v téchto systémech retence silné poldrnich latek pfili§ nizka pro
uspésnou separaci, mnohdy i pfi pouziti vodnych mobilnich fazi
s velmi nizkym obsahem organickych rozpoustédel. V systémech
s normalnimi fidzemi (NP) na polarnich adsorbentech v ¢isté orga-
nickych mobilnich fazich se naopak nékteré polarni latky casto prilis
zadrzuji. Ttislozkové mobilni faze s nizkym obsahem vody se obcas
pouzivaly k separacim na klasickych adsorbentech jiz pfed mnoha
lety [1]. Alpert [2] navrhl oznaceni "chromatografie hydrofilnich
interakei" (HILIC) pro chromatografii na kolonach typickych pro
systémy s normalnimi fadzemi, které ale vyuzivaji vodné-organické
mobilni faze podobné jako RP systémy. Slovo "hydrofilni" charakte-
rizuje afinitu k vodg, ktera se pfidava do mobilnich fazi pti HILIC
separacich na polarnich kolondch. HILIC technika nalezla nejprve
uplatnéni pfi separacich sacharidd, aminokyselin a peptidd [3],
v poslednich letech ale rychle roste pocet nové vyvinutych novych
kolon pro HILIC a aplikaci pro separace v oblasti analyz Zivotniho
prostiedi, potravin, pfirodnich latek i syntetickych 1é¢iv, iontovych
ineiontovych tenzidd. Vyznamnou vyhodou HILIC separaci je zvy-
Send citlivost LC-MS analyz, diky zlepSené ionizaci elektrosprejem
(ESI) v mobilnich fazich s vysokym obsahem acetonitrilu [4].

K HILIC separacim lze pouzit riznych typG polarnich kolon
s neiontovymi i s iontovymi skupinami na povrchu silikagelu
nebo organickych polymernich matric. Oblibenym materidlem
je nemodifikovany silikagel se snizenou koncentraci povrcho-
vych silanolovych skupin, pfipadné hybridni kolony s alkylovymi
skupinami inkorporovanymi do silikagelové matrice [5]. HILIC
separace vyuzivaji i stacionarni fize s chemicky vazanymi aminopro-
pylovymi [6], amidovymi, nitrilovymi, karbamatovymi, diolovymi,
polyethylenglykolovymi ¢i polyhydroxylovymi (cyklodextranovymi,
sorbitolovymi) a dal§imi polarnimi skupinami [7]. Stacionarni faze
na bazi polyimidu kyseliny jantarové (PolyGLYCOPLEX A, Poly
Hydroxylethyl A, Poly CAT A a Poly Sulphoethyl A) byly vyvinuty
specielné pro HILIC chromatografii [2], stejn€ jako polymerni
kolony s chemicky vazanymi amidickymi [8] ¢i zwitteriontovymi
sulfobetainovymi ¢i fosforylcholinovymi [9] skupinami, uréenymi
piimo pro HILIC aplikace. Velmi perspektivnim materidlem pro
HILIC separace je silikagel typu Cs hydrosilovanym povrchem [10],
kde jsou silanolové skupiny (-Si-OH) nahrazeny hydridovymi sku-
pinami (-Si-H), pfipadné modifikovany mén¢ polarnimi skupinami
(C18, cholesterol, kyselina undekanova). Lze vyuzit i monolitickych
HILIC kolon na bazi silikagelu ¢i organickych polymerd, v konvenc-
nim i v kapilarnim formatu. Obr. 1 ukazuje struktury nékterych

stacionarnich fazi vyuzivanych pro HILIC separace.

Obr. 1 — Struktury nékterych HILIC stacionarnich fazi
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Hlavni hnaci silou retence jsou hydrofilni proton donor-akcep-
torové a dipdl-dipdlové interakce jak s povrchem stacionarni faze,
tak i s kapalinou okludovanou na jeho povrchu v difizni vrstvé
(obr. 2). U slabych kyselin a bazi se mohou uplatnit i iontové-
vyménné interakce. Mobilni faze obsahuji obvykle vysokou kon-
centraci acetonitrilu (50-99%) ve vodé, casto s piisadou pufru.
Typ stacionarni faze a sloZzeni mobilni faze ovliviiuji vysledny
mechanismus separace, charakteristicky pro systémy s normalnimi
fazemi - retence latek se zvySuje s jejich polaritou a klesa s rostouci
koncentraci vodné slozky (polarnéjsiho rozpoustédla) v mobilnich
fazich s vysokym obsahem acetonitrilu.

Na mnoha typech poldrnich kolon se pii nizSich koncentracich
ACN méni mechanismus retence a chromatografické chovani
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Obr. 2 - Difazni vrstva vody na povrchu polarniho sorbentu

Stacionarni faze vrstva vody mobilni organicka faze

Obr. 3 — Separace fenolickych kyselin na koloné hydrosilovaného
silikagelu, modifikovaného cholesterolem, za HILIC a RP podminek
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latek odpovida separacim v systémech s prevracenymi fazemi
(RP) - retence roste s rostoucim obsahem vody v mobilni fazi.
Pfi separacich na jedné koloné v rdznych mobilnich fazich lze
dosdhnout velmi odli$né selektivity separace a vzdjemné se dopl-
nujici informace o slozeni vzorku, jak ilustruje priklad na obr. 3.
Podobné Ize ziskat dopliikové informace o vzorku i pfi kombinaci
HILIC separace se separaci v RP systémech, jak ukazuje piiklad
separace EO-PO tenzidu na obr. 4, kde se jednotlivé ko-oligomery
separuji podle poctu oxypropylenovych jednotek (PO) na koloné
C18 gradientem acetonitrilu ve vodé v prvni (RP) dimenzi a podle
poctu oxyethylenovych jednotek (EO) na aminopropylsilikagelové
koloné v organické mobilni fazi s nizkym obsahem vody ve druhé
(HILIC) dimenzi [11].
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Obr. 4 — Difaizni vrstva vody na povrchu polarniho sorbentu
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uvefejnénych prehlednych referatech [12-15] a ve zvlaStnich vyda-
nich ¢asopisu Journal of Separation Science (Vol. 31, ¢. 9, 2008 a
Vol. 33, ¢. 6-7, 2010).
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Abstract
HILIC CHROMATOGRAPHY: A PERSPECTIVE SEPARATION
TECHNIQUE FOR POLAR COMPOUNDS ON POLAR STATIONARY
PHASES IN AQUEOUS-ORGANIC MOBILE PHASES

Summary: Hydrophilic interaction chromatography (HILIC) can be characte-
rized as normal-phase chromatography on polar columns in aqueous-organic
mobile phases rich in organic solvents (usually acetonitrile), sometimes combi-
ned with ionic interactions. HILIC offers separation selectivity complementary
to reversed-phase LC separations of peptides, proteins, oligosaccharides, drugs,
metabolites and various natural compounds on bare silica gel, silica-based
amino-, amido-, cyano-, carbamate-, diol-, polyol-, zwitterionic sulfobetaine,
or poly(2-sulphoethyl aspartamide) and other chemically bonded polar sta-
tionary phases. Highly organic HILIC mobile phases enhance ionization in
the electrospray ion source and improve the sensitivity of LC-MS separations.
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