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Résumé

L’acide formique est un additif souvent utilisé dans la
phase mobile afin d’ajuster le pH en chromatographie
liquide a phase inverse (RPLC), surtout si elle est
couplée a une détection par spectrométrie de masse
(MS). Cette pratique a été étendue aux séparations
en chromatographie liquide par interaction hydrophile
(HILIC). Cependant, les mécanismes d’action et
limportance relative des cations et des anions des
tampons sont tres différents en mode HILIC et en
mode RPLC. C’est la raison pour laquelle la sélection
du tampon en mode HILIC doit tenir compte des
propriétés chimiques du tampon, de I'analyte et du
sorbant utilisés en chromatographie. Le choix du
tampon adéquat assurera la réussite ou I'échec de
I'analyse HILIC. Ce document a pour objet d’examiner
le comportement de I'acide formique avec et sans
adjonction des différents sels sur la séparation des
analytes basiques en mode HILIC. Il propose des
recommandations pour le choix des tampons destinés
al'analyse HILIC des composés basiques.

Introduction

La robustesse constitue une exigence habituelle
des méthodes analytiques ; elle se définit comme
'aptitude de la méthode a fournir des résultats
exacts et précis malgré des variations mineures sur
le plan de I'équipement et des conditions ambiantes.
Précédemment, le mode HILIC a souffert d'une
réputation de robustesse insuffisante. Cependant, si
les conditions font I'objet d’une sélection judicieuse,
ou les propriétés physiques de I'analyte, du tampon
et du sorbant pour chromatographie, comme l'activité
des silanols de surface, sont prises en considération,
il est possible de développer de robustes méthodes
HILIC. Le mécanisme de rétention HILIC repose
principalement sur la partition des analytes polaires
entre une couche de solvant enrichie d'eau a
proximité de la surface du sorbant et I'éluent
relativement plus hydrophobe. D’autres processus
physiques jouent également un réle majeur pour
déterminer la rétention et la sélectivitt en mode
HILIC, tels que I'échange d'ions, la liaison hydrogéne,
l'interaction de type dipdle-dipdle, etc. Une étude

récemment menée par Hemstrom et Irgum (7) donne
un apergu plus détaillé des mécanismes de rétention
en mode HILIC. L'analyse HILIC est généralement
effectuée a I'aide de phases mobiles contenant des
concentrations élevées (> 70 % v/v) d’acétonitrile.
Les solvants organiques ont un effet prononcé sur
la valeur de pK, des tampons et des analytes, en
particulier si la concentration est supérieure a 50 % (v/v).
Plusieurs documents de recherche ont décrit en
détail I'effet de différents solvants organiques sur
la valeur de pK, des analytes (2,3). En général,
le pK, des bases faibles diminue si la teneur
organique augmente, alors que le pK, des acides
faibles augmente. Les variations de la valeur de pK,
peuvent étre assez sensibles dans I'environnement
hautement organique employé en mode HILIC. Par
exemple, les bases faibles avec un pK, en milieu
aqueux inférieur a ~4 ne seront généralement pas
protonées dans les phases mobiles HILIC lorsque
0,1 % (v/v) d'acide formique est utilisé. Le pK, de la
base diminue dans la phase mobile HILIC lorsque le
pK, de l'acide formique augmente. L'augmentation
du pK, de l'acide formique entraine une élévation
du pH de la phase mobile. La combinaison de ces
changements de valeurs opposés du pK, résulte
en une présence de 0,1 % (v/v) d’acide formique
trop faible pour protoner les bases avec un pK, <~4.
C’est pourquoi I'acide formique peut assurer une
performance chromatographique acceptable pour
les bases faibles avec un pK, en milieu
aqueux < ~4. Cependant, les composés basiques
avec un pK, en milieu aqueux supérieur & ~4 peuvent
étre protonés dans des conditions d’analyse HILIC
avec de lacide formique. Les bases protonées
peuvent participer a des interactions par échange
de cations avec les silanols résiduels a la surface du
sorbant. Des interactions par échange de cations mal
contrélées peuvent donner lieu a une performance
chromatographique médiocre. C’est pourquoi, lors de
la sélection d’'un tampon pour I'analyse de composés
basiques, la valeur de pK, des analytes concernés est
un facteur a considérer, ainsi que la nature et le pK,
du tampon.

Conditions expérimentales

Le systeme chromatographique comprenait un systéme
Agilent de la série 1100 avec pompe binaire (Palo
Alto, Californie), un dégazeur de solvant en ligne, un
échantillonneur automatique, un module de surveillance
de latempérature de la colonne et un détecteur a barrette
de diodes Agilent 1100, ou encore un spectrométre
de masse Applied Biosystems API3000 en tandem
avec une interface d'ionisation par électrospray (ESI)
TurbolonSpray®. Pour les analyses UV, le systeme
était controlé par le logiciel HP Chemstation et pour les
analyses MS en tandem, par le logiciel Analyst 1.41.

Les séparations chromatographiques ont été
effectuées sur une colonne Phenomenex Luna®
3 ym HILIC, 100 x 2 mm DI (Torrance, Californie).

Produits chimiques

La nicotine et la cotinine (1 mg/ml dans du
méthanol) ont été obtenues auprés de Cerilliant
(Round Rock, Texas). La nornicotine, I'acyclovir, le
ganciclovir, le toluene (marqueur du volume mort)
et tous les tampons et sels (chlorure de lithium,
chlorure de potassium, chlorure de sodium, chlorure
d’ammonium, formiate d’ammonium, acétate
d’ammonium) ont été obtenus auprés de Sigma
Aldrich  (Bellefonte, Pennsylvanie). L'acétonitrile
(ACN) a été obtenue auprés de Honeywell Burdick
and Jackson (Muskegon, Michigan) et l'acide
formique aupres de EMD Biosciences (Madison,
Wisconsin). Une solution-mere de nornicotine (5 mg/ml)
a été préparée en dissolvant 25 mg de nornicotine
dans 5ml d’ACN. Elle a été ensuite diluée afin
d’obtenir une concentration de nornicotine de 1 mg/ml
par I'ajout de 1 ml de solution-mére a 4 ml d’ACN.
Des étalons (0,1 mg/ml chacun) ont été préparés
en ajoutant 100 pl de chaque mg/ml de solution-
mere a 700 pl de solution d’ACN. Une solution-mére
constituée d’'acyclovir et de ganciclovir (0,5 mg/ml) a
été préparée en dissolvant 5 mg de chaque composé
dans 10 ml d’hydroxyde d’'ammonium a 0,1 % (v/v)
dans de I'eau. Elle a été ensuite diluée afin d’obtenir
des concentrations d’acyclovir et de ganciclovir de
2,5 ug/ml en ajoutant 100 pl de solution-mére a un

tampon de 20 ml d’ACN (90/10)/100 mM de formiate
d’ammonium (pH 3,2). Des étalons (500 ng/ml) ont
été préparés en ajoutant 1 ml de solution-mére a
2,5 ug/mlauntamponde 4 mld’ACN (90/10)/100 mM
de formiate d’'ammonium (pH 3,2).

Conditions chromatographiques

Une solution-meére de phase mobile HILIC a été
préparée en combinant 1,8 | d’ACN, 200 ml d’eau et
2 ml d’acide formique. La solution de la phase mobile
(0,1 % [v/v] d’acide formique dans un mélange d’ACN/
eau [90/10]) a été séparée en 7 parties aliquotes
différentes de 250 ml. Des solutions-méres séparées
(2,5 M) ont été préparées pour chaque sel. Dans
chaque partie aliquote de 250 ml de solution de phase
mobile, 1 ml d’'une solution-mére de sel différent a été
ajouté pour donner une concentration de sel effective
de 10 mM. Dans l'aliquote restante de 250 ml de
solution de phase mobile, 1 ml d’eau a été ajouté pour
assurer que la force éluotropique de toutes les phases
mobiles soit équivalente. Toutes les séparations ont
été effectuées de maniére isocratique a 0,4 ml/mn,
avec une colonne dont la température était régulée
a 25 °C et un volume d’injection de 1 pl. La nicotine
et les métabolites ont été détectés par absorption
dans les UV a 260 nm. Le ganciclovir et I'acyclovir
ont été détectés par MS couplée en tandem en mode
ion positif avec transitions de masse, respectivement
256,2 — 152,3 et 226,2 — 152,2.

Résultats et analyse
Résultats avec 0,1 % (v/v) d’acide formique dans
la phase mobile

Les analytes basiques avec une valeur de pK, en
milieu aqueux > ~4 peuvent étre ionisés dans des
conditions d’analyse HILIC avec 0,1 % (v/v) d’acide
formique et subir ainsi un échange de cations avec
le sorbant. Avec ces analytes, I'acide formique ne
permet généralement pas d'obtenir la meilleure
performance chromatographique. Une explication de
ce comportement s’appuie sur le fait que le cation
hydronium généré par I'acide formique ne présente
pas de concurrence efficace face aux groupements
des silanols ionisés. C'est pourquoi la composante
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d’échange d’ions qui fait partie de la rétention des analytes basiques
cationiques a une plus grande influence sur la performance d’ensemble
de la séparation. L'effet combiné du cation hydronium et de I'anion
formiate sur la couche d’eau proche de la surface du sorbant peut
constituer un facteur supplémentaire. Les effets que différents cations
et anions ont sur la structure de locale de I'eau au niveau ou a proximité
des surfaces d’espéces diverses, telles que les protéines, les colloides
etles polyméres hydrosolubles, sont bien documentés dans la littérature
scientifique (4-7). Comme le mécanisme de rétention en mode HILIC
dépend fortement de la couche d’eau semi-immobilisée proche de la
surface du sorbant, il est prévu que la performance chromatographique
HILIC sera affectée par des changements dans la structure de I'eau
localisée et la solvatation des ligands occasionnés par les différents
cations et anions des tampons. En outre, la force ionique des ~10 %
d’'acide formique dissocié est faible comparée a celle de tampons
préparés a partir de sels. Il en résulte une mauvaise forme des pics,
un équilibrage de colonne lent et une reproductibilité médiocre dans
'ensemble avec I'acide formique sans adjonction de sel. La Figure 1
représente des chromatogrammes indiquant un équilibrage de colonne
en mode HILIC & l'aide de 0,1 % (v/v) d’acide formique avec la nicotine,
la cotinine et la nornicotine comme analytes basiques. Les valeurs
de pK, de ces composés sont toutes > 4 et leurs structures et autres
propriétés physiques sont illustrées sur la Figure 2. Comme indiqué sur
cette figure, les temps de rétention diminuent @ mesure que le temps
passe et les analytes présentent généralement une mauvaise forme de
pics lorsque I'acide formique est utilisé sans adjonction de sel. C'est
cette instabilité du temps de rétention qui a probablement contribué
a l'opinion que le mode HILIC ne présente pas la méme robustesse
que le mode RPLC. Le comportement non reproductible de la nicotine
et des métabolites se distingue nettement de la bonne performance
chromatographique des composés basiques faibles, I'acyclovir et le
ganciclovir, illustrés sur la Figure 3. Ces deux composés ont un pK, < 3
et montrent une bonne performance chromatographique avec I'acide
formique sans adjonction de sel. Alors qu'il est possible d’améliorer la
rétention et la sélectivité pour I'acyclovir et le ganciclovir avec 10 mM de
formiate d’'ammonium a force ionique plus élevée et pH de 3,2, les deux
conditions de la phase mobile assurent une bonne performance.
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Figure 1 : Dérive du temps de rétention de la cotinine (1), de la
(2) et de la norni (3) avec 0,1 % (v/v) d’acide formique
dans une phase mobile constituée d’'un mélange d’acétonitrile/d’eau
(90/10). Le tout premier pic de chaque chromatogramme correspond
au toluéne, marqueur du volume mort. Séparation isocratique avec
la colonne Luna 3 um HILIC 100 x 2 mm DI a 0,4 mi/mn

Résultats avec 0,1 % (v/v) d’acide formique ajouté a 10 mM de
sels dans la phase mobile

Comme indiqué précédemment, pour les groupements fonctionnels
basiques a pK, plus élevé de la nicotine et de ses métabolites, I'acide
formique sans adjonction de sel ne permet pas d’obtenir une bonne
performance chromatographique. Cependant, les formes de pics et
la stabilité du temps de rétention sont fortement améliorées si un
cation avec une plus grande affinité pour les silanols ionisés, tels que
'ammonium, est ajouté a la phase mobile. Une série d’expériences
démontrant I'effet du contre-ion cationique sur la reproductibilité de
la forme des pics et du temps de rétention a été effectuée, et les
résultats sont représentés sur la Figure 4. Comme indiqué sur cette
figure, I'adjonction de 10 mM de chlorure de Li*, Na*, K* ou NH,* a
amélioré la forme des pics et la stabilité du temps de rétention (non
illustrée) dans tous les cas. Les augmentations du temps de rétention
observées avec I'adjonction de différents cations sont en corrélation
avec l'inverse du rayon du cation a I'état hydraté et l'inverse de la
série lyotropique « normale ». Il a été démontré que les groupements
d’échanges d'ions faibles silicates a la surface du sorbant a base
de silice se comportent difféeremment des échangeurs de cations
forts de type sulfonates (8). Ces résultats apparemment anormaux
sont probablement dus aux différences d’affinité des échangeurs de
cations silicates comparés aux sulfonates (8). Les différents cations
et I'anion associé sont également susceptibles d’affecter la couche
hydratée proche de la surface du sorbant en modifiant la structure
localisée de I'eau, la constante diélectrique et le potentiel zéta.

Flgure 2: Structure et propnetes phys:ques des molecules basiques
de ), tine, norni lovir et acyclovir.

g

Figure 3 : Séparation en mode HILIC des composés basiques faibles
(PK, ~2,9), de type antiviraux comme I'acyclovir (1) et le ganciclovir
(2), dans un mélange d’acétonitrile/eau (90/10) avec 0,1 % (v/v)
d’acide formique (a) et un mélange d’acétonitrile/eau (90/10) avec
10 mM de formiate d’. ium (b). Sép. isocratique avec la
colonne Luna 3 um HILIC 100 x 2 mm DI a 0,4 mi/mn
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Figure 4 : Effet du H*(a), Li* (b), Na* (c), K* (d), NH," (e), du formiate
NH, (f) et de I'acétate NH, (g) sur la séparation chromatographique
de la cotinine (1), de Ia nicotine (2) et de la nornicotine (3). Le tout
premier pic de chaque chromatogramme correspond au toluéne,
marqueur du volume mort. Séparation isocratique avec la colonne
Luna 3 ym HILIC 100 x 2 mm DI a 0,4 ml/mn

Effet de I’anion sur la rétention et la sélectivité

Il a été démontré que les anions jouent généralement un réle dominant
dans le comportement structurant des électrolytes dans I'eau et c’est
pourquoi le réle de I'anion dans la performance chromatographique
en mode HILIC ne peut pas étre ignoré. Dans ces exemples, tous les
sels étaient des chlorures, a I'exception du formiate et de I'acétate
d’ammonium. |l est intéressant de noter que l'adjonction des sels
de formiate et d’acétate d’'ammonium a eu un plus grand impact
sur la rétention que le sel de chlorure d’ammonium. Il faut aussi
souligner la baisse de rétention pour la cotinine avec I'adjonction
de formiate ou d’acétate d'ammonium. La rétention de la nicotine
et de la nornicotine a augmenté avec I'adjonction de sels d’acétate
alors que la rétention de la cotinine a diminué. Une explication de ce
comportement est 'augmentation du pH de la phase mobile (unités
de ~0,5 pH) avec l'adjonction d’acétate ou de formiate. Le pK, du
groupement fonctionnel de pyridinyl dans la cotinine est bien plus
élevé que celui rencontré dans la nicotine et la nornicotine. C’est
pourquoi I'augmentation observée du pH en phase aqueuse de 2,7
a ~3,2 avec 'adjonction de formiate ou d’acétate réduit probablement
l'ionisation de ce composé. Llionisation décroissante diminue le
caractére hydrophile et réduit donc la rétention en mode HILIC. La
valeur bien plus basse du pK, (< 4) des groupements fonctionnels
de pyridinyl dans la nicotine et la nornicotine explique pourquoi leur
rétention ne diminue pas. Au contraire, ces composés présentent une
rétention accrue qui peut étre liée aux changements survenant dans
la couche hydratée, comme indiqué plus haut.

Conclusions

L'acide formique est souvent utilisé pour régler le pH de la phase
mobile en mode RPLC, mais ce n’est pas le meilleur choix pour la
séparation des analytes basiques en mode HILIC. Pour les analytes
avec une valeur de pK, en phase aqueuse supérieure a ~4, les sels
d’ammonium de l'acide acétique et formique assurent une bien
meilleure performance chromatographique que I'acide formique et sont
toujours compatibles avec la détection MS. Différents contre-ions ont
montré qu'ils pouvaient améliorer la performance chromatographique
des analytes basiques par rapport a celle observée avec I'acide
formique sans adjonction de sel. Le mécanisme d’'action responsable
de I'amélioration de la performance avec adjonction de contre-
ions est probablement la combinaison de plusieurs éléments : une
compétition accrue pour les groupements d’échanges de cations
silicates a la surface, les changements de propriétés de la couche
hydratée et les changements de I'environnement du processus de
solvatation du ligand. Ces résultats montrent le mécanisme d’action
mais aussi I'importance relative des cations et des anions du tampon,
exergant une influence bien plus forte sur la performance en matiere
de séparation des composés basiques en mode HILIC plutét qu'en
mode RPLC. C’est la raison pour laquelle le choix des anions et des
cations du tampon doit prendre en considération le type (acide ou
base) et la valeur de pK, de I'analyte, ainsi que le type et la valeur
de pK, du tampon.
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