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1. Úvod 
 

Iónovo-vylučovacia chromatografia (ICE, z angl. ion-
exclusion chromatography), niekedy nazývaná aj „iónovo-
vylučovacia rozdeľovacia chromatografia, Donannova 
vylučovacia chromatografia resp. iónovo-riadená rozdeľo-
vacia chromatografia“, je špeciálnym typom ionexovej 
chromatografie1,2. Napriek skutočnosti, že v originálnych 
vedeckých prácach venovaných štúdiu iónovo-vylučovacej 
chromatografie autori v prevažnej väčšine používajú skrat-
ku IEC, v našej práci sme sa rozhodli používať skratku 
ICE podľa literatúry3 z dôvodu, že oficiálna skratka IEC 
podľa IUPAC nomenklatúry pre chromatografiu4 je pre 
iónovo-výmennú chromatografiu. 

Spôsob separácie látok na ionexoch v ICE je založený 
na princípe Donnanovej rovnováhy, t.j. odpudzovaní me-
dzi rovnako nabitými iónmi látky a iónmi funkčných sku-
pín stacionárnej (nepohyblivej) fázy. Prvé teoretické zákla-
dy ICE metódy položili už v roku 1953 Wheaton 
a Bauman, ktorí vo svojej práci popísali separáciu ióno-
vých látok od neiónových látok na ionexe Dowex 50-XS1. 
V súčasnosti sa ICE metóda využíva predovšetkým na 
separáciu tých látok, ktoré je problematické separovať 

v reverzno-fázovom móde, t.j. slabých anorganických 
a organických kyselín5,6. Zároveň ICE je možné využiť aj 
na separáciu alkoholov, aldehydov, aminokyselín ako aj 
cukrov7–9. Z pohľadu separačného mechanizmu v ICE, 
okrem popísaného základného separačného mechanizmu 
látok v ICE na silnom katexe1,10, viacerí autori prezentujú 
aj alternatívne separačné mechanizmy11. K nejednoznač-
nosti vysvetlenia separačného mechanizmu v ICE prispie-
va aj adsorpcia látok na povrch nosiča ionexu a možné 
stérické efekty. Tento prehľadový článok stručne popisuje 
všeobecný princíp separácie látok v ICE metóde, výhody 
a nevýhody použitia rôznych typov stacionárnych a mobil-
ných fáz ako aj možnosti využitia ICE pri separácii orga-
nických kyselín ako aj ďalších látok.  

 
 

2. Iónovo-vylučovacia chromatografia  
 
2.1. Separačný mechanizmus 

 
Základný separačný mechanizmus látok v ICE na 

silnom ionexe sa uskutočňuje na princípe Donnanovej 
rovnováhy, t.j. existencie Donnanovho membránového 
potenciálu na rozhraní ionex-mobilná (pohyblivá) fáza. 
V ICE disociované látky so súhlasným nábojom, ako má 
náboj funkčnej skupiny naviazanej na nosiči ionexu, sú 
odpudzované v dôsledku prítomnosti Donnanovho mem-
bránového potenciálu a tak nie sú zadržiavané ionexom. 
Nedisociované látky, resp. látky s odlišným nábojom, mô-
žu prenikať difúziou k ionexu, pretože ich neovplyvňuje 
Donnanov membránový potenciál a na základe napr. roz-
ličného stupňa disociácie sa môžu separovať na chromato-
grafickej kolóne1,2,12. Na obr. 1 je znázornený ICE sepa-
račný mechanizmus silnej a slabej kyseliny na silnom ka-
texe. V tomto prípade je mobilnou fázou deionizovaná 
voda, ktorej molekuly pri prechode chromatografickou 
kolónou vytvárajú nad povrchom katexu hydratačnú vrst-
vu, tzv. stagnantnú fázu12. Molekuly vody v stagnantnej 
fáze môžu byť viazané k funkčným skupinám ionexu pro-
stredníctvom vodíkových väzieb, koordinačnými väzbami 
a Van der Waalsovskými interakciami typu ión-dipól2,12. 
V takomto separačnom systéme je zadržanie slabých orga-
nických kyselín závislé nie len od ich pKa hodnôt, ale aj 
od hodnoty pH mobilnej fázy. Výberom vhodného tlmivé-
ho roztoku alebo zmenou koncentrácie roztoku silnej kyse-
liny, ako zložky mobilnej fázy, môžeme ovplyvniť stupeň 
disociácie slabých kyselín a tým aj ich hodnoty retenčných 
faktorov13. 

Sekundárnou interakciou, ktorá sa môže vyskytovať 
v ICE, je adsorpcia a následná desorpcia hydrofóbnej časti 
molekuly separovanej látky na povrchu hydrofóbnej časti 
nosiča katexu, na ktorej nie sú naviazané funkčné skupiny. 

IÓNOVO-VYLUČOVACIA CHROMATOGRAFIA  
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Z tohto dôvodu molekuly s väčším hydrofóbnym po-
vrchom, ako sú aromatické karboxylové kyseliny, vykazu-
jú vyššie hodnoty retenčných faktorov ako alifatické kar-
boxylové kyseliny2,3. Vplyv týchto sorpčných procesov bol 
pozorovaný aj v prípade alifatických karboxylových kyse-
lín, resp. vyšších alifatických amínov (napr. butylamín 
a pentylamín), ktorých hodnoty retenčných faktorov sa 
zvyšovali so vzrastajúcou dĺžkou alkylovej skupiny3,14. 
Negatívny efekt sorpcie hydrofóbnych látok na povrch 
nosiča je možné eliminovať pridaním vhodného modifiká-
tora (napr. organického rozpúšťadla, iónovopárovacieho 
činidla resp. vyššieho alkoholu alebo cukru) do mobilnej 
fázy14–16.  

Výraznú úlohu v ICE zohráva tiež stérický faktor, t.j. 
molekuly látok s viacerými funkčnými skupinami sú 
v stagnatnej fáze zadržiavané kratšie17. Napríklad šťaveľan 
(soľ dikarboxylovej kyseliny) je zadržiavaný v kolóne 
kratšie ako octan (soľ monokarboxylovej kyseliny) pri 
mobilnej fáze obsahujúcej 7,5 mmol l–1 kyseliny 
sírovej12,17. Rovnako izokarboxylové kyseliny, za rovna-
kých separačných podmienok, majú nižšie hodnoty retenč-
ných faktorov ako ich prislúchajúce lineárne karboxylové 
kyseliny. Môže to byť vysvetlené tým, že veľkosť pórov 
živice ako nosiča ionexu je určená jej stupňom 
zosieťovania18.  

Na základe uvedených skutočností, parametre ktoré 
ovplyvňujú separáciu látok v ICE môžeme zhrnúť 
v nasledujúcich bodoch11: 
 veľkosť, štruktúra a stupeň disociácie molekúl separo-

vanej látky, 
 zloženie a koncentrácia jednotlivých zložiek mobilnej 

fázy,  
 iónová sila a hodnota pH mobilnej fázy,  
 prítomnosť modifikátora v mobilnej fáze, 
 typ nosiča ionexu a jeho hydrofóbnosť, 
 typ funkčných skupín naviazaných na nosiči ionexu, 
 stupeň zosieťovania polyméru v stacionárnej fáze, 
 iónovo-výmenná kapacita ionexu. 

Napriek uvedeným skutočnostiam samotný mechaniz-
mus separácie látok v ICE stále nie je úplne vysvetlený 
a okrem už uvedeného separačného mechanizmu existuje 
v ICE aj jeho alternatívna verzia. Podľa Haddada 
a Noviča11 je v separačnom systéme ICE prítomná aj ďal-
šia fáza, tzv. kvázistagnantná fáza (angl. occlude liquid), 
ktorú predstavujú molekuly vody zachytené v póroch kate-
xu. Na rozdiel od predchádzajúceho tvrdenia, v tomto prí-
pade si môžeme Donnanov membránový potenciál pred-
staviť ako tenký film na celom povrchu katexu vrátane 
vnútra jeho pórov. Na obr. 2 sa nachádza priblíženie jedné-
ho póru katexu, na ktorého povrchu sa vytvorí difúzna 
vrstva oxóniových iónov pochádzajúcich z vodnej časti 
mobilnej fázy. Vzhľadom na mikroporéznu štruktúru kate-

Obr. 1. Predpokladaný separačný mechanizmus silnej a slabej kyseliny v ICE 

Obr. 2. Schematické znázornenie alternatívneho separačného 
mechanizmu ICE (upravené podľa Noviča a Haddada10) 



Chem. Listy 110, 616624(2016)                                                                                                                                              Referát 

618 

xu bude v strede póru pôsobiť elektrostatický potenciál so 
záporným nábojom, výrazne nižším ako potenciál vytvore-
ný na povrchu katexu. Potom zhluk analytov (angl. analyt 
cloud) majúcich súhlasný náboj ako funkčné skupiny kate-
xu sa môže pohybovať medzi kvázistagnantnou a mobil-
nou fázou. Z obr. 2 vyplýva, že retenčný mechanizmus 
môže byť rozdelený do dvoch súčasne sa vyskytujúcich 
procesov: 1. difúzia zhluku analytov do oblastí s nižším 
potenciálom a 2. elektrostatické odpudzovanie nabitého 
zhluku analytov z póru do mobilnej fázy. Intenzita difúzie 
zhluku analytov je riadená koncentračným gradientom 
analytu, zatiaľ čo stupeň elektrostatického odpudzovania je 
závislý od priemernej nábojovej hustoty zhluku analytov 
(určeného stupňom disociácie analytov) a priemerným 
elektrostatickým potenciálom naprieč pórom. Ak je mobil-
nou fázou deionizovaná voda, analyt sa nachádza v diso-
ciovanej forme a tak je odpudzovaný od pórov katexu a je 
viac unášaný mobilnou fázou. Na chromatografickom zá-
zname sa to prejaví frontovaním elučných vĺn separova-
ných látok. V prípade, že je mobilnou fázou zriedená silná 
kyselina, disociácia analytu je potlačená, elektrostatický 
potenciál povrchu póru je nižší a analyt môže preniknúť 
hlbšie do póru katexu11. 

 
2.2. Stacionárna a mobilná fáza 

 
Dôležitým krokom pred samotnou ICE separáciou je 

správny výber stacionárnej fázy, t.j. nosiča ionexu 
a funkčnej skupiny ionexu resp. mobilnej fázy. 

V súčasnosti výber stacionárnej fázy v ICE je relatív-
ne limitovaný, vzhľadom na používané dva základné typy 
nosičov ionexu, a to: 1. polymérne živice a 2. silikagél, na 
ktorých môžu byť naviazané rôzne funkčné skupiny ako 
napr. sulfopropylová, sulfónová alebo karboxymetylová. 
Voľbu vhodného nosiča si volíme od typu látok, ktoré 
chceme separovať. Zo štúdie Ohta a spol.19 vyplýva, že na 

separáciu aromatických karboxylových kyselín sú vhod-
nejšie katexy na báze silikagélu a pre alifatické karboxylo-
vé kyseliny sú to katexy na báze polymetakrylátu. V tab. I 
sú uvedené vybrané chromatografické kolóny a ich stručne 
charakteristiky používané v ICE. 

Najpoužívanejšou stacionárnou fázou v ICE je plne 
sulfónovaný polystyrén-divinylbenzénový katex (PS-DVB) 
vo svojej protónovanej forme. V tomto type katexu stupeň 
zosieťovania polyméru zohráva dôležitú úlohu 
v retenčnom správaní sa látok. Harlow a Morman18 pozo-
rovali retenčné správanie organických a anorganických 
kyselín, pričom zistili, že reťazce s vyšším stupňom zosie-
ťovania (12 %), sú vhodné pre separáciu slabo disociova-
ných organických kyselín. Na druhej strane silno disocio-
vané kyseliny sa separujú lepšie na katexe s nižším stupňom 
zosieťovania (2 %). V dnešnej dobe sa používa najčastejšie 
nosič katexu so stupňom zosieťovania okolo 8 %.  

PS-DVB kolóny sa najčastejšie využívajú na separá-
ciu aniónov silných kyselín, anorganických kyselín a na 
separáciu nižších alifatických kyselín. Ich nevýhodou je 
nízka tolerancia na prídavok organického modifikátora do 
mobilnej fázy, ktorého nadbytok môže spôsobiť ich 
zmršťovanie13,20. 

Tento problém môže byť eliminovaný použitím nosi-
ča ionexu na báze silikagélu, ktorý pri pH hodnote väčšej 
ako 2 má vlastnosť slabo kyslého katexu. Silikagél oproti 
polymérnym živiciam je odolnejší voči prídavkom orga-
nického modifikátora do mobilnej fázy13,20. Na druhej stra-
ne silikagél je citlivejší na zmenu pH (cit.3). Vzhľadom 
k tomu, že ide o katex so značne hydrofilným charakte-
rom, je výhodne použiť ho na separáciu hydrofóbnych 
karboxylových kyselín. Na trhu sú dostupné tzv. modifiko-
vané a nemodifikované silikagély. Modifikácia silikagélu 
je prevažne realizovaná naviazaním vhodných funkčných 
skupín ako napr. sulfopropylová skupina19, alebo ide 
o úpravu povrchu nosiča hliníkom a zirkónom, čím sa 

Tabuľka I 
Najčastejšie používané kolóny v ICE 

Názov kolóny Matrica Veľkosť 
častíc [m] 

Veľkosť 
pórov [nm] 

Funkčná skupina Protiión Iónová  
kapacita 

TSKgel Oapak-A hydrofilný  
polymér 

5 – – H+ >1,5 eq l–1 

TSKgel SCX PS-DVB 5 6 sulfónová H+ a Na+ >1,5  eq l–1 

TSKgel CM-5PW polymetakrylát 10 a 13 100 -CH2COO– Na+ >0,1  eq l–1 

TSKgel SP-5PW polymetakrylát 10,13, 20 100 -(CH2)3SO3
– Na+ >0,1  eq l–1 

TSKgel SAX PS-DVB 5 6 trimetylamín Cl– >1,0  eq l–1 

TSKgel SP-2SW silikagél 5 12,5 sulfopropyl Na+ >0,3  eq l–1 

TSKgel CM-2SW silikagél 5 12,5 -CH2COO– Na+ >0,3  eq l–1 

Aminex HPX-87H PS-DVB 9 – sulfónová H+ – 

Dionex IonPac  
ICE-AS1 

PS-DVB 7,5 mikropóry sulfónová – >2,0  eq l–1 

Dionex IonPac AS11 PS-DVB 13 < 1 amónna 
(kvartérna) 

–  >1,0  eq l–1 
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zabezpečí vyššia stabilita silikagélu aj pri nižších hodno-
tách pH (cit.21,22).  

Výber mobilnej fázy v ICE je ovplyvnený viacerými 
parametrami, akými sú jej polarita a hodnota pH, rozpus-
tnosť analytov, kompatibilita s detekčným systémom. Me-
dzi najčastejšie používané mobilné fázy v ICE patria silné 
minerálne a organické kyseliny (kyselina chlorovodíková, 
kyselina sírová a alifatické sulfónové kyseliny). V niekto-
rých prípadoch je možné použiť aj hydrofílnejšie organic-
ké rozpúšťadla, akými sú cukry a vyššie alkoholy10,14.  

Ako prvou mobilnou fázou v ICE bola využitá deioni-
zovaná voda. Pri jej použití však dochádzalo predovšet-
kým pri separácii karboxylových kyselín k tvorbe rozmy-
tých, frontujúcich a nedostatočne rozlíšených elučných 
píkov analytov20,22. Je to spôsobené tým, že v separačnom 
systéme sa nachádzajú kyseliny ako v nedisociovanej, tak 
aj disociovanej forme a negatívne nabité časti disociova-
ných foriem kyselín sú elektrostaticky odpudzované od 
súhlasne nabitých funkčných skupín ionexu. V súčasnosti 
sa v ICE používa čistá deionizovaná voda predovšetkým 
na separáciu uhličitanov3. 

Turkelson a Richard dokázali, že použitím zriedených 
roztokov silných kyselín namiesto deionizovanej vody je 
možná efektívna kontrola stupňa disociácie slabých elek-
trolytov, čím dochádza k zlepšeniu tvarov elučných píkov 
analytov a ich lepšiemu vzájomnému rozlíšeniu23. Toto 
zlepšenie môžeme pozorovať najmä v prípade separácie 
hydrofilných karboxylových kyselín na PS-DVB koló-
nach, kde klesá elektrostatická repulzia, a následne sú ky-
seliny separované podľa ich hydrofóbnej interakcie so 
skeletom katexu. Zo štúdie Chena a Adamsa24 vyplýva, že 
so zvyšujúcou sa koncentráciou kyseliny sírovej 
v mobilnej fáze narastajú retenčné faktory alifatických 
kyselín (kyselina etándiová, citrónová, pyrohroznová, jan-
tárová, fumárová, galová) v dôsledku znižovania ich stup-
ňa disociácie. Retenčné faktory aromatických kyselín sa 
menia len minimálne so zvyšujúcou sa koncentráciou ky-
seliny sírovej. Okrem uvedených silných kyselín boli usku-
točnené ICE separácie, kde sa ako elučné činidlo využívali 
iné organické kyseliny ako napr. kyselina benzoová26 
a kyselina izohexánová22. 

Ako bolo už uvedené, silné hydrofóbne interakcie 
analytov s povrchom katexu môžu byť čiastočne oslabené 
prídavkom organických modifikátorov do mobilnej 
fázy24,26. Nevýhodou tohto riešenia je, že samotný modifi-
kátor môže reagovať so stacionárnou fázou, čím dochádza 
k tvorbe nežiaduceho systémového elučného píku rozpúš-
ťadla na chromatografickom zázname19. 

Najčastejšie používanými organickými modifikátormi 
sú metanol a acetonitril. Veľmi dobre sa uplatňujú pri se-
parácii organických kyselín v ICE aj vyššie alkoholy ako 
etanol, propanol, butanol až heptanol20–22. Alkoholy s vyš-
ším počtom uhlíkov ako sedem nie je možné použiť, 
vzhľadom k ich obmedzenej miešateľnosti s mobilnou 
fázou. 

Tanaka a spol. použili ako modifikátor vyššie alkoho-
ly a cukry s 1–8 OH skupinami (metanol, etylén glykol, 
glycerol, erytritol, xylitol, fruktóza, sorbitol a sacharóza) 

pri separácii alifatických karboxylových kyselín na kolóne 
s PS-DVB živicou14. Vo svojej práci zistili, že so stúpajú-
cim počtom OH skupín v cukroch výrazne klesá frontova-
nie elučných píkov analytov. Je to spôsobené zvýšením 
hydrofílnosti povrchu PS-DVB živice kvôli OH skupinám. 
Spolu s tým klesá príťažlivosť lipofilných častí molekuly 
analytu. Rovnaký postup bol aplikovaný aj pri separácii eta-
nolamínov pomocou ICE (PS-DVB živica v OH-forme). 
Najvhodnejšími alternatívami sa javili alkoholy a cukry 
s  3–8 alkoholovými skupinami27. 

 
 

3. Aplikácie iónovo vylučovacej chromatografie  
 
3.1. Organické kyseliny 

 
V súčasnosti sa ICE najčastejšie používa na separáciu 

slabých organických kyselín (alifatických a aromatických 
karboxylových kyselín). Najpoužívanejšou stacionárnou 
fázou je silne protonizovaná PS-DVB živica s vysokou 
iónovo-výmennou kapacitou (1,5 eq l–1)14,15, ale ICE sepa-
rácia hydrofilných ako aj hydrofóbnych organických kyse-
lín môže byť uskutočnená aj na slabom katexe s nižšou 
iónovo-výmennou kapacitou (0,1 eq l–1)28. V prípade ICE 
separácie jednoduchých alifatických kyselín ako napr. 
mravčia, octová, propiónová a butyrová na PS-DVB živici 
sa ako mobilná fáza najčastejšie používa kyselina 
sírová19,20. Publikované boli aj práce s použitím iných mi-
nerálnych kyselín ako napr. kyseliny fosforečnej, kyseliny 
dusičnej a kyseliny perchlórovej29,30 alebo organickej ky-
seliny benzoovej31,32. 

Pri separácii aromatických kyselín ICE na  PS-DVB 
živici sa vyskytujú problémy s ich vysokou retenciou na 
chromatografickej kolóne, ktorú spôsobujú - interakcie 
medzi benzénovým jadrom separovanej kyseliny a hydro-
fóbnym povrchom PS-DVB živice. Separáciou aromatic-
kých kyselín sa vo svojej práci zaoberali Lehotay 
a Traiter33. Na separáciu monokarboxylových kyselín 
(kyseliny benzoovej, p-hydroxybenzoovej a salycilovej), 
dikarboxylových kyselín (kyseliny ftalovej, izoftalovej 
a tereftalovej) a trikarboxylových kyselín (kyseliny 1,2,4-tri-
hydroxybenzoovej a 1,3,5-trihydroxybenzoovej) použili 
separačný systém zložený z PS-DVB živice ako stacionár-
nej fázy a deionizovanej vody ako mobilnej fázy. V tomto 
separačnom systéme bol pozorovaný nesymetrický tvar 
elučných píkov analytov s výrazne frontujúcim charakte-
rom, čo bolo spôsobené tým, že sa aromatické kyseliny 
vyskytovali v disociovanej forme. Navrhnutú metódu auto-
ri následne aplikovali na stanovenie kyseliny benzoovej 
v horčici, ktorú odseparovali od ostatných zložiek 
v priebehu 65 min. Lepšie výsledky na stanovenie kyseliny 
benzoovej v horčici dosiahli vo svojej práci Glod 
a Kemula6, ktorí použili hydrofilnejší nosič na báze silika-
gélu namiesto hydrofóbnejšej PS-DVB živice. Separáciu 
kyseliny benzoovej od ostatných zložiek matrice tak do-
siahli za menej ako 5 min.  

Vzhľadom k tomu, že silanolové skupiny sa na po-
vrchu silikagélu správajú pri hodnote pKa približne 7 ako 
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slabá kyselina, je možné použiť na separáciu karboxylo-
vých kyselín aj nemodifikovaný silikagél34. Je všeobecne 
známe, že komerčne dostupné silikagély obsahujú rôzne 
stopové množstva kovových nečistôt, ktoré môžu zvyšo-
vať kyslosť jeho povrchu35. Preto vznikol predpoklad, že 
tieto „nečisté“ silikagély sa správajú vo veľmi kyslom 
prostredí ako slabý katex. V nasledujúcich dvoch 
štúdiách20,36 sa ukázalo, že takýmto typom silikagélu je 
Develosil 30-5, ktorý bol úspešne aplikovaný na separáciu 
vyšších alifatických a aromatických kyselín. V uvedených 
prácach autori zistili, že za schopnosť katiónovej výmeny 
Develosilu 30-5 môžu stopové množstvá hliníka prítomné 
v silikagély. Nakoľko bol Develosil 30-5 pôvodne vyvinu-
tý ako stacionárna fáza pre normálno-fázovú kvapalinovú 
chromatografiu (NP-LC), je reprodukovateľnosť katióno-
vej výmeny v jeho prípade nízka. Z nadväznosti na pred-
chádzajúce práce, Ohta a Tanaka21 uskutočnili jednoduchú 
modifikáciu silikagélu hliníkom. Takto laboratórne pripra-
vený silikagél bol následné použitý na separáciu alifatic-
kých aj aromatických kyselín. Pri použití 0,5 mmol l–1 
kyseliny sírovej obsahujúcej 0,15 % (v/v) heptanolu, do-
siahli dobrú separáciu C1–C8 alifatických kyselín 
(kyselina mravčia, octová, propiónová, butánová, pentáno-
vá, hexánová, heptánová a oktánová) za 25 min pri rýchlo-
sti prietoku mobilnej fázy 0,35 ml min–1. Zvýšením kon-
centrácie kyseliny sírovej na 2,5 mmol l–1 sa im podarilo 
odseparovať zmes aromatických kyselín (1,2,4,5-benzén-
tetrakarboxylová, 1,2,4-benzéntrikarboxylová, 1,2,3-benzén-
trikarboxylová, o-ftalová, m-ftalová, p-ftalová, salicylová 
a benzoová kyselina) za 25 min pri prietoku mobilnej fázy 
0,35 ml min–1. V ďalšej štúdií22 autori modifikovali silika-
gél zirkónom (Zr-silica), využitím reakcie silanolových 
skupín s tetrabutoxidom zirkoničitým v prostredí roztoku 
etanolu. Takto pripravená Zr-silica sa správala v kyslom 
prostredí ako katex a bola aplikovaná na separáciu karbo-
xylových kyselín. Najlepšiu separáciu aromatických kyse-
lín získali pri použití Zr-silica (20 mg zirkónu na 1 g sili-
kagélu) a 10 mmol l–1 kyseliny vínnej (pH 2,5) ako mobil-
nej fázy. Alifatické kyseliny separovali pomocou Zr-silica 
(10 mg zirkónu na 1 g silikagélu) a 0,2 mmol l–1 vodného 
roztoku kyseliny 1,2,4,5-benzéntetrakarboxylovej obsahu-
júcej 0,15 % (v/v) heptanolu.  

Stanovenie organických kyselín pomocou ICE sa 
využíva predovšetkým na analýzu potravinových vzoriek 
(víno a ovocné džúsy)31,37,38, vzoriek životného prostredia 
(odpadové, termálne a minerálne vody a pôdne extrakty) 
a biologických vzoriek (rastlinné pletivá)24,39,40. Chen 
a spol.24 použili na stanovenie alifatických a aromatických 
kyselín v rastlinných extraktoch PS-DVB stacionárnu fázu 
(Aminex HPX-87H). Ako mobilnú fázu použili 5 mmol l–1 
kyselinu sírovú a acetonitril. Osem alifatických (kyselina 
šťaveľová, citrónová, vínna, jablčná, jantárová, fumárová, 
mravčia a octová) a deväť aromatických kyselín (kyselina 
galová, ftalová, 3,4-dihydroxybenzoová, 2,5-dihydroxy-
benzoová, 4-hydroxybenzoová, vanilová, benzoová, kuma-
rová a ferulová) odseparovali pri prietoku mobilnej fázy 
0,6 ml min–1 do 100 min. Medze detekcie (LOD) pre alifa-
tické kyseliny boli v rozmedzí od 5,0 do 50,0 mol l–1 

okrem kyseliny fumarovej, ktorej LOD bola 0,05 mol l–1. 
Pre aromatické kyseliny boli LOD nižšie, a to v rozmedzí 
od 0,05 do 0,5 mol l–1. Na zníženie LOD pre alifatické 
kyseliny z predchádzajúcej práce použili Chen a spol.40 vo 
svojej štúdii kyselinu 2,6-pyridíndikarboxylovú (PDCA) 
ako mobilnú fázu a na detekciu stanovovaných kyselín 
použili konduktometrickú a nepriamu spektrofotometrickú 
detekciu v UV oblasti. Pre konduktometrickú detekciu boli 
hodnoty LOD v rozmedzí od 1,0 do 7,0 mol l–1 a pre UV 
detekciu od 8–30 mol l–1. V porovnaní s mobilnou fázou 
obsahujúcou kyselinu sírovú, poskytuje táto metóda vyššie 
rozlíšenie a vyššiu citlivosť v prípade obidvoch detekcií, 
vďaka vysokej mólovej absorptivite a nízkej pozaďovej 
vodivosti PDCA. V obidvoch predchádzajúcich prácach 
bol však problém so stanovením kyseliny šťaveľovej 
v reálnych vzorkách, nakoľko táto kyselina eluovala spolu 
s anorganickými aniónmi, ako sú Cl– a NO3

–.  
Simultánnu separáciu trinástich alifatických a devät-

nástich aromatických kyselín v jednom behu uskutočnili 
vo svojej práci Halko a Hukelová41. Ako stacionárnu fázu 
použili silikagél so špeciálne modifikovanými reverznými 
fázami. Mobilná fáza pozostávala z fosforečnanového 
tlmivého roztoku a metanolu. Alifatické a aromatické ky-
seliny odseparovali pri prietoku mobilnej fázy 1 ml min–1 
do 47 min. LOD sa pre testované kyseliny pohybovali 
v rozmedzí od 0,002 do 2,224 mg l–1. Navrhnutú metódu 
následne aplikovali na stanovenie organických kyselín vo 
víne a v ľudskom moči. 

 
3.2. Ďalšie aplikácie 
 
Cukry a ich deriváty 

ICE našla svoje využitie aj v separácií cukrov a ich 
derivátov. Fisher a spol.42 študovali vplyv teploty termo-
statovania kolóny (katex Polyspher OA-HY, 
300 × 6,5 mm) a zmeny koncentrácie kyseliny sírovej ako 
mobilnej fázy na elúciu ôsmych karboxylových derivátov 
cukrov (kyselina D-galaktárová, D-glukónová , L-treónová, 
D-glukárová,  D-galakturónová , D-glukurónová, 2-keto-
glukónová a 5-keto-glukónová). So stúpajúcou teplotou sa 
hodnoty retenčných faktorov všetkých derivátov cukrov 
zvyšovali, čo sa pripisuje čiastočnej tvorbe laktónov43. 
Naopak zmena koncentrácie kyseliny sírovej nijako výraz-
ne neovplyvňovala retenčné faktory derivátov cukrov. 
Spolu so spomínanými derivátmi cukrov sa autori snažili 
odseparovať aj monokarboxylové a dikarboxylové kyseli-
ny a laktóny. Avšak za použitia rovnakých chromatogra-
fických podmienok neboli schopní odseparovať jednotlivé 
analyty s dostatočným rozlíšením na kvantitatívnu analýzu.  

Stanovením nielen alifatických kyselín, ale aj sacha-
rózy, glukózy a fruktózy v ovocných džúsoch sa zaoberali 
vo svojej práci Chinnici a spol.38. Ako mobilnú fázu si 
zvolili 15 mmol l–1 kyselinu fosforečnú, ktorá oproti kyse-
line sírovej poskytovala stabilnejšiu základnú líniu a nižší 
šum pozadia pri UV detekcii. Problém interferencie fruk-
tózy v UV oblasti, ktorá eluovala v rovnakom elučnom 
čase ako kyselina chinová, autori vyriešili vhodnou úpra-
vou vzorky. Použitím silného anexu oddelili alifatické 
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kyseliny od cukrov a následne tieto dve frakcie nadávko-
vali do chromatografického systému. Alifatické kyseliny 
boli stanovené UV detektorom a cukry refraktometrickým 
detektorom. Dosiahnuté LOD pre fruktózu a glukózu boli 
70 mg l–1 a 80 mg l–1 pre sacharózu. 

Stanovením koncentrácie rozpustených voľných sa-
charidov a aminocukrov v prírodných vodách (horských 
jazerách) pomocou ICE sa zaoberali Horňák a Pernthaler44. 
Trinásť sacharidov a päť aminocukrov separovali na sulfo-
novanom PS-DVB katexe použitím gradientovej elúcie. 
Mobilná fáza sa skladala z 0,1 % (v/v) kyseliny mravčej 
(roztok A) a deionizovanej vody (roztok B). Na dosiahnu-
tie nízkych LOD (nmol l–1) využili MS detekciu v MRM 
móde (angl. multiple reaction monitoring), kde boli sledo-
vané relevantné prechody (prekurzor → produktový ión). 
LOD analytov sa pohybovali v rozmedzí od 0,5 do 
2,0 nmol l–1 pre sacharidy a od 0,2 do 1 nmol l–1 pre amino-
kyseliny. 

 
Alkoholy a aldehydy 

Plne sulfonované katexy v ICE sú vhodné aj na sepa-
ráciu krátkych jednosytných a viacsytných alkoholov 
a aldehydov. Jupille a spol.45 využili na separáciu jedno-
sytných alkoholov chromatografický separačný systém 
zložený z katexu Aminex HPX-85H ako stacionárnej fázy 
a zriedenej kyseliny sírovej ako mobilnej fázy. Sledované 
alkoholy eluovali v poradí s narastajúcim hydrofóbnym 
charakterom, čo poukazuje na podobnosti separačného 
mechanizmu ICE s reverzno-fázovou HPLC. V tomto prí-
pade bolo stanovenie analytov uskutočnené refraktometric-
kým detektorom resp. pulznou voltampérometriou (PV), 
ktorá vykazovala vyššiu citlivosť a selektivitu detekcie8. 
V prípade použitia PV detekcie, bola na separáciu jedno-
sytných a dvojsytných alkoholov použitá elektrochemicky 
inertná kyselina chloristá ako mobilná fáza8. 

Na separáciu krátkych alkoholov a aldehydov 
(napríklad mono-, di- a trietylén glykolu) je v ICE výhod-
nejšie použiť kolónu s hydrofóbnejšou stacionárnou fázou 
(IonPac ICE-AS6), ktorá je v porovnaní s hydrofílnejšou 
stacionárnou fázou (ICE-AS1) selektívnejšia. Na druhej 
strane pre alkoholy s dlhším reťazcom ako napr. n-butanol 
je výhodnejšie použiť hydrofílnejšiu IonPac ICE-AS1 
kolónu, pretože  na IonPac ICE-AS6 n-butanol vykazuje 
vyššie hodnoty retenčných faktorov46. 

 
Anióny a katióny 

Podľa už popísaného základného separačného mecha-
nizmu v ICE (cit.1,9) separácia aniónov silných kyselín na 
silnom katexe je málo pravdepodobná vzhľadom k tomu, 
že všetky anióny by mali eluovať v mŕtvom objeme koló-
ny. Tanaka a spol.47, ale dokázali, že niektoré anióny sil-
ných kyselín (Cl–, NO3

– a SO4
2–) možno navzájom odsepa-

rovať na slabo protonizovanom katexe s karboxylovými 
funkčnými skupinami, použitím slabých kyselín (kyselina 
vínna) ako mobilnej fázy. V ďalších svojich prácach Tana-
ka a spol.47,48 použili iónovo-vylučovaciu/ionexovú chro-
matografiu na katexe (angl. ion exclusion/cation-exchange 
chromatography) na simultánnu separáciu anorganických 

aniónov (Cl–, NO3
– a SO4

2–) a katiónov (Na+, NH4
+, K+, 

Mg2+ a Ca2+) . V tomto prípade na slabo protonizovanom 
katexe s naviazanými karboxylovými funkčnými skupina-
mi boli anióny separované iónovo-vylučovacím mechaniz-
mom, zatiaľ čo katióny boli separované mechanizmom 
výmeny katiónu. Výhodou využitia takejto stacionárnej 
fázy je ľahká kontrola disociácie karboxylových skupín na 
povrchu živice, čím je možné ovplyvniť retenčné správa-
nie iónov analytov47,49,50. Ako mobilné fázy sa prednostne 
používali kyselina vínna a sulfosalicylová. Nevýhodou 
týchto mobilných fáz je ich vodivosť a tým vysoké poza-
die pri použití konduktometrickej detekcie. Preto nebolo 
možné stanoviť anióny s nižšou vodivostnou odozvou ako 
napr. F– alebo HCOO– (cit.51,52). Štúdiom výberu vhodnej 
mobilnej fázy na separáciu aniónov a katiónov pomocou 
iónovo-vylučovacej/ionexovej chromatografie na katexe sa 
zaoberali Mori a spol.53.  

 Problémom pri separácií katiónov v ICE býva nedos-
tatočné rozlíšenie medzi jednotlivými monovalentnými 
katiónmi. Na zlepšenie rozlíšenia týchto katiónov sa do 
mobilnej fázy pridáva 18-crown-6 éter, ktorý vytvára sta-
bilné komplexy s monovalentnými katiónmi50,53,54. Ďalšie 
vybrané aplikácie ICE sú uvedené v tab. II. 

 
 

4. Záver 
 
Vzhľadom na už publikované práce ICE metóda pred-

stavuje vhodný nástroj hlavne na separáciu látok (napr. 
alifatických organických kyselín), ktoré v najpouží-
vanejšom kvapalinovo chromatografickom reverzno-
fázovom móde vykazujú veľmi nízke hodnoty retenčných 
faktorov. Výsledky tiež poukazujú na to, že ICE je vhod-
nou metódou aj na separáciu ďalších látok ako napr. anió-
nov, katiónov, alkoholov, aldehydov, aminokyselín ako aj 
cukrov. Napriek uvedeným skutočnostiam ICE metóda má 
aj niekoľko nedostatkov resp. niekoľko potenciálnych 
problémov. Jeden z hlavných nedostatkov je úzky výber 
stacionárnych fáz, konkrétne nosičov ionexu. V prípade 
použitia PS-DVB nosiča ionexu je obmedzenie 
v používaní vyšších koncentrácii organických rozpúšťa-
diel, kedy môže dochádzať ku degradácii nosiča. 
V prípade ICE metódy si tiež musíme uvedomiť jej nízku 
opakovateľnosť, vzhľadom na to, že už pri malej zmene 
hodnoty pH elučného prostredia môže dochádzať k zmene 
poradia (selektivity) separovaných látok, hlavne slabých 
karboxylových kyselín. 

 
Táto práca vznikla za finančnej podpory grantov VEGA 

1/0897/15 a APVV-0583-11. 
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I. Boháčová, A. Nagyová, and R. Halko 
(Department of Analytical Chemistry, Faculty of Natural 
Sciences, Comenius University in Bratislava, Bratislava): 
Ion-exclusion Chromatography 

  
In this review, recent developments and applications 

of the ion-exclusion chromatography are presented. This 
method, developed by Wheaton and Bauman, has been 
used mainly for separation of aliphatic and aromatic or-
ganic acids, inorganic acids, alcohols, aldehydes, amino 
acids or sugars. Basic and alternative separation mecha-
nisms of ion-exclusion chromatography method are de-
scribed. Different types of stationary and mobile phases 
and their advantages or drawbacks are also discussed. At 
the end, applications of ion-exclusion chromatography for 
separation and determination of various analytes in differ-
ent types of samples are presented.  


