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1. Uvod

I6novo-vylucovacia chromatografia (ICE, z angl. ion-
exclusion chromatography), niekedy nazyvana aj ,,i6novo-
vyluovacia rozdelovacia chromatografia, Donannova
vylucovacia chromatografia resp. i6novo-riadend rozdel'o-
vacia chromatografia®, je Specidlnym typom ionexovej
chromatografie'”. Napriek skuto¢nosti, Ze v originalnych
vedeckych pracach venovanych stadiu idonovo-vylucovacej
chromatografie autori v prevaznej vacSine pouZivaju skrat-
ku IEC, v naSej praci sme sa rozhodli pouzivat' skratku
ICE podla literatl’lry3 z dovodu, Ze oficidlna skratka IEC
podla TUPAC nomenklatury pre chromatografiu® je pre
iénovo-vymennu chromatografiu.

Sposob separacie 1atok na ionexoch v ICE je zalozeny
na principe Donnanovej rovnovahy, t.j. odpudzovani me-
dzi rovnako nabitymi iénmi latky a iéonmi funkénych sku-
pin stacionarnej (nepohyblivej) fazy. Prvé teoretické zakla-
dy ICE metdody polozili uz vroku 1953 Wheaton
a Bauman, ktori vo svojej praci popisali separaciu i6no-
vych latok od neidénovych latok na ionexe Dowex 50-XS'.
V stcasnosti sa ICE metdda vyuziva predovSetkym na
separaciu tych latok, ktoré je problematické separovat
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v reverzno-fazovom mode, tj. slabych anorganickych
a organickych kyselin®®. Zaroveii ICE je mozné vyuzit’ aj
na separaciu alkoholov, aldehydov, aminokyselin ako aj
cukrov’”. Z pohladu separaéného mechanizmu v ICE,
okrem popisané¢ho zakladného separacného mechanizmu
latok v ICE na silnom katexe''’, viaceri autori prezentuji
aj alternativne separaéné mechanizmy''. K nejednoznac-
nosti vysvetlenia separaéného mechanizmu v ICE prispie-
va aj adsorpcia latok na povrch nosica ionexu a mozné
stérické efekty. Tento prehladovy ¢lanok struéne popisuje
vSeobecny princip separacie latok v ICE metdde, vyhody
a nevyhody pouzitia r6znych typov stacionarnych a mobil-
nych faz ako aj moZnosti vyuzitia ICE pri separacii orga-
nickych kyselin ako aj d’alSich latok.

2. Iénovo-vylucovacia chromatografia
2.1. Separaény mechanizmus

Zakladny separacny mechanizmus latok v ICE na
silnom ionexe sa uskutociiuje na principe Donnanovej
rovnovahy, t.j. existencie Donnanovho membranového
potencidlu na rozhrani ionex-mobilna (pohyblivd) faza.
V ICE disociované latky so stihlasnym nabojom, ako ma
naboj funkeénej skupiny naviazanej na nosi¢i ionexu, su
odpudzované v dosledku pritomnosti Donnanovho mem-
branového potencialu a tak nie su zadrziavané ionexom.
Nedisociované latky, resp. latky s odlisnym nabojom, mo-
zu prenikat’ difuziou k ionexu, pretoze ich neovplyviiuje
Donnanov membranovy potencial a na zaklade napr. roz-
licného stupnia disocidcie sa mdzu separovat’ na chromato-
grafickej kolone'*'2. Na obr. 1 je znazorneny ICE sepa-
racny mechanizmus silnej a slabej kyseliny na silnom ka-
texe. V tomto pripade je mobilnou fazou deionizovana
voda, ktorej molekuly pri prechode chromatografickou
kolonou vytvaraju nad povrchom katexu hydrata¢nu vrst-
vu, tzv. stagnantna fazu'?. Molekuly vody v stagnantnej
faze moézu byt viazané k funkénym skupinam ionexu pro-
strednictvom vodikovych vézieb, koordina¢nymi vézbami
a Van der Waalsovskymi interakciami typu i6n-dipol>'2.
V takomto separacnom systéme je zadrzanie slabych orga-
nickych kyselin z4vislé nie len od ich pKa hodnét, ale aj
od hodnoty pH mobilnej fazy. Vyberom vhodného tlmivé-
ho roztoku alebo zmenou koncentrécie roztoku silnej kyse-
liny, ako zlozky mobilnej fazy, m6zeme ovplyvnit stupen
disociécie slabych kyselin a tym aj ich hodnoty reten¢nych
faktorov'?.

Sekundérnou interakciou, ktord sa mdze vyskytovat
v ICE, je adsorpcia a nasledna desorpcia hydrofobnej Casti
molekuly separovanej latky na povrchu hydrofobnej Casti
nosica katexu, na ktorej nie st naviazané funkcéné skupiny.
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Obr. 1. Predpokladany separa¢ny mechanizmus silnej a slabej kyseliny v ICE

Z tohto dovodu molekuly s vacsim hydrofébnym po-
vrchom, ako su aromatické karboxylové kyseliny, vykazu-
ju vyssie hodnoty retenénych faktorov ako alifatické kar-
boxylové kyseliny™. Vplyv tychto sorpénych procesov bol
pozorovany aj v pripade alifatickych karboxylovych kyse-
lin, resp. vysSich alifatickych aminov (napr. butylamin
a pentylamin), ktorych hodnoty retencnych faktorov sa
zvySovali so vzrastajucou dizkou alkylovej skupiny®'*.
Negativny efekt sorpcie hydrofobnych latok na povrch
nosica je mozné eliminovat’ pridanim vhodného modifika-
tora (napr. organického rozpustadla, idnovoparovacicho
¢inidla resp. vySSieho alkoholu alebo cukru) do mobilnej
fazy!+16.

Vyraznu Glohu v ICE zohrava tiez stéricky faktor, t.j.
molekuly latok s viacerymi funkénymi skupinami st
v stagnatnej faze zadrziavané kratsie'”. Napriklad stavelan
(sol' dikarboxylovej kyseliny) je zadrziavany v koldone
kratSie ako octan (sol' monokarboxylovej kyseliny) pri
mobilnej faze obsahujucej 7,5 mmol I"  kyseliny
sirovej'*'". Rovnako izokarboxylové kyseliny, za rovna-
kych separacnych podmienok, maju nizsie hodnoty retenc-
nych faktorov ako ich prislichajice linedrne karboxylové
kyseliny. Moze to byt vysvetlené tym, ze velkost’ porov
zivice ako nosiCa ionexu je urena jej stupnom
zosietovania'®.

Na zaklade uvedenych skutocnosti, parametre ktoré
ovplyviujii  separaciu latok vICE moézeme zhrnat
v nasledujiicich bodoch'":
velkost’, Struktira a stupen disociacie molekul separo-
vanej latky,
zlozenie a koncentracia jednotlivych zloziek mobilnej
fazy,
i6nova sila a hodnota pH mobilnej fazy,
pritomnost’ modifikatora v mobilnej faze,
typ nosica ionexu a jeho hydrofébnost’,
typ funkénych skupin naviazanych na nosici ionexu,
stupen zosietovania polyméru v stacionarnej faze,
iénovo-vymenna kapacita ionexu.
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Napriek uvedenym skuto¢nostiam samotny mechaniz-
mus separdcie latok v ICE stdle nie je Uplne vysvetleny
a okrem uz uvedeného separacného mechanizmu existuje
vICE aj jeho alternativna verzia. Podla Haddada
a Novi¢a'' je v separaénom systéme ICE pritomné aj d’al-
Sia faza, tzv. kvézistagnantna faza (angl. occlude liquid),
ktora predstavujii molekuly vody zachytené v poroch kate-
xu. Na rozdiel od predchadzajuceho tvrdenia, v tomto pri-
pade si mézeme Donnanov membranovy potencial pred-
stavit' ako tenky film na celom povrchu katexu vratane
vnutra jeho pérov. Na obr. 2 sa nachadza priblizenie jedné-
ho péru katexu, na ktorého povrchu sa vytvori diftizna
vrstva oxoniovych ioénov pochadzajucich z vodnej Casti
mobilnej fazy. Vzhl'adom na mikroporéznu Struktiru kate-

Kvazistagnantna
faza

Obr. 2. Schematické znazornenie alternativneho separaného
mechanizmu ICE (upravené podl'a Novia a Haddada'®)
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xu bude v strede poru posobit’ elektrostaticky potencial so
zapornym nabojom, vyrazne niz§im ako potencial vytvore-
ny na povrchu katexu. Potom zhluk analytov (angl. analyt
cloud) majtcich suhlasny naboj ako funkéné skupiny kate-
xu sa moze pohybovat’ medzi kvazistagnantnou a mobil-
nou fazou. Z obr. 2 vyplyva, Ze retenény mechanizmus
modze byt rozdeleny do dvoch stcasne sa vyskytujucich
procesov: 1. diftzia zhluku analytov do oblasti s niz§im
potencidlom a 2. elektrostatické odpudzovanie nabitého
zhluku analytov z péru do mobilnej fazy. Intenzita diftzie
zhluku analytov je riadend koncentraénym gradientom
analytu, zatial’ o stupen elektrostatického odpudzovania je
zavisly od priemernej nabojovej hustoty zhluku analytov
(ur¢eného stupniom disociacie analytov) a priemernym
elektrostatickym potencidlom naprie¢ poérom. Ak je mobil-
nou fazou deionizovana voda, analyt sa nachadza v diso-
ciovanej forme a tak je odpudzovany od porov katexu a je
viac unaSany mobilnou fazou. Na chromatografickom za-
zname sa to prejavi frontovanim eluénych vin separova-
nych latok. V pripade, Ze je mobilnou fazou zriedena silna
kyselina, disocidcia analytu je potlacena, elektrostaticky
potencidl povrchu péru je nizsi a analyt méze preniknut’

hlbsie do péru katexu''.

2.2. Stacionarna a mobilna faza

Dolezitym krokom pred samotnou ICE separaciou je
spravny vyber staciondrnej fazy, tj. nosia ionexu
a funkénej skupiny ionexu resp. mobilnej fazy.

V stcasnosti vyber stacionarnej fazy v ICE je relativ-
ne limitovany, vzhladom na pouzivané dva zakladné typy
nosicov ionexu, a to: 1. polymérne Zivice a 2. silikagél, na
ktorych mozu byt naviazané rozne funkéné skupiny ako
napr. sulfopropylové, sulfénova alebo karboxymetylova.
Vol'bu vhodného nosica si volime od typu latok, ktoré
chceme separovat’. Zo $tidie Ohta a spol.'” vyplyva, Ze na
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separaciu aromatickych karboxylovych kyselin su vhod-
nejSie katexy na baze silikagélu a pre alifatické karboxylo-
vé kyseliny st to katexy na baze polymetakrylatu. V tab. |
st uvedené vybrané chromatografické kolony a ich struc¢ne
charakteristiky pouzivané v ICE.

NajpouZivanejSou staciondrnou fazou v ICE je plne
sulfonovany polystyrén-divinylbenzénovy katex (PS-DVB)
vo svojej protonovanej forme. V tomto type katexu stupen
zosietovania  polyméru  zohrava  doleziti  tulohu
v retenénom spravani sa latok. Harlow a Morman'® pozo-
rovali retenéné spravanie organickych a anorganickych
kyselin, pri¢om zistili, Ze retazce s vySSim stupiiom zosie-
tovania (12 %), st vhodné pre separaciu slabo disociova-
nych organickych kyselin. Na druhej strane silno disocio-
vané kyseliny sa separuji lepSie na katexe s niz§im stupfiom
zosietovania (2 %). V dneSnej dobe sa pouZiva najcastejSie
nosi¢ katexu so stupiiom zosietovania okolo 8 %.

PS-DVB kolony sa najcastejSie vyuzivaju na separa-
ciu aniodnov silnych kyselin, anorganickych kyselin a na
separaciu niz$ich alifatickych kyselin. Ich nevyhodou je
nizka tolerancia na pridavok organického modifikatora do
mobilnej fazy, ktorého nadbytok moze sposobit ich
zmritovanie'*?,

Tento problém mdze byt eliminovany pouZzitim nosi-
¢a ionexu na baze silikagélu, ktory pri pH hodnote vicse;j
ako 2 ma vlastnost’ slabo kyslého katexu. Silikagél oproti
polymérnym Ziviciam je odolnejsi voc¢i pridavkom orga-
nického modifikatora do mobilnej fazy'**’. Na druhej stra-
ne silikagél je citlivej$i na zmenu pH (cit.’). Vzhladom
k tomu, Ze ide o katex so znacne hydrofilnym charakte-
rom, je vyhodne pouZit ho na separdciu hydrofobnych
karboxylovych kyselin. Na trhu su dostupné tzv. modifiko-
vané a nemodifikované silikagély. Modifikacia silikagélu
je prevazne realizovana naviazanim vhodnych funkénych
skupin ako napr. sulfopropylova skupina'’, alebo ide
o upravu povrchu nosi¢a hlinikom a zirkénom, ¢im sa

Tabulka I
NajcastejSie pouzivané kolony v ICE
Nazov kolony Matrica Velkost Velkost’ Funkcna skupina  Protiion  I6nova
Castic [um] pérov [nm] kapacita
TSKgel Oapak-A hydrofilny 5 - - H' >1,5eql™
polymér
TSKgel SCX PS-DVB 5 6 sulfonova H'aNa" >15 eql’
TSKgel CM-5PW polymetakrylat 10 a 13 100 -CH,COO™ Na" >0,1 eq I
TSKgel SP-SPW polymetakrylat 10,13, 20 100 -(CH,);SO5~ Na* >0,1 eql™
TSKgel SAX PS-DVB 5 6 trimetylamin CI >1,0 eq 1™
TSKgel SP-2SW silikagél 5 12,5 sulfopropyl Na" >0,3 eql”
TSKgel CM-2SW silikagél 5 12,5 -CH,COO Na' >0,3 eql™
Aminex HPX-87H PS-DVB 9 — sulfonova H' -
Dionex IonPac PS-DVB 7,5 mikropéry  sulfénova - >2,0 eql”
ICE-AS1
Dionex IonPac AS11 PS-DVB 13 <1 amonna - >1,0 eq 1™
(kvartérna)
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zabezpe¢i vysSia stabilita silikagélu aj pri niZ§ich hodno-
tach pH (cit.?"*).

Vyber mobilnej fazy v ICE je ovplyvneny viacerymi
parametrami, akymi st jej polarita a hodnota pH, rozpus-
tnost’ analytov, kompatibilita s detekénym systémom. Me-
dzi najcastejsie pouzivané mobilné fazy v ICE patria silné
minerdlne a organické kyseliny (kyselina chlorovodikova,
kyselina sirova a alifatické sulfonové kyseliny). V niekto-
rych pripadoch je mozné pouzit' aj hydrofilnejsie organic-
ké rozpustadla, akymi su cukry a vy3sie alkoholy'®'*.

Ako prvou mobilnou fazou v ICE bola vyuzita deioni-
zovana voda. Pri jej pouziti v8ak dochadzalo predovset-
kym pri separacii karboxylovych kyselin k tvorbe rozmy-
tych, frontujucich a nedostatoéne rozlisSenych eluénych
pikov analytov?’*. Je to spdsobené tym, Ze v separaénom
systéme sa nachadzaju kyseliny ako v nedisociovanej, tak
aj disociovanej forme a negativne nabité Casti disociova-
nych foriem kyselin su elektrostaticky odpudzované od
suhlasne nabitych funkénych skupin ionexu. V stcasnosti
sa v ICE pouziva Cista deionizovana voda predovsetkym
na separaciu uhli¢itanov’.

Turkelson a Richard dokazali, Ze pouZitim zriedenych
roztokov silnych kyselin namiesto deionizovanej vody je
mozna efektivna kontrola stupnia disocidcie slabych elek-
trolytov, ¢im dochadza k zlepsSeniu tvarov eluénych pikov
analytov a ich lepSiemu vzdjomnému rozliseniu®. Toto
zlepSenie mozeme pozorovat’ najmi v pripade separacie
hydrofilnych karboxylovych kyselin na PS-DVB kol6-
nach, kde klesa elektrostaticka repulzia, a nasledne su ky-
seliny separované podla ich hydrofoébnej interakcie so
skeletom katexu. Zo §tudie Chena a Adamsa®* vyplyva, Ze
so zvySujicou sa koncentraciou kyseliny sirovej
v mobilnej faze narastajii retencné faktory alifatickych
kyselin (kyselina etdndiov4, citrénova, pyrohroznova, jan-
tarova, fumarova, galova) v doésledku znizovania ich stup-
na disociacie. Retencné faktory aromatickych kyselin sa
menia len minimalne so zvySujucou sa koncentraciou ky-
seliny sirovej. Okrem uvedenych silnych kyselin boli usku-
tocnené ICE separacie, kde sa ako elu¢né Cinidlo vyuzivali
iné organické kyseliny ako napr. kyselina benzoova®
a kyselina izohexanova®.

Ako bolo uz uvedené, silné hydrofébne interakcie
analytov s povrchom katexu mozu byt ¢iastocne oslabené
pridavkom organickych modifikdtorov do mobilnej
fazy**?%. Nevyhodou tohto rieenia je, Ze samotny modifi-
kator moze reagovat’ so stacionarnou fazou, ¢im dochadza
k tvorbe neziaduceho systémového elu¢ného piku rozpts-
tadla na chromatografickom zazname'’.

Najcastejsie pouzivanymi organickymi modifikatormi
su metanol a acetonitril. Vel'mi dobre sa uplatiuju pri se-
paracii organickych kyselin v ICE aj vyssie alkoholy ako
etanol, propanol, butanol az heptanol’” . Alkoholy s vy3-
Sim poctom uhlikov ako sedem nie je mozné pouZit,
vzhl'adom k ich obmedzenej miesatelnosti s mobilnou
fazou.

Tanaka a spol. pouzili ako modifikator vysSie alkoho-
ly a cukry s 1-8 OH skupinami (metanol, etylén glykol,
glycerol, erytritol, xylitol, frukt6za, sorbitol a sachardza)
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pri separacii alifatickych karboxylovych kyselin na kolone
s PS-DVB zivicou'*. Vo svojej praci zistili, Ze so stipaji-
cim poctom OH skupin v cukroch vyrazne klesa frontova-
nie eluénych pikov analytov. Je to sposobené zvySenim
hydrofilnosti povrchu PS-DVB Zivice kvoli OH skupinam.
Spolu s tym klesé pritazlivost’ lipofilnych Casti molekuly
analytu. Rovnaky postup bol aplikovany aj pri separacii eta-
nolaminov pomocou ICE (PS-DVB Zivica v OH-forme).
NajvhodnejSimi alternativami sa javili alkoholy a cukry
s 3-8 alkoholovymi skupinami?’.

3. Aplikacie i6novo vylucovacej chromatografie
3.1. Organické kyseliny

V sucasnosti sa ICE najcastejSie pouZiva na separaciu
slabych organickych kyselin (alifatickych a aromatickych
karboxylovych kyselin). NajpouZivanejSou stacionirnou
fazou je silne protonizovana PS-DVB zivica s vysokou
i6novo-vymennou kapacitou (1,5 eq 1’1)14‘15, ale ICE sepa-
racia hydrofilnych ako aj hydrofobnych organickych kyse-
lin mé6Ze byt uskutocnend aj na slabom katexe s nizSou
ionovo-vymennou kapacitou (0,1 eq 1"')*®. V pripade ICE
separdcie jednoduchych alifatickych kyselin ako napr.
mravéia, octova, propionova a butyrova na PS-DVB zivici
sa ako mobilnd fiza najcastejSie pouziva kyselina
sirova'®?. Publikované boli aj prace s pouzitim inych mi-
neralnych kyselin ako napr. kyseliny fosforecnej, kyseliny

dusi¢nej a kyseliny perchlérovej*° alebo organickej ky-

seliny benzoovej®'*?.

Pri separacii aromatickych kyselin ICE na PS-DVB
zivici sa vyskytuji problémy s ich vysokou retenciou na
chromatografickej kolone, ktort spdsobuju ©-7t interakcie
medzi benzénovym jadrom separovanej kyseliny a hydro-
fobnym povrchom PS-DVB zivice. Separaciou aromatic-
kych kyselin sa vo svojej praci zaoberali Lehotay
a Traiter. Na separdciu monokarboxylovych kyselin
(kyseliny benzoovej, p-hydroxybenzoovej a salycilovej),
dikarboxylovych kyselin (kyseliny ftalovej, izoftalovej
a tereftalovej) a trikarboxylovych kyselin (kyseliny 1,2,4-tri-
hydroxybenzoovej a 1,3,5-trihydroxybenzoovej) pouzili
separacny systém zlozeny z PS-DVB Zivice ako stacionar-
nej fazy a deionizovanej vody ako mobilnej fazy. V tomto
separacnom systéme bol pozorovany nesymetricky tvar
eluénych pikov analytov s vyrazne frontujicim charakte-
rom, ¢o bolo spdsobené tym, Ze sa aromatické kyseliny
vyskytovali v disociovanej forme. Navrhnuti metédu auto-
ri nasledne aplikovali na stanovenie kyseliny benzoovej
v hor¢ici, ktoru odseparovali od ostatnych zloziek
v priebehu 65 min. LepSie vysledky na stanovenie kyseliny
benzoovej v horcici dosiahli vo svojej praci Glod
a Kemula®, ktori pouzili hydrofilneji nosi¢ na baze silika-
gélu namiesto hydrofobnejSej PS-DVB zivice. Separaciu
kyseliny benzoovej od ostatnych zloziek matrice tak do-
siahli za menej ako 5 min.

Vzhladom k tomu, ze silanolové skupiny sa na po-
vrchu silikagélu spravaju pri hodnote pKa priblizne 7 ako
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slaba kyselina, je moZné pouZit’ na separaciu karboxylo-
vych kyselin aj nemodifikovany silikagél**. Je vieobecne
zname, ze komercne dostupné silikagély obsahuji rdzne
stopové mnozstva kovovych necistot, ktoré moézu zvyso-
vat kyslost’ jeho povrchu®. Preto vznikol predpoklad, Ze
tieto ,,necisté” silikagély sa spravaji vo velmi kyslom
prostredi ako slaby katex. V nasledujicich dvoch
stadiach®®*® sa ukazalo, Ze takymto typom silikagélu je
Develosil 30-5, ktory bol uspesne aplikovany na separaciu
vyssich alifatickych a aromatickych kyselin. V uvedenych
pracach autori zistili, Ze za schopnost’ katiéonovej vymeny
Develosilu 30-5 mo6zu stopové mnozstva hlinika pritomné
v silikagély. Nakol'ko bol Develosil 30-5 povodne vyvinu-
ty ako stacionarna faza pre normalno-fazovu kvapalinova
chromatografiu (NP-LC), je reprodukovatelnost’ kationo-
vej vymeny Vv jeho pripade nizka. Z nadvéznosti na pred-
chadzajiice prace, Ohta a Tanaka' uskuto¢nili jednoducht
modifikaciu silikagélu hlinikom. Takto laboratdrne pripra-
veny silikagél bol nasledné pouzity na separaciu alifatic-
kych aj aromatickych kyselin. Pri pouziti 0,5 mmol 1™
kyseliny sirovej obsahujucej 0,15 % (v/v) heptanolu, do-
siahli dobri separaciu C1-C8 alifatickych kyselin
(kyselina mravcia, octova, propiénova, butanova, pentano-
va, hexdnova, heptanové a oktdnovd) za 25 min pri rychlo-
sti prietoku mobilnej fizy 0,35 mlmin"'. Zvysenim kon-
centracie kyseliny sirovej na 2,5 mmol I"' sa im podarilo
odseparovat’ zmes aromatickych kyselin (1,2,4,5-benzén-
tetrakarboxylova, 1,2,4-benzéntrikarboxylova, 1,2,3-benzén-
trikarboxylova, o-ftalova, m-ftalova, p-ftalova, salicylova
a benzoova kyselina) za 25 min pri prietoku mobilnej fazy
0,35 ml min"'. V dalsej $tadii** autori modifikovali silika-
gél zirkonom (Zr-silica), vyuzitim reakcie silanolovych
skupin s tetrabutoxidom zirkoniCitym v prostredi roztoku
etanolu. Takto pripravend Zr-silica sa spravala v kyslom
prostredi ako katex a bola aplikovana na separaciu karbo-
xylovych kyselin. NajlepSiu separaciu aromatickych kyse-
lin ziskali pri pouziti Zr-silica (20 mg zirkonu na 1 g sili-
kagélu) a 10 mmol I kyseliny vinnej (pH 2,5) ako mobil-
nej fazy. Alifatické kyseliny separovali pomocou Zr-silica
(10 mg zirkénu na 1 g silikagélu) a 0,2 mmol I"' vodného
roztoku kyseliny 1,2,4,5-benzéntetrakarboxylovej obsahu-
jucej 0,15 % (v/v) heptanolu.

Stanovenie organickych kyselin pomocou ICE sa
vyuziva predovsetkym na analyzu potravinovych vzoriek
(vino a ovocné dzusy)*'""® vzoriek Zivotného prostredia
(odpadové, termalne a minerdlne vody a pddne extrakty)
a biologickych vzoriek (rastlinné pletiva)****°. Chen
a spol.”* pouzili na stanovenie alifatickych a aromatickych
kyselin v rastlinnych extraktoch PS-DVB stacionarnu fazu
(Aminex HPX-87H). Ako mobilnt fazu pouzili 5 mmol I
kyselinu sirovi a acetonitril. Osem alifatickych (kyselina
Stavelova, citronova, vinna, jablcna, jantarova, fumarova,
mrav¢€ia a octovd) a devit’ aromatickych kyselin (kyselina
galova, ftalova, 3,4-dihydroxybenzoova, 2,5-dihydroxy-
benzoova, 4-hydroxybenzoova, vanilova, benzoovd, kuma-
rova a ferulova) odseparovali pri prietoku mobilnej fazy
0,6 ml min"' do 100 min. Medze detekcie (LOD) pre alifa-
tické kyseliny boli v rozmedzi od 5,0 do 50,0 pmol I"*
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okrem kyseliny fumarovej, ktorej LOD bola 0,05 umol I"".
Pre aromatické kyseliny boli LOD niZ8ie, a to v rozmedzi
od 0,05 do 0,5 pumol I"". Na zniZenie LOD pre alifatické
kyseliny z predchadzajucej prace pouzili Chen a spol.*’ vo
svojej stadii kyselinu 2,6-pyridindikarboxylova (PDCA)
ako mobilni fizu a na detekciu stanovovanych kyselin
pouzili konduktometricka a nepriamu spektrofotometrickl
detekciu v UV oblasti. Pre konduktometrickll detekciu boli
hodnoty LOD v rozmedzi od 1,0 do 7,0 pmol I'" a pre UV
detekciu od 8-30 pumol I, V porovnani s mobilnou fazou
obsahujucou kyselinu sirovi, poskytuje tato metoda vyssie
rozliSenie a vysSiu citlivost’ v pripade obidvoch detekcii,
vd’aka vysokej molovej absorptivite a nizkej pozadovej
vodivosti PDCA. V obidvoch predchadzajucich pracach
bol vSak problém so stanovenim kyseliny S$tavelovej
v realnych vzorkach, nakol’ko tato kyselina eluovala spolu
s anorganickymi anionmi, ako si ClI"a NO;".

Simultannu separaciu trindstich alifatickych a devét-
nastich aromatickych kyselin v jednom behu uskutoc¢nili
vo svojej praci Halko a Hukelova®'. Ako stacionarnu fazu
pouzili silikagél so Specialne modifikovanymi reverznymi
fazami. Mobilnd faza pozostavala z fosforecnanového
timivého roztoku a metanolu. Alifatické a aromatické ky-
seliny odseparovali pri prietoku mobilnej fazy 1 ml min'
do 47 min. LOD sa pre testované kyseliny pohybovali
v rozmedzi od 0,002 do 2,224 mg "', Navrhnutt metddu
nasledne aplikovali na stanovenie organickych kyselin vo
vine a v l'udskom moc¢i.

3.2. Dalsie aplikécie

Cukry a ich derivdty

ICE nasla svoje vyuzitie aj v separacii cukrov aich
derivatov. Fisher a spol.42 Studovali vplyv teploty termo-
statovania  kolony  (katex = Polyspher = OA-HY,
300 x 6,5 mm) a zmeny koncentracie kyseliny sirovej ako
mobilnej fazy na eliciu 6smych karboxylovych derivatov
cukrov (kyselina D-galaktarova, D-glukonova , L-treénova,
D-glukarova, D-galakturonova , D-glukurénova, 2-keto-
glukonova a 5-keto-glukonova). So stupajiicou teplotou sa
hodnoty reten¢nych faktorov vsetkych derivatov cukrov
zvySovali, o sa pripisuje Ciastoénej tvorbe laktonov™®.
Naopak zmena koncentracie kyseliny sirovej nijako vyraz-
ne neovplyvilovala retencné faktory derivatov cukrov.
Spolu so spominanymi derivatmi cukrov sa autori snazili
odseparovat’ aj monokarboxylové a dikarboxylové kyseli-
ny a laktony. AvSak za pouzitia rovnakych chromatogra-
fickych podmienok neboli schopni odseparovat’ jednotlivé
analyty s dostato¢nym rozlisenim na kvantitativnu analyzu.

Stanovenim nielen alifatickych kyselin, ale aj sacha-
rozy, glukoézy a fruktdzy v ovocnych dzusoch sa zaoberali
vo svojej praci Chinnici a spol.”®. Ako mobilna fazu si
zvolili 15 mmol I'" kyselinu fosfore¢nu, ktora oproti kyse-
line sirovej poskytovala stabilnejSiu zakladnu liniu a nizsi
Sum pozadia pri UV detekcii. Problém interferencie fruk-
tozy v UV oblasti, ktora eluovala v rovnakom elu¢nom
¢ase ako kyselina chinovd, autori vyrieSili vhodnou tpra-
vou vzorky. Pouzitim silného anexu oddelili alifatické
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kyseliny od cukrov a nasledne tieto dve frakcie nadavko-
vali do chromatografického systému. Alifatické kyseliny
boli stanovené UV detektorom a cukry refraktometrickym
detektorom. Dosiahnuté LOD pre fruktozu a glukézu boli
70 mg 1" a 80 mg I'' pre sacharozu.

Stanovenim koncentracie rozpustenych volnych sa-
charidov a aminocukrov v prirodnych vodéach (horskych
jazerach) pomocou ICE sa zaoberali Horiiak a Pernthaler*.
Trinast’ sacharidov a pat’ aminocukrov separovali na sulfo-
novanom PS-DVB katexe pouzitim gradientovej eltcie.
Mobilna faza sa skladala z 0,1 % (v/v) kyseliny mravcej
(roztok A) a deionizovanej vody (roztok B). Na dosiahnu-
tie nizkych LOD (nmol 1™ vyuzili MS detekciu v MRM
mode (angl. multiple reaction monitoring), kde boli sledo-
vané relevantné prechody (prekurzor — produktovy ién).
LOD analytov sa pohybovali vrozmedzi od 0,5 do
2,0 nmol I'" pre sacharidy a od 0,2 do 1 nmol I"' pre amino-

kyseliny.

Alkoholy a aldehydy

Plne sulfonované katexy v ICE st vhodné aj na sepa-
raciu kratkych jednosytnych a viacsytnych alkoholov
a aldehydov. Jupille a spol.*® vyuzili na separaciu jedno-
sytnych alkoholov chromatograficky separacny systém
zlozeny z katexu Aminex HPX-85H ako stacionarnej fazy
a zriedenej kyseliny sirovej ako mobilnej fazy. Sledované
alkoholy eluovali v poradi s narastajiicim hydrofébnym
charakterom, ¢o poukazuje na podobnosti separa¢ného
mechanizmu ICE s reverzno-fazovou HPLC. V tomto pri-
pade bolo stanovenie analytov uskuto¢nené refraktometric-
kym detektorom resp. pulznou voltampérometriou (PV),
ktora vykazovala vyssiu citlivost a selektivitu detekcie®.
V pripade pouzitia PV detekcie, bola na separaciu jedno-
sytnych a dvojsytnych alkoholov pouzita elektrochemicky
inertna kyselina chlorista ako mobilna faza®.

Na separaciu kratkych alkoholov a aldehydov
(napriklad mono-, di- a trietylén glykolu) je v ICE vyhod-
nejsie pouzit’ kolonu s hydrofébnejSou stacionarnou fazou
(IonPac ICE-AS6), ktora je v porovnani s hydrofilnejSou
stacionarnou fazou (ICE-AS1) selektivnejSia. Na druhej
strane pre alkoholy s dIh§im ret'azcom ako napr. n-butanol
je vyhodnejsie pouzit' hydrofilnejSiu IonPac ICE-AS1
kolonu, pretoze na IonPac ICE-AS6 n-butanol vykazuje
vyssie hodnoty retenénych faktorov*.

Aniony a kationy

Podr'a uz popisaného zakladného separa¢ného mecha-
nizmu v ICE (cit."’) separacia aniénov silnych kyselin na
silnom katexe je malo pravdepodobna vzhl'adom k tomu,
ze vSetky anioény by mali eluovat’ v mftvom objeme kolo-
ny. Tanaka a spol.”’, ale dokézali, e niektoré aniony sil-
nych kyselin (CI', NO; a SO4*") mozno navzajom odsepa-
rovat’ na slabo protonizovanom katexe s karboxylovymi
funkénymi skupinami, pouzitim slabych kyselin (kyselina
vinna) ako mobilnej fdzy. V d’alSich svojich pracach Tana-
ka a spol.*** pouzili idnovo-vylutovaciu/ionexova chro-
matografiu na katexe (angl. ion exclusion/cation-exchange
chromatography) na simultdnnu separaciu anorganickych
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aniénov (CI', NO;~ a SO,%) akatiénov (Na*, NH,", K",
Mg*" a Ca™) . V tomto pripade na slabo protonizovanom
katexe s naviazanymi karboxylovymi funkénymi skupina-
mi boli anidny separované idnovo-vyluc¢ovacim mechaniz-
mom, zatial ¢o katiény boli separované mechanizmom
vymeny katiénu. Vyhodou vyuZzitia takejto staciondrnej
fazy je Tahka kontrola disociacie karboxylovych skupin na
povrchu Zivice, ¢im je mozné ovplyvnit' retencné sprava-
nie iénov analytov***°. Ako mobilné fazy sa prednostne
pouzivali kyselina vinna a sulfosalicylova. Nevyhodou
tychto mobilnych faz je ich vodivost’ a tym vysoké poza-
die pri pouziti konduktometrickej detekcie. Preto nebolo
mozné stanovit’ anioény s nizSou vodivostnou odozvou ako
napr. F~ alebo HCOO™ (cit.’'*?). Stidiom vyberu vhodnej
mobilnej fazy na separaciu aniénov a katibnov pomocou
ionovo-vylucovacej/ionexovej chromatografie na katexe sa
zaoberali Mori a spol.”.

Problémom pri separacii kationov v ICE byva nedos-
tatoéné rozliSenie medzi jednotlivymi monovalentnymi
kationmi. Na zlepSenie rozliSenia tychto katiénov sa do
mobilnej fazy pridava 18-crown-6 éter, ktory vytvara sta-
bilné komplexy s monovalentnymi kationmi’*>***, Dalsie
vybrané aplikacie ICE st uvedené v tab. II.

4. Zaver

Vzhl'adom na uZz publikované prace ICE metoda pred-
stavuje vhodny nastroj hlavne na separaciu latok (napr.
alifatickych organickych kyselin), ktoré v najpouzi-
vanejSom kvapalinovo chromatografickom reverzno-
fazovom moéde vykazuju vel'mi nizke hodnoty retenénych
faktorov. Vysledky tiez poukazuji na to, Ze ICE je vhod-
nou metddou aj na separaciu d’al$ich latok ako napr. anio-
nov, kationov, alkoholov, aldehydov, aminokyselin ako aj
cukrov. Napriek uvedenym skuto¢nostiam ICE metéda ma
aj niekol’ko nedostatkov resp. niekolko potencidlnych
problémov. Jeden z hlavnych nedostatkov je tzky vyber
stacionarnych faz, konkrétne nosicov ionexu. V pripade
pouzitia PS-DVB nosi¢a ionexu je obmedzenie
v pouzivani vysSich koncentracii organickych rozpusta-
diel, kedy moéZe dochadzat ku degradacii nosica.
V pripade ICE metody si tiez musime uvedomit’ jej nizku
opakovatel'nost’, vzhl'adom na to, Ze uz pri malej zmene
hodnoty pH elu¢ného prostredia méze dochadzat’ k zmene
poradia (selektivity) separovanych latok, hlavne slabych
karboxylovych kyselin.

Tato praca vznikla za financnej podpory grantov VEGA
1/0897/15 a APVV-0583-11.
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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.



