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I. Uvod

Field-flow frakcionace (FFF) je relativné novd' skupina
flexibilnich eluénich technik schopnych soucasné separace
a charakterizace analytd. Rozsah velikosti latek, které jsou
analyzovany pomoci FFF, je zhruba od jednotek nanometr(
do stovek mikrometrd a zahrnuje latky anorganického, biolo-
gického i syntetického ptivodu, které ¢asto maji velky priimys-
lovy, biomedicinsky a ekologicky vyznam. Vyuziti riznych
fyzikélnich poli dovoluje separovat komplexni vzorky jednot-
livymi FFF technikami podle urcitych fyzikdlnich vlastnosti
a tim zjednodusit dalsi postup jejich charakterizace. Vlastnosti
méfitelné pomoci FFF zahrnuji hmotnost, velikost, hustotu,
difuzni koeficient, tvar, plasticitu, ndboj, izoelektricky bod,
koeficient termélni difuze aj.. Diky elu¢nimu charakteru FFF
je spojeni s dalSimi technikami charakterizujicimi jiné vlast-
nosti nebo stejnou vlastnost pfi vyuziti jiného fyzikdlniho
principu, at jiz v on-line nebo off-line modu, snadné.

Pro charakterizaci makromolekul a Cdstic existuje celd
fada metod zaloZend na rtiznych principech®™, které zpravidla
poskytuji spolehlivé vysledky v pfipadé jednoduchych vzorkd
s uzkou distribuci vlastnosti, zatimco v pitipadé sloZzitych
smési se ucinnost téchto metod snizuje. Studium polydisper-
znich smési makromolekul a Castic vyzaduje zpravidla jako
klicovy krok separaci, kterd tyto vzorky zjednodusi rozdéle-
nim na frakce vhodné pro dal$i analyzu a méfeni. Soucasny
rychly rozvoj studia a vyuziti makromolekuldrnich a ¢éstico-
vych materidld v mnoha oblastech védy a technologie vyza-
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duje zlepSené separaéni metody s vétSim rozsahem pouziti
a rozliSenim. RovnéZz pro biomedicinsky vyzkum je casto
nezbytnd separace komplexnich vzorkd biologickych makro-
molekul a ¢astic, které zpravidla vyzaduji fyziologické pod-
minky. FFF spliiuje vétSinu téchto pozadavkd diky vysoké
selektivité a rychlosti separace, snadnému odbéru frakci, rela-
tivné jednoduchému spojeni s dals§imi méticimi metodami,
velkému rozsahu velikosti analytti a moznosti méfeni za rela-
tivné mirnych podminek, coz je vyznamné u biologickych
materidld. Pro charakterizaci analytd je zvlasté vyznamnd
moznost simultdnniho méfeni vlastnosti z elu¢nich dat ",

Moznostmi FFF pro charakterizaci makromolekul a ¢dstic
se zabyva tento prispévek. Nezabyva se detailné experimen-
tadlnimi zafizenimi a postupy, ani neni zamyslen jako sou-
hrnny piehled vysledki FFF (pfehledy tohoto typu byly jiz
v Chemickych listech publikovdny™), nybr? je zaméfen na
méfeni rdznych vlastnosti analyti pomocijednotlivych tech-
nik FFE. Z tohoto divodu se nezabyvd vSemi technikami
(a subtechnikami), které byly navrzeny, ale pouze témi, které
jiz by ly pouzity pro mé&feni nebo vykazuji potencidl pro takovd
méfeni.

V pribéhu vice nez 30 let své existence se FFF vyvinula
do celé fady technik a pro dokonaly popis a interpretaci
vysledkl je nezbytnd jednoznacnd terminologie. Takové ter-
minologie v soucasnosti chybi, coz zplisobuje nedorozuméni
predevsim u téch vysledki, kde se uplatiiuje fokusac¢ni eluéni
mod, ktery nebyl zahrnut v piivodnim konceptu FFF', ale
problémy jsou i s popisem zdkladnich rozmért separaéniho
kandlu ¢i zpusobu oznac¢ovanijednotlivych technik. Z tohoto
diivodu je soucdsti tohoto ptispévku navrh nové terminologie,
ktera usnadni interpretaci vysledkd ziskanych pomoci FFF,

2. Princip FFF a moZnosti jejiho vyuZiti

FFF je zaloZena na soucasném ptisobeni laminarniho toku
nosné kapaliny uvniti separa¢niho kanalu a externiho fyzikal-
niho pole (plsobiciho kolmo na smér toku) na analyzované
latky '. Z toho je zfejmé, ze FFF kombinuje prvky elu¢nich
metod a metod zalozenych na ptsobeni externich silovych
poli. Pusobeni fyzikdlnich poli ve FFF, které ji odliSuje od
chromatografie, je nekonvenéni, nebot pouZitd pole nezpiiso-
buji separaci pfimo, ale svym plsobenim vyvolavaji pohyb
slozek vzorku do riiznych proudnic lamindmiho toku nosné
kapaliny. Nestejné rychlosti proudnic zplsobuji rozdilnou
migraci slozek analyzovaného vzorku a tim jejich separaci,
ktera probiha v podélném sméru kandlu, tj. kolmo na smér
ptsobeni poli. Pravé tato vzajemné kolmd orientace sméru
pasobeni pole a sméru separace odliSuje FFF od klasickych
metod zaloZenych na plisobeni poli (napf. centrifugace, elek-
troforéza). Protoze geometrie separa¢niho kanalu a rychlostni
profil toku nosné kapaliny jsou ve FFF dobfe definovény,
mohou byt vlastnosti analyzovanych latek pomérné piesné
vypocteny z teoretickych vztahil pro retenéni pomér na zakla-
dé experimentdlné zméfenych eluénich Casti. Zménami si-
lového pole Ize rychle dosdhnout zmén elu¢nich Cast a tak lze
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Tabulka I

Mevs

Referaty

Oznaceni nejdilezitéjsich technik, pouzitych poli a méfenych veli¢in

Néazev techniky Zkratka Pouzité pole Méfena veli¢ina
Elektricka FFF EFFF elektrické pole (0]

Tokovda FFF FFFF pii¢ny tok nosné kapaliny M, dy D, Vy
Gravitacni FFF GFFF zemska gravitace 1 'd 0V
Centrifuga¢ni FFF CFFF odstiedivé pole M, m,d, p,V
Termalni FFF TFFF termalni gradient D, M,
Elutriacni-gravitacni FFF EGFFF pfi¢ny tok nosné kapaliny + gravitacni pole m, dp,p, Vp
Izoelektricka fokusa¢ni FFF IEFFFF elektrické pole + pH gradient p/
Sedimentacni-flotacni fokusaéni FFF SFFFFF gravitace + hustotni gradient p

Tabulka I1
Elu¢ni mody nejcastéji se vyskytujici ve FFF

Elu¢ni mod Koncentraéni  Poloha Retencni
profil koncentra¢niho pomér
maxima R?
Brownovsky exponencidlni dno (jinde c #0) 0-1
Fokusaéni gaussovsky uvnitt kandlu 0—1,5
Stericky vrstva dno (jindec=0) 0-1

“Pro &astice o r< w/2

flexibiln¢ ovliviiovat retenci rtiznych analyti a vyuZzivat pro-
gramovani pole pro optimalizaci separace.

Vyhodou FFF ve srovnani s chromatografii (obé metody
vyuzivaji zhruba stejné experimentdlni zafizeni, pouze chro-
matografickd kolonaje nahrazena separa¢nim kandlem ajeho
pfislusenstvim) je mnohem mens§i mezifizovy povrch mezi
staciondrni a mobilni fazi. To je vyznamné zejména pro ana-
Iyzu makromolekul a &astic, nebof tyto druhy analyt jsou
zpravidla povrchové aktivni a velmi Casto se adsorbuji na
rizné povrchy nebo s nimi reaguji. Vyznamnou vyhodou FFF
je flexibilita jejich technik (retence analytli je fizena velikosti
pouzitého pole a v nékterych piipadech i pritoku nosné kapa-
liny, coz jsou parametry, které lze snadno zmgénit), kterou
uzivané chromatografické techniky nemaji. Na druhou stranu
je nutno fici, Ze vétSina poli neni tak selektivnijako chroma-
tografické fize a ani neni dostatecné silnd, aby byla schopna
ucinné zadrzet nizkomolekuldrni latky. Z toho vyplyvd, Ze ob&
techniky jsou svym zptisobem komplementarni: FFF je vhod-
né&j8i pro separaci a charakterizaci vysokomolekuldrnich latek
a Castic, zatimco chromatografie je dominantni pro analyzu
nizkomolekuldrnich ldtek (ale samoziejmé existuje celd fada
velmi duilezitych aplikaci chromatografie pro separaci makro-
molekul).

3. Teoreticky popis FFF

3.1. Terminologie

Jak jiz bylo feceno, je jednoznacnd terminologie nezbyt-
nym pfedpokladem pro spravnou interpretaci FFF méfeni.

Mo

V Ceské literatufe se pro FFF nékdy pouziva termin ,,frakcio-
nace tokem v poli", ackoliv toto oznaceni vcelku vystihuje
podstatu separa¢niho déje, domnivim se, Ze je vhodngjsi
nézev neptekladat, a pouZzivat field-flowfrakcionace, tak jako
pouzivame terminy elektroforéza a chromatografie a nikoliv
jejich preklady do cestiny.

Prvnim problémem je pojmenovani a oznaCovani technik.
Ptvodni koncepce - nazvat techniku pomoci pouzitého pole
a oznatit jeho jednopismenovou zkratkou doplné€nou o zkrat-
ku FFF (napi. EFFF pro elektrickou field-flow frakcionaci) -
byla pozdgji rozsifena’ na dvoupismenové zkratky pro pole
a doplnéna o dvoupismenovou zkratku oznacujici elu¢ni mod,
takze oznaceni elektrické field-flow frakcionace pak bylo
EI/NIFFFE. Avsak jak bude ukdzdno v kapitole o teoretickych
zékladech, elu¢ni mod nezavisi jen na silovém poli, ale také
na vlastnostech analyzované latky. To znamend, Ze v priibéhu
jedné separace se v pripad¢ rozdilnych ¢astic mohou uplatiio-
vat rizné eluéni mody, coZ bylo prokdzdno experimentalng®.
Navic tento zplisob oznacovani vede nékdy k nejasnostem,
napf. izoelektrickd fokusacni field-flow frakcionace (IEFFFF)
je podle rozsifené terminologie nazyvana EI/HyFFF, coz ne-
vystihuje jeji podstatu a mize vést k ziméné napfi. s field-flow
frakcionaci v elektrickém poli s vyuzitim hydrodynamickych
sil, kterd viibec nevyuzivd principu izoelektrické fokusace
a neseparuje latky podle jejich izoelektrického bodu, ale podle
elektrického ndboje a velikosti Castice.

Domnivam se, Ze plvodni terminologie byla vhodnéjsi.
Z tohoto divodu jsou v navrhované terminologii jednotlivé
techniky oznafovany primarné co nejstruc¢néj$im oznacenim
silového pole, pfipadné principu v ptipadé kombinované tech-
niky ve spojeni se zkratkou FFF (viz tabulka I). Typ elu¢niho
modu neni v navrhované terminologii sou¢dsti ndzvu techni-
Ky, coZ nesnizuje jeho vyznam. Spise naopak, elué¢ni mod musf
byt urCen pro kazdy analyt v dané separaci, aby bylo mozné
pouzit spravny vzorec pro retencni pomér a pomoci néj vypo-
¢itat spravnou hodnotu studované vlastnosti.

Ve FFF se nejCastéji vyskytuji tfi elu¢ni mody (brownov-
sky, stericky a fokusa¢ni - tabulka II). K nim mizeme pfidat
jesté nékteré dalsi, které se vyskytuji ziidka. Tyto minoritni
elu¢ni mody jsou zaloZzeny napi. na pouziti cyklickych poli,
sekundarnich rovnoviah, kombinaci s chromatografii. Pfestoze
tyto mody maji urcity potencidl pro méieni vlastnosti makro-
molekul a &astic, nebudeme se jimi blize zabyvat, nebot tyto
vlastnosti mohou byt efektivnéji stanoveny pomoci jinych
metod.
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Dalsim problémem (pfedevsim v anglické terminologii) je
oznaceni rozmért kandlu. Nejvice matouci je pouziti w pro
vysku (height), ¢imZ se mysli jeho tloustka (thickness) ve
sméru silového pole, jehoZ plisobeni je naStésti témér ve vSech
pracich popisovdno ve sméru osy x. OznaCeni w se obcas
zamétiuje se Sitkou kandlu (width), kterd byva vét§inou ozna-
Covadna b (breadth) - nastésti vzdy je tento rozmér ve sméru
osy y. Nejméné problému je s délkou kandlu L ve sméru osy z
(viz tabulka III a obr. 1).

Tabulka 11
Piehled ozna¢eni rozméri frakcionacnich kanalti a jejich orien-
tace

Rozmér Oznaceni  Osa Poznamka
Vyska w 0 smér pole
Sitka b y kolmo na pole i tok
Délka L % smér toku
3.2. Teoretické zédklady

Koncentra¢ni profil analytu ve FFF mizeme vypocitat
z obecné transportni rovnice

J=Wec-DVc (1)
kde J oznacuje tok analytu, W je transportni rychlost analytu,
kterdje souétem (W= U + v) transportni rychlosti U vyvolané
pusobenim silového pole a transportni rychlosti v vyvolané
pusobenim toku, ¢ je koncentrace analytu, D reprezentuje
souéet vSech prispévkii k efektivni difuzi a V je operdtor
gradientu.

Pro vypocet koncentra¢niho profilu ustalené zény lze po-
uzit jednorozmérnou transportni rovnici

5c

J,= W) - DX @

kde J, W, = U, +v_ ac(x)jsouslozky ve sméru osy x. Protoze

| 2 e
Pumipas

Lietekior

Obr. 1. Schematické zndzornéni kanédlu pro FFF, popis jeho roz-
meérd a orientace v soufadném systému
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smér toku nosné kapaliny uvnitf kandlu je kolmy na osu x pak
v,=0atedyplati, ze W, = U..

Pro vypocet koncentracnlho profilu analytu lze vyuzit
Giddingsova postupu’: pro ustdlenou zénu plati podminka

ot @)
a z rovnice kontinuity vyplyva vztah

> “

8f SA:

Obecné feseni koncentra¢niho profilu ma tvar

ole)=q (5)

Jednotlivd konkrétni feSeni jsou pak zavisld na pribéhu
silového pole, které vyvoldvda pohyb analytu a na poméru
velikosti U, a D. Giddings’ ziskal z Taylorova rozvoje U(x)
pri zanedbam vys$8ich ¢lend pro transportni rychlost vztah

(6)

kde aje konstanta a n se rovnd 0 nebo 1. Pfipad n = 0 znamena
konstantni U,, pfipad n = 1 znamend zévislost U  napoloze
v kanalu.

a) Rychlost pohybu analytu vyvoland silovym polem je v sepa-
ra¢nim kandlu konstantni a srovnatelnd s rychlosti pohybu ana-
Iytu vyvolanou jeho difuzi (U, = konstanta, U = J 2Dt kde
tje Cas). Vysledny koncentracni profil analytu je exponencidlni

i (7)

kde ¢;je maximdlni koncentrace u akumulacni stény kandlu.
Elu¢ni mod s exponencidlnim koncentraénim profilem se
v FFF nazyva brownovsky (dfive se tento mod nazyval nor-
malni nebo klasicky).

b) Rychlost pohybu analytu vyvoland silovym polem je v se-
paracnim kanalu konstantni a mnohem vét$i nez rychlost
pohybu analytu vyvolanou jeho difuzi (U, =konstanta, U, ¢ »
V2Drt). V tomto ptipad® tvoii astice vrstvu na akumulacm
sténé a nikde jinde se nevyskytuji (polomér Céstic r udava
vzdélenost stiedu Castic od akumulacni stény). '

2 1=1{)

dr)=c, 8 cx#r ®
Tento elu¢ni mod se nazyva stericky.

¢) Rychlost pohybu analytu U, vyvolané silovym polem je

zavislad na poloze v separa¢nim kanalu (U, #konstanta). Na

zékladé rovnice (6) lze nekonstantni transportni rychlost v ka-

nalu vyjadfit rovnici

U

=—ax

)

jejimz dosazenim do rovnice (5) ziskdme vztah pro vysledny
koncentraéni profil
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cx) =cy it (10)
kde ¢, predstavuje maximdlni koncentraci analytu ve stfedu
z6ény ve vzddlenosti s od akumulaéni stény kandlu, kde vysled-
nice pusobicich sil se rovna nule. Koncentra¢ni profil analytu
je gaussovsky a elu¢ni mod se nazyvd fokusacni.

Schematické zndzornéni separace analytd riznymi elucni-
mi mody ve FFF je zndzornéno na obr. 2. V brownovském
eluénim modu jsou koncentraéni profily analyti A a B zna-
zornény dvéma rizné vysokymi exponencidlami. Castice A
jsou vice ovlivnény puasobicim polem neZz d&astice B, coz
znamena, Ze tézisté jejich zony je blize akumulaéni sténé
kandlu nez tézisté Castic B. To ma za nasledek, ze Castice B se
pohybuji kandlem rychleji ajsou eluovany diive nez Castice A.

Ve sterickém modu je rozhodujici vlastnosti pro rychlost
eluce primér ¢4stic, nebot viechny &éstice leZzi na akumulaéni
sténé kanalu. Plisobenim toku kapaliny s parabolickym rych-
lostnim profilem se tedy rychleji pohybuji ¢astice, které zasa-
huji do oblasti vysSich priitokovych rychlosti, tj. ¢astice vét-
§iho priméru. To znamend, Ze vétsi Castice D se pohybuji
kanalem rychleji nez mensi ¢astice C.

Ve fokusa¢nim modu zavisi rychlost eluce na vzdalenosti
fokusovanych z6n od akumulaéni stény kandlu, coz vysvétluje
proc je analyt F, ktery je fokusovany ve vétsi vzdalenosti od
akumulaéni stény kanalu, eluovan rychleji nez analyt E.

Eluéni chovani analytt ve FFF lze popsat pomoci retenc-
niho poméru definovaného jako pomér stiedni rychlosti pohy-
bu zony analytu v kandlu v, a stfedni linedrni rychlosti toku
kapaliny vy nebo jako pomér eluniho Casu (resp. objemu)
nezadrzované latky 7, (V) k elu¢nimu &asu (resp. objemu)
zadrzované latky 7.(V.).

(1D

kde lomené zavorky oznaluji stiedni hodnotu a c(x) a v(x)
udavaji hodnoty koncentrace analytu a rychlost proudnice
nosné kapaliny v soufadnici x. Dosazenim koncentra¢nich
profili analytu vjednotlivych modech dostaneme feSeni, které
se da priblizné vyjadfit shodné pro vSechny tfi mody ve formé

R (12)

kde g reprezentuje v brownovském modu parametr A= D/(Ww),
ve sterickém modu parametr a = r /w a ve fokusa¢nim modu
parametr 5 = s/w. V ptipadé brownovského modu parametr A
reprezentuje pomérnou vzdalenost té€zisté zény analytu od
akumulaéni stény kanalu. Ve sterickém modu a reprezentuje
pomérnou vzdalenost stiedu ¢astice od akumulacni stény, po
niz se pohybuje, absolutni hodnota této vzdélenosti se rovna
poloméru cCastice. Ve fokusaénim modu 5 reprezentuje rela-
tivni vzdalenost stiedu fokusované zény od akumulaéni stény
(s udava vzdélenost absolutni).

Pies tuto formalni podobnost existuji mezi jednotlivymi
eluénimi mody zna¢né rozdily. Napiiklad pro &dstice stejné
hustoty miize dojit s rostouci velikosti ¢4stic ke zméné eluc-
niho pofadi v disledku zmény eluéniho modu. Pro Castice
v brownovském modu plati, Ze mensijsou eluovany diive nez
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Obr. 2. Schematické znazornéni separace analyti pisobenim riiz-
nych eluénich modii ve FFF. Koncentraéni profily analyti A a B,
separovanych v brownovském elu¢nim modu, jsou zndzornény dvéma
rizné vysokymi exponencidlami. Ve sterickém modu jsou separovany
¢astice C a D a ve fokusatnim modu analyty E a F zndzornéné
gaussovkymi koncentraé¢nimi profily ve sméru plisobeni pole

vétsi. AvSak od urcité velikosti Castic je sedimentacni plisobe-
ni zpasobené jejich hmotnosti vétsi nez termélni energie vy-
volavajici jejich difuzni pohyb, ¢imz dojde ke zméné elu¢niho
modu na stericky, pii kterém jsou eluovany diive vétsi Castice
nez mensi. Tim dojde ke zméné elu¢niho potadi, coz muize
zpusobit problémy pii interpretaci experimentalnich vysledka.

4. Meéfeni pomocijednotlivych technik FFF

Vlastnosti analytii Ize charakterizovat z naméfenych elué-
nich ¢ast (nebo retenéniho poméru). Jak jiz bylo feceno, pro
interpretaci vysledki je nutné znat typ elu¢niho modu pro dany
analyt (nejen pro celou danou separaci, nebot jak jiz bylo
uvedeno vySe, v zavislosti na vlastnostech jednotlivych ana-
lytd se mohou jejich elu¢ni mody liSit). Ddle je také nutné
minimalizovat vSechny nezadouci interakce (pfedevsim inter-
akce mezi Casticemi a sténami kanélu) a také pracovat s vhod-
nym mnoZstvim vzorku, nebof pfi vétSich nastfiknutych
mnozstvich do kandlu dochézi k tzv. ,,overloading” efektim!'’,
které zptsobuji podobné jako interakce se sténami deformace
pikli a tim zmé&ny retenéniho poméru, coz mé za ndsledek
nespravné hodnoty meéfenych vlastnosti.

Zmény elu¢niho modu jsou Casto dusledkem konecnych
velikosti analytd ajejich interakcemi s tokem nosné kapaliny,
s takzvanymi hydrodynamickymi silami*'" (HDS). Tyto sily,
jejichZz podstata nebyla dosud vysvétlena, zptsobuji lateralni
pohyb analyti od stény kandlu a zkracuji tak elu¢ni Casy
(zvySuji retenéni pomér), coz opét zplisobuje chyby ve vypoc-
tu. Protoze velikost HDS je zdavisla na rychlosti toku nosné
kapaliny, méni se s pritokovou rychlosti i reten¢ni pomér,
zatimco v pfipadech brownovského a sterického elu¢niho
modu je retenéni pomér na pratoku nezavisly. To znamena, Ze
staCi provést separaci pifi dvou rdznych pritocich a podle
reten¢nich pomért odliSit tokem nosné Kkapaliny vyvolany
fokusacni elué¢ni mod od brownovského a sterického.

Separace vyuzivajici brownovského elu¢niho modu byly
nejvice pouzivany a prostudovdny. Elu¢ni ¢as zadrzované
latky v brownovském modu je ddn rovnici

6T

— | (13)
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kde 1, je eluCni ¢as nezadrzené ldtky. Pokud je silové pole
dostateéné silné a tudiz plati w > 1 (coZzje zaroveint podminka
akumulaéni stény, pak se ¢len v zdvorce rovna priblizné jedné
a eluéni ¢as je dan pfibliznou rovnici

|azl,
W W

f, = L=l s (14)
fad GkT

Z této rovnice vyplyvd, Ze eluéni Cas je umérny sile pouZi-
tého pole a jeho charakter zdroven urcuje, jakou vlastnost
analytu bude mozné mérit.

V ptipadé sterického modu je ptisobeni silového pole vétsi
nez energie termalniho pohybu. VSechny céstice se pak pohy-
buji po akumulaéni sténé a elu¢ni ¢as je imérny pouze veli-
kosti Castic a neni zavisly na pisobici sile:

(=2 (19

kde d_je primér c¢éstice.

¥ ustdleném stavu fokusaéniho eluéniho modu jsou &asti-
ce lokalizovany v takové poloze uvnitt kandlu, kde vyslednice
na né pisobicich sil se rovnd nule. Mizeme-Ii nékterou z téch-
to sil ménit nezavisle na ostatnich, pak ze zmény elu¢niho ¢asu
muzeme vypocitat zménu velikosti této sily (to je velmi vy-
znamné napft. pro HDS, které jsou jinak obtizné¢ métitelné):

(16)

kde sje vzdalenost stiedu fokusované zony od akumula¢ni stény.

Z vyse uvedeného je ziejmé, ze FFF je metoda schopna
meéfit silu plsobici na analyt. Prekvapujici je citlivost téchto
meéfeni. Pro koloidy a makromolekuly separované v brownov-
ském modu je retence vyvoldna silami fadové 10"°Na zmény
sily o 10" N mohou zpusobit zménu elu¢niho ¢asu zhruba
o 10 % Tyto sily jsou asi miliardkrdt mensi nez sila potfebna
k ptferusenijedné C-C vazby. Tato vysoka citlivost je disled-
kem rovnovéhy sil externiho pole a termalni energie analytu®.
V pripadé fokusa¢niho elu¢niho modu vyvolaného hydrody-
namickymi silami jsou méfitelné sily ponékud vétsi, priblizné
10" az 10 N.

U téch FFF technik, kde reten¢ni pomér zavisi na velikosti
analytu, je elu¢ni ¢as funkci mocniny priméru analytu (7= dy ),
kde n se pfiblizné rovna selektivit¢ na zdklad€ velikosti S,
kterd je definovand' rovnici

fu

(17)

4|
Hodnota n se pohybuje v rozmezi od 0 do 3. Vys§i hodnota
n znamend vys§i selektivitu a tedy rychlej$i zménu 7, se zmé-
nou velikosti analytu.
4.1. Brownovsky elué¢ni mod
Rovnice, popisujici sily pouzivané v jednotlivych techni-
kdch a z nich vyplyvajici veli¢iny, které je témito technikami
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mozné méfit, jsou pro sedimentacni, tokovou, elektrickou
a termalni FFF uvedeny nize:

Sedimentacni’ (gravitacni) FFF je nejCastéji pouzivanou
technikou FFF pro méfeni vlastnosti analytti, nebot vyjadfeni
pusobici sily je jednoduché:

A g : :
- |-I_".||-'. -.': _'-.:'||.

o

A (18)

m’ je efektivni (archimédovskd) hmotnost Céstice (1 = n,-
V. Pnr)» V, je objem &dstice, Ap = p - Pyg je rozdil hustot
¢astice (p) a nosné kapaliny (pyy), Gje odstiedivé zrychleni
(v pripadé centrifuga¢ni FFF (CFFF), v pfipadé gravita¢ni
FFF (GFFF) je G tihové zrychleni Zemé). Z rovnice (18) je
ziejmé, ze tyto techniky méfi efektivni (archimédovskou)
hmotnost analyti. Pokud jsou zndmy hustoty analytu a nosné
kapaliny, mtizeme vypocitat skute¢nou hmotnost analytu m ,
efektivni pramér d _a distribuéni k¥ivky téchto veligin . Jestlize
neni hustota analytu znama, miiZze byt vypo&tena na zaklads
méfeni s nosnymi kapalinami o riznych hustotdch". Z rozdilu
eluc¢nich ¢ast samotnych analytd a analytti s povrchové nava-
zanymi dal§imi latkami mizeme vypocitat mnozstvi téchto
navazanych latek, pf¥ipadné urdit tloustku jejich vrstvy

Z rovnice (/8) rovnéz vyplyva vysokd selektivita sedimen-
ta¢ni FFF (5= 3). Odvricenou stranou této vyhody je prodlu-
zovani eluénich ¢asti, napf. pro 3 krat vétsi Castice je jejich
elucni ¢as delsi 27krdt. Tuto nevyhodu je mozné pfekonat
programovanim polcb. Pomoci CFFF byla charakterizovdna
cela fada biologickych, syntetickych i anorganickych analytl
od DNA'® a proteoglykanii'’, pies ekologicky zajimavé kolo-
idy z ti¢nich vod™ ! ay po viry” a silikagelové nosiée pro
RC,

GFFF vyuziva relativné slabé zemské gravitace a proto
se pouziva zpravidla pro nadmikronové Cdastice, které jsou
vyrazné ovlivnény HDS. Tato technika a jeji vysledky jsou
podrobnéji popsany v jiném ptispévku”. CFFF a GFFF se
vyrazné liSi v konstrukci kandlu. Zatimco kandl pro CFFF
(umistény na obvodu rotoru prito¢né centrifugy) patii k nej-
slozité&jsim ze vSech FFF kanald, je kandl pro GFFF (tvofeny
dvéma skly oddélenymi folii, ve které je vyfiznut tvar kandlu)
ze vSech nejjednodussi.. Pravé zafizeni, umoziujici kontinuél-
ni prutok nosné kapaliny kandlem CFFF (zpravidla nazyvané
rotaéni prichodka), omezuje moznost dosazeni velmi vyso-
kych poli. Nejvétsi pole pouzitd® v CFFF jsou tadové 10°G
coz omezuje jeji pouziti na separace polymert vétSich nez 108
D a castic vétsich nez 10 nm. Ostatni FFF techniky jsou
schopny separovat i mensi analyty. CFFF a ultracentrifugace
se lisi nejen mechanismem, ale i faktorem ovliviiujicim rych-
lost pohybu analytu: F/f pii ultarcentrifugaci (fje frikéni
koeficient) a F v CFFF, coz usnadnuje interpretaci vysledkil
v této technice, jejiz dalsi vyhodou je moznost snadné optima-
lizace separace zménami sily pole a rychlosti toku nosné
kapaliny.

Tokovd (flow) FFF (FFFF) je nejuniverzaln&jsi technika
FFF, schopna separovat analyty od velikosti asi 1 nm vyse.
Silové pole je realizovano pti¢nym tokem kapaliny (kolmo na
smér podélného toku) k akumulaéni sténé, ktera je tvorena
permeabilni membrdnou (velikostjejich pdrii uréuje minimal-
ni velikost separovatelnych analytti). Hnaci silou separace je
tedy viskozitni sila pficného toku plsobici na analyt dand
Stokesovym zdkonem:
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(19

kde posledni ¢len vychazi ze Stokes-Einsteinova vztahu D =
kT f. Ze vztahu (79) je patrné, ze eluéni Cas je imérny/, d.
aD"'. Vyhodou FFFF je, Ze pii¢ny tok ptisobi na vSechny
analyty. Interpretace vysledki je jednoduchd, protoze elu¢ni
Cas je umérny prvni mocniné velikosti analytu. Ackoliv roz-
mérovd selektivita (S 1) je mensi nez u SFFF, je pro
separacni ucely dostate¢na a zna¢né vySsi nez u gelové chro-
matografie (S, = 0,2). Pomoci FFFF byly méfeny difuznf
koeficienty bilkovin, DNA, bunék, koloidnich silikageld, la-
texti atd. %

FElektrickda FFF (EFFF) byla z pocatku povaZovana za

F=fU=3mUd, =kTU/D

intenzité pouzitého elektrického pole £ a snadné moZznosti
ovlivnéni ndboje analytu zménou pH nosné kapaliny. Nicmé-
né problémy s elektrolytickou tvorbou plyni a s adsorbci
analyti na membrdnové st€ény kandlu vedly k docasnému
opusténi této techniky a teprve neddvné prace K. Caldwellové
a spolupracovnikti”’ ozivily tuto techniku. Hnaci sila v EFFF,
ktera je dana rovnici

F=0.F (20)
je umérnd ndboji analytu Q a separace analyti je ddna rozdilem
naboji, zatimco v elektroforéze je separace zalozena na roz-
dilu elektroforetickych mobilit, které jsou imérné QO / f.

Termdlini FFF (TFFF) se 1isi od vysSe uvedenych technik
tim, Ze elucni Casy analytil nelze vypocitat zjejich vlastnosti,
nebot nenf zndm vztah pro koeficient termdlni difuze D, ktery
hraje daleZitou roli v rovnici pro hnaci silu’

- @)

Na druhou stranu, jsou-li zndmy difuzni koeficienty ana-
lyti, mohou méteni pomoci TFFF prispét k vysvétleni mecha-

. 1ot A28
nismu termdlni difuze".

427 'Stericky eluéni mod

V tomto modu se Castice pohybuji po akumulaéni sténé
kandlu (viz obr. 2) a z retenc¢niho poméru je mozné snadno
spocitat jejich velikost (viz rovnice 12 a 75). Stericky mod se
zd4 byt idedlni pro méfeni velikosti ¢astic, nebot pii téchto
méfenich by nemélo zdleZet na znalosti pfesné hodnoty ptiso-
biciho pole ani pritokové rychlosti nosné kapaliny (retenéni
pomér na ni neni zavisly). Pole by mélo byt tak silné, aby
pfekonalo termdlni energii Castic a ty vytvofily vrstvu na
akumulaéni sténé kandlu. Jak vyplyva z rovnice (72), retenéni
pomér se dd vypocitat z hodnot elu¢niho ¢asu (nebo objemu)
piku nezadrZzovanych latek a piku méirenych ¢éstic.

Teoreticky lze tohoto modu dosahnout zvySenim sily pole
ve vSech FFF technikach. Prakticky je situace komplikovana,
nebot pii interakcich (nap¥. repulse, atrakce, adsorpce) analyti
s akumulaéni sténou dochdzi ¢asto k ovlivnéni jejich chovani,
které je ovlivnéno i pusobenim HDS, nejsilnéji plisobici na
Castice praveé v blizkosti stén kandlu. Zatimco atrakce a adsorp-
ce prodluzuji elu¢ni ¢as (vypodéteny pramér ¢astic je pak mensi
nez skute¢ny), repulse a HDS elu¢ni Cas zkracuji (vypocteny
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pramér je pak vétsi nez skuteény). V praxi se stericky mod pro
méfeni téméf nevyuzivd, nebof zabezpeceni podminek, za
kterych jsou analyty eluovany v idealnim sterickém modu, je
velmi obtizné. V podstaté by byl stericky mod realizovatelny
pii velmi malych priatokovych rychlostech a pro Castice, které
jsou malé ve srovndni s vy§kou kandlu (d, < 0,01 w), ale pfitom
jsou silné ovlivnény plsobicim polem (tak, aby se vSechny
castice pohybovaly po akumulaéni sténé kandlu) a neinteragu-
ji s materidlem, ze kterého je kandl vyroben.

kde zvyseni odstfedivého pole minimalizovalo vliv HDS "~ i
Dosazend rozmérové selektivita S; se pohybovala kolem 0,8
(teoreticka hodnota se rovna jedné), coz je mnohem mensi
hodnota, nez ktera je pozorovdna v sedimentacni FFF pfi
brownovském elu¢nim modu. Postupné zvySovani odstfedi-
vého pole pouzitého k piekonani pusobeni HDS na Casti-
ce dobie charakterizovanych latexti, potvrdilo teorii o ptiso-
beni inercidlnich lift forces'”, a soudasné upozornilo na
existenci dodate¢nych sil plsobicich v tésné blizkosti stén
kandlu. Tyto sily jsou definovdny vztahem:: /| -~ .qﬂ“n/p,
kde s,je stfizna rychlost nosné kapaliny u stény kandlu, 1] je
viskozita prostfedi v okoli ¢astice a # udava vzdalenost Casti-
ce od stény kandlu. Pivod téchto sil z@istdva nejasny, pred-
poklada se, ze miize byt spojen s lubrikaénimi jevy”. Z vy-
sledkti prace nicméné vyplyva, ze vétSina experimentd nepro-
béhla ve sterickém modu, ale ve fokusa¢nim. Ke stejnému
zavéru vede i obr. 3, kdeje shrnuta fada méfeni silikagelovych
¢astic pomoci GFFFY. Ze viech experimentti odpovida steric-
kému modu pouze jeden, jeden odpovid4d brownovskému mo-
du, vjednom pfipadé je reten¢ni pomér mensi nez odpovida
sterickému modu (to miiZze byt zpusobeno bud’ atraktivnimi
interakcemi silikagelovych Castic se sténou kanalu nebo zpoz-
dovanim Castic za tokem nosné kapaliny), ale ve vétsiné

10 15

Obr. 3. Reten¢ni poméry silikagelovych ¢astic zméFené pomo-
ci GFFF :'Ki'ivka, kterd odpovida retenénim pomérim brownovské-
mu a sterickému, je definovdna® rovnici R = 6(a - o) + 6A(1 -
2a [coth((I - 200)/2A) - 2A/(1 - 2a)]. Plocha nad ni odpovid4 retené-
nim pomérim pozorovanym ve fokusa¢nim modu
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piipadi je retenéni pomér vétsi nez by odpovidalo sterickému
modu. Toto zvySenije zplisobeno vlivem HDS a elu¢ni mod
je fokusacni.
4.3. Fokusaéni elu¢ni mod

Z retenéniho poméru analytli eluovanych ve fokusa¢nim
modu mizeme vypocitat vzdilenost pohybujici se zény ana-
lytu od stény kandlu, nebot v tomto modu jsou zény analytil
lokalizovany uvnitf kandlu v poloze, kde vyslednice sil ptiso-
bicich na analyt se rovnd nule. Fokusace uvniti kanalu ma
pozitivni disledek v minimalizovaném kontaktu analyti se
sténami kanélu. Zname-li priibéh piisobicich sil uvnitf kanalu
ajejich vztah k vlastnostem analytu, mizeme vypocitat vlast-
nosti ¢astic z hodnot téchto sil v rovnovazné poloze. Zname-li
az najednu velikosti v8ech ostatnich pusobicich sil, miZeme
vypocitat hodnotu zbyvajici sily.. To znamend, ze fokusaéni
techniky slouZi jak k méfeni vlastnosti analytii, tak k méfeni
velikosti ptsobicich sil.

Fokusace analytu v kandlu FFF mtize byt vyvoldna néko-
lika zptsoby:
a) Vhodnou kombinaci proti sobé puisobicich vnéjSich sil.
Pies zddnlivou jednoduchost nebyly dosud techniky zalozené
na tomto principu piili§ vyuzivany. Jednou z pouzitych tech-
nik je elutria¢ni-gravitatni FFF, ktera vyuzivd kombinace
gravitaéniho pole a pfi¢ného toku kapaliny
b) Gradientové techniky vyuzivaji pro fokusaci tvorbu gra-
dientii pomoci vhodné nosné kapaliny. Gradient je umistén ve
sméru pusobiciho vnéjsiho pole, kteréjej vytvéii, tj. kolmo na
smér toku nosné kapaliny. Prakticky byly dosud vyuzity hus-
totni a pH gradienly%'w. Zname-li pribéh gradientu v kanédle
mizeme vypocitat méfenou vlastnost. Pribéh gradientu maze
byt vypoéten na zékladé teoretickych vztahi °, zméten odebi-
ranim frakci nosné kapaliny pfimo v kandlu*' nebo charakte-
rizovan pomoci standardg>""
¢) Kombinaci vnéjsiho silového pole se silami, které vznikaji
v disledku interakci analyti s tokem nosné kapaliny. Rovno-
vaha sil mezi vnéjSim polem a HDS ndm v pfipad€, ze zndime
silu pole a vlastnosti analytu, umoziuje urcit velikost HDS,
cozjejinymi technikami obtizné méfitelné. Nejpouzivané;jsi-
mi technikami pro tato mé&fenijsou CFFF* a GFFF?1%2
d) Kombinaci gradientu urcité vlastnosti nosné kapaliny
a vnéjsiho silového pole, které na tuto vlastnost pfimo nepii-
sobi. Piikladem mtzZe byt kombinace hustotniho gradientu
a elektrického pole* pro charakterizaci ¢4stic. Uréitym pro-
blémem interpretace vysledki ziskanych pomoci této techni-
ky je obtizné rozliSeni téchto dvou faktori pii charakterizaci
Castic. Navic v pfipadé& nabitych modifikdtor pouzitych pro
tvorbu hustotniho gradientu (napf. CsCl, silikagelové Céstice)
ovliviiuje elektrické pole i hustotni gradient. V nésledujici
¢asti jsou popsany dosavadni vysledky FFF technik vyuziva-
jicich fokusa¢niho elu¢niho modu.

ad a) FElutriacni gravitacni FFF (EGFFF) je doposud
jedinou prakticky realizovanou elutria¢ni technikou. Vyuziti
principu elutriace ve FFF bylo navrzeno Giddingsem’mv roce
1986 v kandle obdélnikového prifezu se sténami o rizné
permeabilité pro rozpoustédlo, coz vytvaii rychlostni gradient
pricného toku, proti kterému je aplikovdno vnéjsi silové pole.
V EGFFF se zdéna analytu vytvéii v tom misté kandlu, kde se
sedimentaéni rychlost analytu rovné lokalni hodnoté rychlosti

vy

pficného toku. V tomto uspoiddani dosud nebyla EGFFF
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realizovdna. Separace dvou polystyrenovych latext o riznych
primérech (1,6 pm a 5 pwm) byla provedena v kanéle lichobéz-
nikového prafezu®, pfi¢emz z kanélu byly nejdiive eluovany
mensi ¢astice, které byly fokusovany v horni SirSi ¢4sti kanélu,
kde je sice nizSi rychlost pfi¢ného toku, ale vétsi podélnd
rychlost. Relativné komplikovany kandl a rychlostni profil
toku nosné kapaliny a celkova kvalita vysledkii nedovolily
jejich vyuziti pro méfeni velikosti ¢astic. Vzhledem k tomu,
Ze separace latek tohoto typu lze snadnéji a Iépe provést jinymi
technikami (napf. experimentalné nejjednodussi technikou
GFFF), nebyla EGFFF déle vyvijena.

ad b) Sedimentacni flotacni fokusacni FFF (SFFFFF)
v gravitatnim poli byla prvni technikou, kde byl védomé
vyuzit fokusa¢ni eluéni mod . V kandlu lichobéznikového
prifezu byly separovany polystyrenové latexy od polyglyci-
dylmetakryldtovych, ¢i rizné druhy hustotnich standardi’”,
PrestoZze se ukdzalo, Ze tato technika je schopna délit latky
lisici se hustotou jen o 0,01 g.cm{ nebyla dosud vzhledem
k obtiznému vyjadieni rychlostniho profilu toku nosné kapali-
ny s gradientem hustoty pouzita pro méfeni hustot ¢éstic. Pro
tyto ucely je jednodussi vyuziti izopyknické centrifugace.
Ptivodné navrzend SFFFFF v odstfedivém poli* nebyla dosud
Uspésné realizovana.

Izoelektricka fokusa¢ni FFF (IEFFFF) byla realizovdna
v kandlech obdélnikového i lichobéznikového pritezu’™.
Zatimco v kandlech obdélnikového prifezu se nepodafilo
dosud zlepsit ptvodni vysledky ukazujici (nikoliv vSak pro-
kazujici) fokusaci sérumalbuminu, byly po optimalizaci expe-
rimentédlniho zatizeni vyuzity kandly lichobéznikového priife-
zu jak k charakterizaci pH gradientu uvniti kanalu, tak pro
separace nizko- i vysokomolekuldrnich amfolylﬁ“‘%%’. Ikdyz
by tato technika byla pti vyuziti p/ standardti schopnd charak-
terizovat izoelektrické body méfenych amfolytt, ukézalo se,
7e soubézné studovand kapildrni izoelektrické fokusace (CIEF)
s elektroosmotickou mobilizaci fokusovanych zén amfolytt
je technika s mnohem vy$§i uéinnosti a vét§im rozlisenim*’
IEFFFF (podobn¢ jako SFFFFF) by mohla byt vyuzita pro
mikropreparace frakci ze smési ¢astic (napf. zivych bunék) pro
dalsi (zejména biologické) aplikace.

ad c¢) VyuZiti HDS byla vénovana znacna pozornost, i kdyz
dlouhou dobu pfevazovala snaha se jejich ptsobeni vyhnout,
nebot vysledky ziskané za jejich ptisobeni neodpovidaly pt-
vodnimu konceptu FFE!. Nicmén& pozdgji se ukdzalo, Ze
jejich z pocatku nechténé pusobeni l piinasi nékteré vyhody:
napf. zrychleni separace a minimalizace kontaktu analytt se
sténami kandlu. Pasobeni HDS bylo pozorovano jak v pfipadé
separace velkych makromolekul! tak i mikronovych" a vét-
Sich &dstic®!22°! Podrobny popis instrumentace pro GFFF
a fada aplikacijsou uvedeny v préaci’.

5. Zavér
FFF méa zna¢ny potencidl nejen pro méfeni vlastnosti
makromolekul a ¢astic, ale miZe byt pouzita i pro méfeni sil
pusobicich na analyt. Velkou vyhodou zejména pro méieni
vlastnosti slozek komplexnich smésije skuteCnost, ze soucas-
né s méfenim probihd i separace jednotlivych komponent, coz
zjednodusuje interpretaci vysledka.

Nejcastéjijsou pro méfeni vyuziviny separace v brownov-
ském elu¢nim modu, nebof v tomto modu existuje dobfe
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definovany vztah mezi elu¢nim ¢asem a méfenou veli¢inou.
Navic je tento mod velice citlivy, nebot jeho princip je zaloZen
na rovnovize mezi pusobici silou a termdlni energii analytu.
Urcitou nevyhodou jsou interakce analytu s akumulaéni sté-
nou (kde je koncentrace analytu nejvyssi). Pfehlizeni toho
problému vedlo k uréitému roz&arovéani, nebot reprodukova-
telnost vysledkd byla v nékterych piipadech mald. V posledni
dobé byla tomuto problému vénovana zna¢nd pozornost. Bylo
navrzeno pouziti novych materidldi modifikace stén kandlu
a slozeni nosné kapaliny, coz vedlo ke zna¢nému zlepSeni
reproduko vatelnosti.

Me¢éfeni ve sterickém modu je teoreticky velmi vhodné pro
méfeni velikosti analyti, nicmén& prakticky je tento mod
vzhledem k interakcim analytli se sténou kandlu a pasobeni
HDS jen obtizné realizovatelny.

Interakce analyt se sténami kanalu jsou minimalizovany
ve fokusacnim elu¢nim modu. Pro vypoéty vlastnosti analytt
je ur¢itou nevyhodou pouzivani komplexnéjSich silovych poli,
jejichz nékteré slozky nejsou nékdy explicitné zndmy.. Na
druhou stranu, jsou-li zndmy ostatni sily, miizeme nezndmou
silu vypocéitat z méfeni se standardnimi latkami.

Tato prdce byla podporena grantem GA AV CR¢. A4031805.
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J. Chmelik (Institute of Analytical Chemistry, Academy
of Sciences of the Czech Republic, Brno): Measurement of
Properties of Macromolecules and Particles by Field-flow
Fractionation

The paper describes a new terminology and theoretical
background of field-flow fractionation based on the character
of the elution mode as well as utilization of this method for
measurement of properties of macromolecular and particulate
analytes,





