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1. Uvod

Védecké objevy i technické vyndlezy byvaji nékdy
ocividné, jindy zastfené, patrné vSak vzdy vysledkem snou-
beni intelektudlniho dédictvi po pfedchiidcich s mimorad-
nymi tviréimi schopnostmi a pfedstavivosti souc¢asniki.
Vyjimkou neni ani idea frakcionace tokem v polich, jejiz
ptvodni anglicky ndzev je field-flow fractionation, ve
zkratce FFF, a kterd byla ve svém pocéatku navrZzena pouze
v polariza¢ni verzi. Rozvoj jeji metodologie vzbuzuje uzna-
ni a predstavuje nesporné jeden z nejvyznamnéjSich pfi-
spévkil k védé o separacich velkych molekul a ¢astic za
poslednich 30 let. Frakcionace tokem ve fokusujicich po-
lich byla rozvinuta nezavisle, avSak v myslenkové souvis-
losti s polariza¢ni FFF, jak v teorii tak v analytické meto-
dologii. Pivodni a jedine¢né metody a techniky polarizaéni
i fokusaéni FFF byly navrzeny mnoha riznymi autory.
Soutéz, obvykld v podobnych piipadech, byla vétSinou
doprovéazena pocitem kolegiality a sdileného dédictvi. Tato

449

soutéz byla mozna subtilni a velmi diskrétni, avSak redlna,
jak 1ze dnes soudit i ze skutecnosti, Ze J. Calvin Giddings,
ptvodce myslenky polariza¢ni FFF, byl dvakrét, v letech
1984 a 1992, nominovan na Nobelovu cenu. Predkladany
¢lanek podava kriticky prehled pokroku, dosazeného v po-
slednich letech ve fokusa¢ni FFF. Tento princip si ¢ini
narok byt soucasné autonomni i plné prislusejici do rodiny
FFF, jejiz vznik byl ozndmen Giddingsem v roce 1966.
TéZba zlata ryZovanim, zndma a vyuzivana jiz priblizné
5000 let pfed nasim letopoCtem, pochopena Archimedem
pred néjakymi 2222 lety a popsand patrné poprvé védeckou
metodou v roce 1556 Georgem Agricolou', némeckym
lékafem, Zzijicim v Jachymové, je zaloZzena na principu
rozdilného usazovani tézsich castic zlata a tim jejich oddé-
lovéni od lehéich ¢astic sou¢asnym piisobenim zemské tize
a zhruba horizontalniho proudu vody. Toto horni femeslo,
nachdazejici se nékde mezi uménim a védou jiz od dob
antiky, je velmi dimysIn€ i s jemnym estetickym citem

Obr. 1. StFedovéka technologie ryZovani zlata je pfedchiidcem
field-flow frakcionace ve své fyzikdlni podstaté a autor této rytiny,
shodou okolnosti a pon¢kud anekdoticky, jako by piedvidal co
bude vymysleno ve dvacatém stoleti a jakou zkratku vyndlez
ponese



symbolizovano na obr. 1, pfevzatém bez souhlasu nakla-
datele z dila!. Polariza¢ni FFF ma4 tak své, dokonce antické,
piedchiidce. Z pohledu dlouhé historie védeckého badani
byl vSak princip FFF ve své polariza¢ni varianté publikovan
Giddingsem teprve neddvno’. Vznaiejici se balon bratii
Josepha a Etienna Montgolfierd’, je fenomenologickym
pifedchiidcem do téhoZ rodokmenu pfislusejicich vynalez(
izopyknické® a izoelektrické’ fokusace. Princip fokusaéni
FFF byl poprvé publikovan v roce 1982 (cit.®) s pfikladem
potencidlniho vyuZiti hustotniho gradientu. Giddings’ zvo-
lil ndzev hyperlayer FFF pro tentyz princip. Posléze byla
fokusa¢ni FFF jasné¢ vymezena jako novd metodologie
a byly zvefejnény prvé teoretické a experimentalni vysled-
ky8-11. Ve&dci roztrousen{ v laboratofich po celém svété
prispéli postupné a nezavisle k dosazenému pokroku.

2. Fokusacni a polarizacni FFF

Princip FFF je zaloZen na souc¢asném pusobeni sil efek-
tivnich poli a toku kapaliny na jednotlivé slozky frakciono-
vaného vzorku uvnitf separa¢niho kanalu. Vektory pole sil
a hydrodynamického toku jsou vzajemné kolmé, jak je
znazornéno na obr. 2a. Jako analyticka délici metoda je FFF
v soucasné dobé¢ uzivana pro frakcionace zejména makro-
molekul a ¢astic, rozpusténych ¢i dispergovanych ve vhod-
né kapaliné. Vzorek v roztoku ¢i v disperzi je nastiiknut do
separacniho kandalu jako kratky puls anebo kontinualné a je
transportovan nosnou kapalinou podobn¢ jako v chromato-
grafii. Pole interaguje se slozkami vzorku a zptsobuje
vytvafeni koncentra¢niho gradientu kazdé z nich napric¢
kanalu. Vznikly gradient je priCinou vyrovnavajiciho di-
fuzniho toku. Pii dosazeni rovnovahy dojde k vytvoieni
ustaleného koncentra¢niho rozdéleni napifi¢ kanalu. Vy-
sledné zény slozek vzorku jsou bud fokusovany v riznych
vertikdlnich polohach anebo rtiznou mérou komprimova-
ny, obvykle u spodni stény kanalu. Protoze nosna kapalina
soucasné teCe ve sméru podélné osy kandlu a v ni se vytvari
rychlostni profil jako disledek viskozitnich jevi, jsou jed-
notlivé slozky vzorku undSeny tokem rliznymi rychlostmi,
odpovidajicimi piicné poloze kazdé ze slozek v rychlost-
nim profilu, a jsou eluovdny z kandlu v rlznych Casech.
Tato situace je schematicky znazornéna na obr. 2b pro
polarizaéni mechanismus separace a na obr. 2¢ pro foku-
sa¢ni FFF. Principidlni rozdil mezi fokusacnim a polari-
za¢nim mechanismem tkvi v silich efektivniho pole, je-
jichz intenzita a smér jsou funkci polohy napfi¢ kanilu
v piipadé fokusa¢ni FFF, zatimco u polariza¢ni FFF jsou
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tyto veli¢iny neménné ve sméru pii¢né osy. Riizné kombi-
nace poli a gradientd mohou vybudit fokusacni jev a byt
vyuzity v FFF. V této praci je referovano o pokroku dosa-
zeném priblizné v poslednich deseti letech ve fokusaéni
FFF, referat o polarizacni FFF byl jiZ v tomto Casopise
zvefejnén".
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Obr. 2. Princip frakcionace tokem v poli (FFF); a schéma
zafizeni pro FFF: 1 zasobnik nosné kapaliny, 2 ¢erpadlo, 3 nastiik
vzorku, 4 separani kandl, 5 smér plisobeni vnéjSiho fyzikdlniho
pole, 6 smér hydrodynamického toku nosné kapaliny, 7 detektor;
b vysek kanalu se schematickym znazornénim principu polarizac-
ni FFF. Parabolicky rychlostni profil hydrodynamického toku
unasi v podélném sméru slozky A a B separovaného vzorku ve
dvou z6néch, které maji za ustaleného stavu exponencidlni rozdé-
leni koncentrace v pficném sméru. Zdéna A, ktera je vice kompri-
movana k akumulaéni sténé kanalu je transportovana v podélném
sméru pomaleji; ¢ vysek kandlu se schematickym znazornénim
principu fokusa¢ni FFF. Parabolicky rychlostni profil hydrodyna-
mického toku unasi v podélném sméru slozky A a B separovaného
vzorku ve dvou zonach, které maji za rovnovazného stavu piibliz-
né gaussovské rozdéleni koncentrace v pficném sméru. Zona A,
kterd se nachazi v oblasti nizSich rychlosti podélného toku je
transportovana pomaleji



3. Izoperichoricka fokusace a FFF

Gradient efektivni vlastnosti nosné kapaliny, kombino-
vany s pusobenim vhodného pole, miize vést k fokusac-
nimu jevu. Termin nosnd kapalina namisto konvenéniho
pojmu mobilni féze, ktery je uzivin v chromatografii, se
zde jevi spravnéjsi z toho diivodu, ze v FFF neexistuje
stacionarni fize ve fyzikdlné-chemickém smyslu, tj. jako
aktivni slozka separa¢niho systému. Koncentra¢ni rozdé-
leni, jeZ je pri¢inou separace, je vytvafeno v kontinuujediné
faze, nikoliv rozdélovanim mezi dvéma ¢i vice fazemi.
Napriklad ¢astice urcité hustoty fokusuji v hustotnim gra-
dientu kombinovaném s gravitanimi ¢i odstfedivymi sila-
mi v izopyknickych vrstvich, amfoterni latky fokusuji
v gradientu pH kombinovaném s elektrickym polem v pfi-
slusnych izoelektrickych bodech, atd. VSechny tyto foku-
saCni jevy mohou byt zahrnuty pod zobecnujici termin,
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Obr. 3. Izoperichoricka fokusacni FFF v hustotnim gradientu,
vyuzivajici kombinace elektrického a gravita¢niho pole; a frakto-
gram separace dvou polystyrenovych (PS) latexi liSicich se hus-
totou (Ap = 0,0005 gcm™>) a rozmérem: / nastiik, 2 relaxadni
perioda se zastavenim toku, zlepSujici rozliSeni separace, 3 PS
latex s niZs{ hustotou a primérem Castic 10 um, 4 PS latex s vysi
hustotou a primérem ¢astic 40 um; b schéma kandlu pouzitého
pii separaci: 1 vstup nosné kapaliny a nastfik vzorku, 2 vystup do
detektoru, 3 elektrody tvotici soucasné stény kanalu, 4 teflonova
izola¢ni folie v niz je vyifznut tvar kanalu
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izoperichorickd fokusace, zavedeny Kolinem". Termin
izoperichoricky ma ptivod v fectiné (isos = stejny a peri-
choron = prostfedi) a znamena, ze fokusujici sily vznikaji
rozdilem v efektivni lokélni vlastnosti disperguj ictho pro-
stfedi a fokusovaného vzorku. V izoperichorickém bodg je
vyslednice vSech sil nulova.

Obvykle jsou sily primarniho pole, tj. gravitacniho,
odstiedivého nebo elektrického, které vytvafi gradient hus-
toty ¢i pH, i pfic¢inou tvorby izoperichorickych fokuso-
vanych zén. Plvodnost neddvného navrhu'* spoéivd ve
vyuziti sekundarniho pole sil jiného charakteru k vytvafeni
fokusovanych zon. Tento novy princip izoperichorické fo-
kusace, vyuzivajici kombinovaného ptisobeni dvou poli
rizného fyzikdlniho charakteru ve statickych ¢i dynamic-
kych podminkach hydrodynamického toku, se ukazal byt
velmi slibnym pro analytické i mikropreparativni separa-
ce. Experimentalni ovéfeni bylo uskute¢néno s modelovy-
mi vzorky polystyrenovych latexovych Castic, dispergova-
nych v koloidnim silikagelu, jak za statickych podminek,
tj. ve fokusacni cele bez toku, tak v dynamickych podmin-
kich fokusaéni FFF"’. Zatimco za statickych podminek
nebyla separace riznych castic latexu pozorovana, foku-
sa¢ni FFF umoznila velmi zfetelné rozd€leni, jehoz jeden
piiklad je ukdzdn na obr. 3a. Dulezitym faktorem je, Ze
separac¢ni kanal pro izoperichorickou fokusa¢ni FFF s vy-
uzitim elektrického a gravitatniho pole, viz obr. 3b, je
velmi jednoduchy a nesrovnatelné levnéjsi nez ultracentri-
fuga, ktera by mohla byt srovnavana jako kompetitivni
metoda izoperichorické fokusace za statickych podminek.
Protoze vzdalenost mezi elektrodami je velmi kratka, fado-
vé desetiny milimetru, stacii velmi nizké elektrické napéti,
fadu desetin voltu, k vytvofeni dostate¢né silného elektric-
kého pole. Teoretické vypoéty'® umoznily vysvétlit zvy-
Seni rozliSeni a tedy ucinnosti separace pii dynamické
fokusa¢ni FFF ve srovnani se statickymi experimenty.

Soucasné pouziti dvou poli rizného charakteru pied-
stavuje velmi zajimavou alternativu izoperichorické fo-
kusa¢ni FFF, nikoliv vSak jedinou. Pfirozena gravitace
byla pouzita jako jediné pole k separaci velkych Castic
(100-200 pm) v hustotnim gradientu za podminek izo-
pyknické fokusatni FFF'". Digitalizovand makrofotografie
na obr. 4a predstavuje jednu z fazi procesu fokusace uvnitf
separa¢niho kanalu. Jisté pochybnosti v souvislosti s touto
praci'’ se tykaly moZnosti ustaveni hustotniho gradientu
pouze vlivem prirozené gravitace, dostate¢né strmého tak,
aby k fokusa¢nimu jevu mohlo dojit za dobu experimentu.
Jiné vysvétleni pozorované fokusace mohlo byt zaloZeno
na skutecnosti, Ze kratkodobg je vytvofen hustotni gradient



pii néstiiku vzorku fokusovanych Castic, dispergovanych
v kapaling, jejiz hustota neni zcela totoZzna s hustotou nosné
kapaliny. Peclivd experimentalni prace pri preparativni fo-
kusaéni FFF v nespojitém preformovaném hustotnim gra-
dientu'®-" potvrdila, Ze fokusaéni proces je v takovych
podminkédch velmi rychly. Jeden z nepublikovanych vy-
sledkti z té doby je reprodukovdn na obr. 4b. Na druhé
stran&, soudasna studie® ptechodového stavu pii sedimen-
taci Céstic stejného silikagelu jako byl pouzit v piedchozim
experimentu!” ukdzala, Ze kinetika tohoto transportniho
jevu je dosti pomaly proces i pfi podstatné vysSich in-

tenzitich odstfedivych sil. Intenzivngjsi odstiedivé sily by-
ly wvyuzity k fokusovdni modelovych polystyrenovych

Gravilace

Obr. 4. Izoperichoricka fokusa¢ni FFF v hustotnim gradientu,
vyuzivajici pouze gravitatniho pole; a makrofotografie vyseku
kandlu ukazujici vytvaieni dvou fokusovanych zén 1 a 2; b ma-
krofotografie vyseku kandlu na pozadi milimetrového papiru,
ukazujici vytvafeni dvou fokusovanych vrstev pii preparativni
kontinuélni frakcionaci ¢astic rliznych hustot v preformovaném
hustotnim gradientu; 1, 2, 3 detaily riznych pozic podél kandlu.
§ipky ukazuji postupnou fokusaci separovanych ¢astic na roz-
hrani pfislusnych hustotnich vrstev
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a polyglycidyl methakryldtovych latext®, experimentalni
prace vSak byla pferusena a pfistroj vyvijeny pro tento ucel
od roku 1982 (cit.”’) a ukongeny v roce 1986 (cit.”),
zZ0stava ziejmé nevyuzit?4,

Samotné elektrické pole bylo vyuzito k vytvoreni gra-
dientu pH a k separaci slozek koiiského myoglobinu tech-
nikou izoelektrické fokusaéni FFF>’. Vysledek této se-
parace je ukdzan na obr. 5a a schéma kandlu, jehoz bylo
k separaci pouZito, je na obr. 5b, ktery byl ptivodné publi-
kovan v praci’® a reprodukovdn bez souhlasu vydavatele
i autorf i bez citace zdroje v praci’’. Jiny pokus separovat
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Obr. 5. Izoperichoricka fokusa¢ni FFF vyuZivajici elektrické-
ho pole; a fraktogram separace komponent kofiského myoglobi-
nu: [ fraktogram bez aplikace elektrického pole, 2 fraktogram
s aktivnim elektrickym polem - kysela slozka vzorku, 3 frakto-
gram s aktivnim elektrickym polem-zésaditd slozka vzorku; b sché-
ma kanalu pouzitého pii separaci: 1 lichobéznikovy kanal (s mo-
dulovanou priifezovou permeabilitou), 2 Pt anoda, 3 Pt katoda,
4 polopropustné membrany, 5 vstup anolytu, 6 vstup katolytu, 7

vstup amfolytu, 8 ndstiik vzorku, 9 vystup do detektoru



amfoterni proteiny byl méné uspé$ny”. Vyzkum vlivu
experimentalnich podminek na vytvafeni gradientu pH
v podminkich izoelektrické fokusaéni FFF27:29 ukazal
obecny soulad se znamymi teoretickymi a experimentdl-
nimi poznatky. Vyuziti jiného nez axidlné¢ symetrického
parabolického rychlostniho profilu hydrodynamického to-
ku i v ptipadé izoelektrické fokusaéni FFF*’ by bylo po-
tésitelnym pokud by byla korektné citovana ptivodni idea™
z prace z roku 1983. Separacni kandly s modulovanou
prifezovou permeabilitou30, umoznujici vytvoreni takové-
ho rychlostniho profilu, fesi problém stejné podélné ry-
chlosti eluce dvou zén fokusovanych ve stejnych vzda-
lenostech, symetricky od podélné osy kanalu.

4. Gradient pficného toku kombinovany
s polem

Fokusace v FFF mizZe byt dosazeno kombinovanym
ptsobenim gradientu rychlosti hydrodynamického toku ve
smeéru napii¢ kanalu s vnéjSim polem za soucasného toku
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Obr. 6. Elutriacni fokusa¢ni FFF v kanalu lichobéZnikového
priifezu; a princip elutria¢ni fokusa¢ni FFF v kandlu s modu-
lovanou priifezovou permeabilitou; b separace dvou polystyreno-
vych latexti: / PS latex o priméru Castic 1,6 pum, 2 PS latex
o prumgru astic 5 um
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2 Tato technika elu-

nosné kapaliny v podélném sméru
triani fokusa¢ni FFF byla pouzita k separaci modelové
smési Castic polystyrenového latexu a koloidnich ¢éstic
silikagelu. Princip této techniky je zndzornén na obr. 6a
a fraktogram smési ¢éstic polystyrenového latexu na obr. 6b.
Giddings” navrhnul podobny princip fokusaéni FFF, av-
Sak realizované v kandle klasického obdélnikového prii-
fezu. V tomto piipad¢ byl gradient pii¢ného toku vytvoien
rozdilem pritokt obéma protilehlymi st€énami kandlu.

5. Hydrodynamické sily kombinované
s polem

Hydrodynamické sily, které vznikaji pfi vysSich ry-
chlostech toku nosné kapaliny a udrzuji unasené suspen-
dované Céstice ve vznosu (lift forces), jsou-li vhodné kom-
binovdny se silami vnéj§iho pole, mohou zplisobit foku-
sovani unasenych castic. Tento efekt byl poprvé pozorovan
a popsan Segréem a Silberbergem™. Céstice unésené to-
kem maji tendenci koncentrovat se a vytvaret fokusované
zOny dokonce bez vlivu dalSiho vnéjsiho pole, jak bylo
ukazano Smallem?>, aviak kombinace hydrodynamickych
sil s dalsimi silami efektivniho pole umoziiuje kontrolovat
fokusaci v SirSich mezich experimentdlnich podminek. Sil-
ny vliv hydrodynamickych sil na separaci lidskych i zvi-
fecich bunék a modelovych latexi pii polarizaéni FFF byl
ukézan Caldwellovou a kol.”*, a Wahlundem s Litzenem”
pfi separacich v asymetrickém kandle s pouze jednou polo-
propustnou sténou. Kombinovany vliv gravitace a gradien-
tu piicného toku umoznil velmi i¢innou separaci polystyre-
novych latexii a koloidnich &4stic silikagelu™?”. Prakticky
uzite¢né frakcionace vzorkidl Céstic pochdzejicich z tech-
nologickych vyrobnich procesti byly realizovany Barma-
nem a kol.”.

6. Kombinace stfihového napéti s polem

Vysoky stiihovy gradient, vedouci k deformaci oheb-
nych makromolekuldrnich klubek v roztoku, zptsobuje
vzrlst entropie klubka. Vznikly gradient entropie by mél
zpusobit transport makromolekul do oblasti s niZ$im stfi-
hovym napétim. Pozorovéani*' obriceného sledu eluce po-
lystyrenovych standardi od vy$8ich molarnich hmotnosti
k niz8im pfi polariza¢ni termické FFF za vysokych pritoki
nosné tekutiny bylo pri¢itdino uvedenému entropickému
efektu. Nicméné detailni studie® vlivu operaénich promén-



nych naznadila i moznosti jiné interpretace téchto sku-
te¢nosti. Hlubsi studium téchto jevi je nesporné nutné pied
definitivnimi soudy o ptivodu jinak velmi zajimavych ex-
perimentélnich nalezd.

7. Gradient nehomogenniho pole

Pouziti vysokého gradientu magnetického pole bylo
teoreticky navrzeno k separaci diamagnetickych a para-
magnetickych ¢4stic mechanismem fokusaéni FFF*-°. Teo-
rie se jevi zajimavé a zaslouZi si experimentdlni ovéfeni.

8. Preparativni frakcionace

Casto byvd vzndSena otdzka, zda metodologie foku-
sa¢ni FFF umoziuje frakcionace vétSich mnozstvi vzorku.
Zddné zasadni omezeni neexistuje a fokusaéni FFF muiiZe
byt dokonce vyhodné k takovym tcelim pouiita9’44. Je-li
frakciona¢ni kanal vybaven vice vystupnimi kapildrami
v né€kolika pfi¢nych polohach, je mozny kontinualni odbér
vzorkli fokusovanych v riizné polozenych vrstvich. Toto
uspofadani bylo navrzeno brnénskou skupinou’, ndsledng
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Obr. 7. Preparativni fokusa¢ni FFF; a schéma kandlu pro foku-
satni FFF v kontinudlnim preparativnim uspofadani; b fotografie
z optického mikroskopu ukazujici frakcionaci polydisperzniho
vzorku Céstic silikagelu (priméry Castic mezi 3 az 5,9 um): 1

plvodni nefrakcionovany vzorek, 2 frakce odebrand z dolniho
vystupu, 3 frakce odebrand z horniho vystupu

454

Giddingsem**, a experimentalng realizovano a publikova-
no posléze™. Princip experimentélniho zatizeni i s piikla-
dem frakcionace Céstic silikagelu, jejichz velikost byla
blizkd priiméru krevnich bunék, pro néz se praktické uplat-
néni zdalo vyhodnym i redlnym, je znidzornén na obr. 7a
resp. 7b. Prestoze tato frakcionace byla uskute¢néna s vy-
uzitim kombinace pfirozeného gravita¢niho pole a v opac-
ném sméru plisobicim gradientu hydrodynamického toku,
neexistuje zddny divod aplikovat pouze tento typ poli.
Vyuziti izopyknického, izoelektrického atd., tedy obecné
izoperichorického fokusa¢niho jevu, je snadno piedstavi-
telné a vSechny vySe uvedené piiklady analytickych se-
paraci jsou snadno transformovatelné do preparativniho
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méfitka.

9. Perspektivy

Fokusac¢ni FFF pfedstavuje prispévek k separa¢ni védeé
a technologii i k analytické chemii makromolekul a ¢astic
syntetického i pfirodniho ptivodu, v Sirokém méftitku mo-
larnich hmotnosti az po ¢astice v mikronové oblasti i orga-
nizované supramolekuldrn{ struktury, mikroorganismy apod.
To neznamend, Ze malé molekuly nemohou byt touto me-
todologii separovany. Molekuly, které pfimo neinteraguji
¢i interaguji pouze slab€ s aplikovanymi poli, mohou byt
separovany za piedpokladu jejich specifického zakotveni
nebo rovnovazné sorpce na Césticich, které s polem inter-
aguji dostate¢né. V takovém piipadé je tfeba v daném
separa¢nim mechanismu zvazovat i tyto sekundarni rovno-
vahy. Prozatim zistava tato hypotéza namétem k realizaci.

Vyzkum, vyvoj a technologie spojené s védami o zivé
pfirodé, analytické problémy ve vztahu k ochrang zivotniho
prostfedi a mnoho jinych védeckych i technologickych
¢innosti stimuluji rozvoj novych analytickych metodologii.
Predkladany referat se pokusil ukazat, ze vétSina experi-
mentalnich praci byla dosud vedena s cilem ovéfit principy
ateorii a/anebo demonstrovat, Ze ,,ono to chodi", spiSe nezli
vypracovat dokonalou metodologii, prakticky pouzitelnou
v nejmensich detailech. Nékteré vyhody jiz existujicich
metod jsou ihned ziejmé. Patii k nim ku prikladu zdsadni
absence velkého aktivniho povrchu s nimz by separované
makromolekuly ¢i ééstice interagovaly, coz je podminka
nutnd u vétSiny chromatografickych metod. Separace se
v principu odehrava v jediné fluidni fazi. Operacni pro-
ménné ovliviiujiciseparaci, jako je intenzita efektivnich sil,
mohou byt ménény v Sirokém rozmezi spojité. Vsechny
tyto faktory a celd fada dalSich jsou velmi duleZité, jedna-li



se o separace malo stabilnich objektli biologického ptivodu,
které mohou byt velmi mélo odolné vicéi povrchovym
interakcim.

Nedostatek komeréné dostupnych piistrojii je zdanlivé
omezujicim faktorem k rychlej$imu Siteni nové metodolo-
gie fokusa¢ni FFF. Pro¢ je tento nedostatek zdanlivy? Od-
povéd je jednoduchd. V podstaté vSechny komponenty
kompletniho zafizeni pro fokusa¢ni FFF jsou dostupné jako
Casti modularnich kapalinovych chromatografii. Vyjimku
tvori separaéni kandly, které jsou vSak vesmés snadno
vyrobitelné v laboratornich podminkach a to by mélo pied-
stavovat spiSe vyzvu tvorivosti a invenci nez technickou
prekazku. V zdkladnim experimentdlnim vyzkumu tomu
tak vzdy bylo.

10. Zavér

Cilem tohoto referdtu bylo shrnout nejdilezit&jsi vy-
sledky, jichZ bylo v oblasti fokusaéni FFF metodologie
dosazeno v pfiblizné poslednich deseti letech. Toto obdobi
se pfili§ nelisi od staif této nové separacni techniky. Proto
se zddlo byt ucelné koncipovat text tak, aby byl srozu-
mitelny zejména nespecialistim v oboru separacni védy
a tim mohl prispét k probuzeni ¢i zvySeni zdjmu, pripadné
vybudit motivaci k vyzkumnému c¢i aplikaénimu zdméru.
Seznam pulivodni literatury neni zdaleka kompletni, vice
zainteresovanému Ctenéfi je mozné doporucit nékteré sou-
borné referaty, hodnotici soucasny stav v dany okamzik,
zejména ty z posledni doby24:45-47,

Hlavni aktivita profesora J. Calvina Giddingse v oblasti
FFF byla orientovdana na polarizani metodologii v nizZ
pocet publikovanych praci jeho a jeho spolupracovniki ¢ita
pfiblizné dvé stovky za pravé uplynulych 30 let. Byl vSak
nezanedbatelnym zplisobem piitomen i na poli fokusa-
¢ni metodologie. Pracoval jsem v jeho laboratoii v letech
1978-79 a znaéna ¢ast mé nasledné védecké Cinnosti byla
zasvécena FFF, kterd pro mne znamenala obrovskou vyzvu,
ale i uspokojeni ve chvilich dspéSného dosazeni postup-
nych cilti s mymi byvalymi i sou¢asnymi spolupracovniky,
jejichz prispéni v pfiblizné poslednich 15 letech si velmi
vazim. Chtél jsem tento piispévek vénovat pamatce Cal
Giddingse, kterému nebylo dopiano dojit do dalsich cilti.
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J. Janéa (Pole Sciences et Technologie, Université de
La Rochelle, La Rochelle, France): Focusing Field-Flow
Fractionation

The invention of the field-flow fractionation concept
represents a most important contribution to the science of
separation of large molecules and particles in the course of
the last 30 years. A generic focusing field-flow fractionati-
on principle has developed both in theory and in analytical
methodology. Particular methods and techniques were pro-
posed and implemented independently by several laborato-
ries in the world. This review summarizes the progress
achieved during the last few years.





