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Kromatografiaa

Sana kromatografia juontuu kreikan kielesta: “chromatos” merkitsee

varia. 1900-luvun alussa venalainen tutkija Tswett erotti kasveista uu-

tettuja variaineita toisistaan kromatografisesti liitujauhoa sisaltavassa la-

siputkessa. Eri variaineet muodostivat liitujauhoon erivarisia juovia.
Useimmat kromatografisesti tutkittavat aineet ovat kuitenkin varittomia,
joten ne saadaan nakyviin erillisella kemiallisella kasittelylla.

Menetelmassa nk. liikkuva faasi, esim. liuotin tai kaasu, kulkee nk. sta-
tionaarifaasin lapi, jona voi toimia menetelmésta riippuen kiintea aine
tai neste. Tutkittavan naytteen eri aineet kulkevat liikkkuvan faasin mu-
kana niin reippaasti kuin sen ominaisuudet sen sallivat: jotkut aineet ju-

Kuva 23: Kromatografiaa voi mittuvat stationaarifaasiin heti alkuunsa, jotkut taas kulkevat vikkelasti
tehdd itsekin. Kuvassa kol{ sen lapi liikkuvan faasin mukana. Kromatografisilla menetelmilla voi-
men vesiliukoisen huopaky-
ndn kromatografia kahvisuo-
datinpaperilla.

daan mm. puhdistaa, erotella ja tunnistaa aineita naytteesta.

TLC:ssé eli ohutlevykromatografiassa ohuelle, yleensi silikageelistd valmistetulle levylle tiputetaan tépld
ndytettd. Sitten levyn reuna upotetaan liuottimeen, joka toimii lilkkuvana faasina. Liuotin imeytyy levyyn ja kiiped
sen toiseen reunaan saakka, jolloin niytteen eri aineet kulkevat sen mukana eripituisia matkoja riippuen niiden ke-
miallisista ominaisuuksista. Tdmén jilkeen aineet muutetaan ndkyviksi sopivan reagenssin avulla (Esim. rikkiha-
pon 30-prosenttinen metanoliliuos mustuttaa metanolin haihtuessa kaikki orgaaniset yhdisteet) tai niité tarkastel-
laan suoraan, mikili ne nékyvét tavallisessa tai UV-valossa. 2-FDG:n tapauksessa saadaan levyltd ndkyviin kaikki
radioaktiiviset yhdisteet kétevésti asettamalla sopiva filmi valottumaan ohutlevyn péille. 2-FDG tulee nékyviin fil-
milld tunnetun matkan (Rf-arvo, joka on ominainen kullekin aineelle) pddssé liuotinrintaman 1dhtdreunasta. Muut
valottuneet tiplit, joilla on omat Rf-arvonsa, merkitsevit radioaktiivisia 18F-epapuhtauksia tuotteessa.

Gravitaatio- ja flash-kromatografiassa niyte lisitdin esim. lasiputkeen pakatun stationédérifaasin (silika-
geeli) paille. Systeemiin valutetaan jatkuvasti varovaisesti liikkuvaa faasia (jotain sopivaa liuotinta) ja putken ala-
padstid valuu perdkkdin nédytteen aineosia, koska toiset niisté kulkevat hitaammin ja toiset nopeammin stationééri-
faasin ldpi. Flash-kromatografia eroaa gravitaatiokromatografiasta siind, ettd putkessa kédytetddn painetta. Téllin
tarkkuus ja nopeus paranevat.

Kaasukromatografiassa niyte injektoidaan pienessé tilavuudessa kantokaasun eli liikkkuvan faasin (typ-
ped, vetyd, heliumia tai argonia) mukana kolonniin, jonka stationdirifaasissa tutkittavat yhdisteet erotetaan. Sta-
tionddrifaasi voi muodostua esim. kiinteisté partikkeleista tai se voi olla haihtumaton liuos ohuena kalvona kolon-
nin sisdpinnalla. Nykyisin stationédérifaasi on tavallisesti hyvin ohuen putken nk. kapillaarikolonnin seindssé paél-
lysteend. Se ei saa tietenk&én kiehua kovinkaan matalassa ldmpétilassa. Yhdisteet tunnistetaan sen ajan perusteella,
jonka ne viettdvit matkalla stationdérifaasin ldpi; tdmé nk. retentioaika on kullekin yhdisteelle luonteenomainen.
Jarjestelmén toisesta pédstd ulos tuleva kaasuvirta analysoidaan esim. liekkiionisaatiodetektorilla, jossa korkea
lampdtila hajottaa yhdisteiden sidokset. Muodostuneet ionit tuottavat sdhkoisen signaalin, jonka avulla voidaan
madrittdd tutkittavan aineen pitoisuus. Varsinkin pienilld ainemaérilld kaasukromatografiaa kdytetdén myds ainei-
den erotteluun ndytteesta.

HPLC eli korkeapainenestekromatografia toimii periaatteessa samankaltaisesti kuin flash-kromatografia,
mutta stationdérifaasi on hyvin hienojakoista ainetta, jolloin tarvitaan korkea paine tyontdméin liikkkuvan faasin ja
nidytteen sen ldpi. Ndin saadaan nopea ja tarkka tulos. Milloin tutkittavien yhdisteiden joukossa on vaikeasti haihtu-
via tai korkeassa lampotilassa hajovia aineita, on kéytettdvd kaasukromatografian sijasta HPLC:td. HPLC:t4 voi-
daan kayttdd sekd tuotteen puhdistukseen ettd puhtauden analysointiin HPLC-kromatografia voidaan jakaa nor-
maali- ja kdédnteisfaasikromatografiaan. Normaalifaasikromatografiassa stationédérifaasi on poolisempi kuin liikku-
va faasi, kddnteisfaasikromatografiassa pdinvastoin. Niistd jadlkimmdiinen on yleisemmin kdytdssd, koska usein
pooliset yhdisteet halutaan nopeimmin jirjestelmén 1épi.
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