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Kokoekskluusiokromatografia (engl. size exclusion chromatography, SEC) on jo 1960-luvun alussa
kehitetty nestekromatografinen erotusmenetelmi. Menetelmén avulla yhdisteen komponentit saadaan
eroteltua, jonka jédlkeen voidaan méérittdd esimerkiksi molekyylin koko, molekyylipaino ja
kokojakauma. SEC:ssi erottelu perustuu molekyylien hydrodynaamiseen tilavuuteen eli niiden kokoon
liuoksessa. Isommat molekyylit eluoituvat ennen pienempid, silld pienemmét molekyylit tarttuvat
kolonnin huokosiin, joihin isommat molekyylit eivit mahdu. SEC-laitteisto koostuu liuottimen
syottopumpusta, injektorista, kolonnista, detektorista ja tietokoneesta, jossa on ohjelmisto datan
analysointiin ja kalibrointiin. SEC:ssd kaytettdvid kolonneja ja detektoreita on useita erilaisia ja niitd
voidaan kytked laitteistoon yksi tai useampia.

Polymeerit muodostavat laajan ryhmin materiaaleja, kuten muoveja ja pinnoitteita. Polymeerien
rakenne madrad polymeerimateriaalien ominaisuudet ja sen myo6td materiaalin kysynnin, minka takia
niiden rakenteiden selvittiminen on tirkedd. SEC:n avulla pystytidén kehittimédn uusia materiaaleja,
valvomaan olemassa olevien tuotteiden laatua sekd havaitsemaan valmistusprosessin aikana tapahtuvat
muutokset. Polymeerit ovat rakenteeltaan erittdin monimutkaisia yhdisteitd, minkd takia niiden
erottamiseen tarvitaan kehittyneité erotusmenetelmid kuten SEC.

SEC on menetelménd helppokéyttdinen ja se mahdollistaa molekyylipainon ja molekyylien
kokojakauman maéirityksen yhdelld analyysilld. Eri detektorien kdyttd SEC-analyysissd mahdollistaa
useita erilaisia méadrityksid. Useimmiten kéytetddn detektoria, joka ei tuhoa néytettd, joten ndyte on
mahdollista kerit talteen, jolloin nédytettd voidaan analysoida lisdd. SEC-analyysi on suhteellisen nopea
ja helposti toistettavissa. Haaroittuneiden ja erittdin suuren molekyylipainon polymeerien analysointi on
kuitenkin haastavaa SEC:1la.

Edistyksellinen polymeerikromatografia (engl. advanced polymer -chromatography, APC) ja
poikittaisvirtauskenttévirtausfraktiointi (engl. flow field flow fractination, FFF) ovat uudenlaisia
innovaatioita SEC:std. Nama menetelmat tarjoavat etuja, joita SEC:ssi ei ole, mutta eivit ainakaan vield
ole pystyneet korvaamaan SEC:td. APC-analyysi on nopeampi ja tuloksena saadaan parempi resoluutio
kuin SEC-analyysilla. Yleisin FFF-tekniikka on epidsymmetrinen
poikittaisvirtauskenttavirtausfraktiointi (engl. asymmetrical flow field flow fractination, AF4), joka
mahdollistaa suurten polymeerien analysoinnin, miké ei APC:114 onnistu ja on SEC:lldkin haastavaa.

Avainsanat: edistyksellinen polymeerikromatografia, geelipermeaatiokromatografia, kemiallinen
analyysi, nestekromatografia, poikittaisvirtauskenttévirtausfraktiointi
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Lyhenneluettelo

AF4 epidsymmetrinen poikittaisvirtauskenttivirtausfraktiointi (engl. asymmetrical flow field

flow fractionation)

APC edistyksellinen polymeerikromatografia (engl. advanced polymer chromatography)
DAD diodirividetektori (engl. diode-array detector)

ELSD haihduttava valonsirontadetektori (engl. evaporative light-scattering detector)

ESI sahkosumutusionisaatio (engl. electrospray ionization)

FPP taysin huokoiset partikkelit (engl. fully porous particles)

FFF poikittaisvirtauskenttévirtausfraktiointi (engl. flow field flow fractionation)

GFC geelisuodatuskromatografia (engl. gel filtration chromatography)

GPC geelipermeaatiokromatografia (engl. gel permeation chromatography)

MALDI-ToF matriisiavusteinen laser desorptio ionisaatio yhdistettynd lentoaika-analysaattoriin (engl.

matrix assisted laser desorption ionization—time of flight)

MALS monikulmainen valonsironta (engl. multiangle light scattering)

RID taitekerroindetektori (engl. refractive index detector)

SEC kokoekskluusiokromatografia (engl. size exclusion chromatography)
SPP pinnalta huokoiset partikkelit (engl. superficially porous particles)
THF tetrahydrofuraani (engl. tetrahydrofuran)

VWD muuttuvan aallonpituuden detektori (engl.variable wavelenght detector)



1.

Johdanto

Kromatografia on menetelmi, jossa yhdisteen komponentit erotellaan kiyttden kahta eri faasia
(Ahuja S, 2003). Erottuminen perustuu yhdisteiden eri vahvuisiin intermolekulaarisiin
vuorovaikutuksiin liikkkuvan ja stationdérifaasin kanssa (Vitha, 2017). Eri kromatografisilla
menetelmilld voidaan erottaa suuri mééra erilaisia yhdisteité, ja siksi kaikista erotusmenetelmista
kéytetdén useimmiten juuri kromatografiaa, kun halutaan erottaa monimutkaisia yhdisteitd (Ahuja
S, 2003). Kromatografian avulla on mahdollista esimerkiksi 16yté4 uusia 1dhestymistapoja erilaisten
sairauksien hoitoon seké edistdd uusien lddkkeiden 16ytamistd (Ahuja S, 2003).

Polymeerien erottamiseen yleisesti kdytetty menetelma on kokoekskluusiokromatografia
(engl. size exclusion chromatography, SEC). Menetelmé on kehitetty jo 1960-luvun alussa (Porath
B Lindner, 1961), ja se tunnetaan my6s nimilld geelipermeaatiokromatografia (engl. gel permeation
chromatography, GPC) ja geelisuodatuskromatografia (engl. gel filtration chromatography, GFC)
(Held and Kilz, 2021). Aluksi menetelmé soveltui ainoastaan vesiliukoisille yhdisteille, ja kolonni
kesti vain matalia virtausnopeuksia ja paineita (Striegel, 2022). Laitteisto tuli kaupallisesti saataville
vasta 1980-luvulla (Striegel, 2022). SEC:n avulla yhdisteiden komponentit saadaan eroteltua, minka
jilkeen on mahdollista miarittdd esimerkiksi molekyylin koko, molekyylipaino ja kokojakauma
(Lubomirsky et al., 2021). N&mid ominaisuudet méérittivit tuotteen fysikaalis-kemialliset
ominaisuudet (Lubomirsky et al., 2021), ja siksi SEC onkin yleisimmin kiytetty menetelma
synteettisten polymeerien karakterisoinnissa (Berek, 2010). SEC:td kdytetdédn my0s esimerkiksi
proteiinien, polysakkaridien ja nanopartikkelien erotukseen ja karakterisointiin (Lubomirsky et al.,
2021). SEC:ssd molekyylien erottuminen perustuu niiden hydrodynaamiseen tilavuuteen eli niiden
kokoon liuoksessa, jolloin isommat molekyylit eluoituvat ennen pienempid, koska pienemmat
molekyylit vuorovaikuttavat kolonnin huokosten kanssa, joihin isommat molekyylit eivdt mahdu
(Lubomirsky et al., 2021).

SEC:std on kehitetty uudenlainen innovaatio edistyksellinen polymeerikromatografia
(engl. advanced polymer chromatography, APC), joka mahdollistaa polymeerien erottelun
lyhyemmassi ajassa, paremmalla resoluutiolla ja tarkkuudella (Meunier et al., 2021). Toinen uusi
innovaatio on poikittaisvirtauskenttavirtausfraktiointi (engl. flow field flow fractionation, FFF),
josta eniten kéytetty menetelmd on epadsymmetrinen poikittaisvirtauskenttivirtausfraktiointi (engl.
asymmetrical flow field flow fractionation, AF4). AF4 perustuu molekyylien kokoeroihin ja
virtaussuuntaan ndhden kohtisuorassa olevaan poikkivirtauskenttdéin. AF4 ei kuitenkaan ole yhté
paljon kéytetty menetelmé kuin SEC, mutta se tarjoaa kuitenkin mahdollisuuksia, joita SEC:ssé ei

ole (Meunier et al., 2021).



Polymeerien rakenteen selvittiminen on tirkeéa, silld rakenne méairéa polymeerimateriaalien
ominaisuudet ja lopulta niiden kysynnidn markkinoilla (Meunier et al., 2021). Polymeerit ovat
rakenteeltaan erittdin monimutkaisia, minka takia kehittyneet erotusmenetelmait ovat vélttimattomia
niiden karakterisoinnissa. SEC:n avulla pystytddn myds kehittimdin uusia materiaaleja ja
valvomaan jo olemassa olevien tuotteiden laatua (Meunier et al., 2021). Kun raaka-aineista
valmistetaan tuotteita, tapahtuu hajoamista ja derivatisointia haluttujen ominaisuuksien
saavuttamiseksi, joten karakterisointi myds prosessin aikana on erittdin tarkedd (Lubomirsky et al.,
2021). Liséksi SEC:td kéytetddn paljon teollisuudessa sekd kliinisessd ja akateemisessa
tutkimuksessa (Lubomirsky et al., 2021).

SEC:114 on siis merkittdvd rooli erilaisten yhdisteiden analysoinnissa ja menetelmén
kehittyessd sen merkitys kasvaa tulevaisuudessa. Téssé tutkielmassa esitelliin SEC menetelméina
jatarkastellaan sen hyddyntdmista polymeerianalytiikassa. Tutkielmassa esitellddn myds kaksi uutta
innovaatiota SEC:std. Lisdksi kisitellddn menetelmin etuja ja haasteita sekd tulevaisuuden

nikymii.
Polymeerianalytiikka

Polymeerit koostuvat monomeereistd, jotka liittyvét toisiinsa kemiallisin sidoksin (kuva 1).
Polymeerien suuri molekyylipaino on niiden merkittdvin ominaisuus, joka aiheuttaa polymeerien
fysikaaliset ominaisuudet (Berek, 2010). Makromolekyylit nimetddn niiden molekyylipainon
mukaan, joko oligomeereiksi tai suurpolymeereiksi, joita kutsutaan usein myos erittdin suuren
molekyylipainon yhdisteiksi. Oligomeerien molekyylipainot vaihtelevat muutamasta sadasta
muutamaan tuhanteen g/mol, kun taas suurpolymeerien molekyylipaino voi olla jopa miljoonia
g/mol. Oligomeerimolekyylejd, joissa on kaksoissidoksia, kutsutaan makromonomeereiksi.

Kopolymeerit koostuvat kahdesta tai useammasta erilaisesta monomeeristé (Berek, 2010).



Kuva 1. Proantosyanidiini on useista flavonoidiyksikdistd koostuva fenolinen yhdiste, jota kasvit

tuottavat.

Polymeerimateriaalien ominaisuuksiin vaikuttaa esimerkiksi molekyylipaino ja kemiallinen
rakenne (Berek, 2010). Funktionaaliset ryhmat vaikuttavat varsinkin oligomeerien ominaisuuksiin,
koska niiden suhteellinen merkitys oligomeereissd on suurempi kuin suurpolymeereissa.
Synteettiset polymeerit muodostavat laajan ryhmén materiaaleja, kuten muoveja, pinnoitteita ja
lisdaineita (Berek, 2010). Synteettiset polymeerit esitetdéin usein rakenteeltaan hyvin
yksinkertaisina, mutta todellisuudessa ne koostuvat erittdin monimutkaisista rakenteista (Meunier
et al., 2021). Haaroittuneet polymeerit ovat tirkeimpid polymeereji, joihin kuuluvat polyolefiineji
ja polysakkarideja (Gaborieau and Castignolles, 2011). Esimerkiksi muovipussien paddkomponentti,
polyeteeni, on haaroittunut polymeeri. Haaroittuminen on merkittdvasséd roolissa polymeeriketjun
dynamiikassa. Se on tarkeéd kédyttdominaisuuksien kuten mekaanisten ja kiinnittymiseen liittyvien
ominaisuuksien seké sulavuuden kannalta (Gaborieau and Castignolles, 2011).

Makromolekyylien kromatografialla tarkoitetaan p#dasiassa proteiinien, peptidien,
hiilihydraattien, oligonukleotidien ja nukleiinihappojen erottamista (Hostettmann et al., 1997).
Naéilld biopolymeereilld on usein hydrofobisia ja hydrofiilisid ominaisuuksia ja ne denaturoituvat
helposti. Makromolekyyleja voidaan analysoida useilla erilaisilla menetelmilla riippuen siitd, mita
halutaan selvittdd. SEC:n avulla polymeerit saadaan erotettua toisistaan niiden tarkempaa analyysia
varten. Peptidien ja proteiinien erottaminen on yksi vaikeimmista kromatografian aloista, koska
ndytteet ovat monimutkaisia seoksia, jotka siséltdvdat hyvin samankaltaisia yhdisteitd. My0s
polaaristen ja vesiliukoisten yhdisteiden eristiminen vaatii kehittyneitd tekniikoita kuten SEC

(Hostettmann et al., 1997).



3.

3.1.

Kokoekskluusiokromatografian perusteet
Toimintamekanismi ja kolonnin valinta

Molekyylien erottuminen perustuu niiden hydrodynaamiseen tilavuuteen, jolloin isommat
molekyylit eluoituvat ennen pienid, kuten kuvassa 2 (Lubomirsky et al., 2021). Polymeerien
molekyylipainon ja hydrodynaamisen tilavuuden vilistd suhdetta voidaan kuvata Einstein Simhan
yhtalolla,

[n] = yNVy/M (1)
jossa [n] on polymeerin viskositeetti, ¥ on Shimaparametri, joka riippuu makromolekyylin
geometriasta, N on avogadron vakio, Vi on hydrodynaaminen volyymi ja M on polymeerin

molekyylipaino (Dawkins and Hemmingt, 1975).

Isommat
molekyylit eivat
mahdu huokosiin

Pienemmat
molekyylit
mahtuvat
huokosiin

Kuva 2. Kokoeksluusiokromatografian toimintaperiaate (Giridhar et al., 2017; Kumari et al., 2023).

Kromatografiaa kéaytettdessd on tdrkedd tietdd kolonnin ominaisuuksien vaikutus kolonnin
toimintaan (Held and Kilz, 2021). Kolonnin ominaisuudet vaikuttavat sen tehokkuuteen ja siihen,
minkd kokoisia analyyttejd voidaan erottaa (Held and Kilz, 2021). Kolonnin koko vaikuttaa my0s
sithen, kuinka suurta liuostilavuutta ja konsentraatiota voidaan kayttdd (Lubomirsky et al., 2021).
Kolonnivaihtoehtoja on erilaisia, mutta SEC:ssd kéytetddn yleisimmin analyyttistd kolonnia, jonka
sisdinen halkaisija on 0,7-0,8 cm ja pituus 25-30 cm (Held and Kilz, 2021). Preparatiivisella
kolonnilla, jossa pituus on sama, mutta sisdinen halkaisija suurempi, voidaan erottaa suurempia
ndyte médrid. Yleensé kolonni valitaan kiytettdvin stationaarifaasin mukaan (Held and Kilz, 2021).
Kolonnin geometrinen tilavuus voidaan laskea kaavalla,

Ve=Vs + Vg 2)



jossa V. on geometrinen tilavuus, V; on stationaarifaasin tilavuus ja Vo on liikkuvan faasin tilavuus
(Lubomirsky et al., 2021). Kaéinteisfaasin ja hydrofiilisten vuorovaikutusten kolonnit ovat
mielenkiintoinen vaihtoehto stationaarifaasiksi, silld niilld on monia hyvid ominaisuuksia, kuten
yhteensopivuus orgaanisten liuottimien ja veden kanssa, lyhyt tasapainottumisaika ja lisdksi ne ovat
suhteellisen edullisia (Meunier et al., 2021).

Kolonnin valinnassa on huomioitava kolme tirkedéd asiaa (Lubomirsky et al., 2021).
Stationaarifaasin pitdd olla inertti eli analyyttien ja stationaarifaasin viliset reaktiot pitdd estéé.
Myo6s muut ei-toivotut vuorovaikutukset pitdd estdd esimerkiksi valitsemalla liikkuva faasi, joka
solvatoi stationaarifaasia, tai lisddmalla litkkuvaan faasiin modifikaattoreita kuten suoloja, happoja
tai eméksid. Lisdksi molekyyleilld pitdd olla esteeton padsy huokosten rakenteeseen, koska sen
avulla saadaan minimoitua ndyterintaman leveneminen. Massan siirtyminen aiheuttaa piikkien
levenemistd kromatogrammissa. Makromolekyylien diffuusio on hidasta, joten liikkuvassa faasissa
on suuri resistanssi massan siirtymiselle, joka taas aiheuttaa piikin levenemistid kromatogrammissa.

Liséksi stationaarifaasin fysikaalisten ominaisuuksien pitdé olla riittdvat (Lubomirsky et
al., 2021). Fysikaalisiin ominaisuuksiin vaikuttavat partikkelien ja kolonnin koko sekd huokosten
koko ja volyymi (Lubomirsky et al., 2021). Partikkelien koko vaikuttaa analyysin tehokkuuteen.
Pieni partikkelikoko minimoi dispersion vaikutuksen, jonka takia pienemmaélld partikkelikoolla
saadaan parempi resoluutio (Held and Kilz, 2021). Alle 2 pm:n partikkeleita on kéytetty erittdin
tehokkaassa ja nopeassa ultrakorkean erotuskyvyn nestekromatografiassa (Lubomirsky et al., 2021).
Naéiden partikkelien kdyttdminen SEC:sséd on kuitenkin haastavaa, koska néin pienien partikkelien
huokoskoko on rajallinen ja korkea paine voi vaikuttaa analyyttien stabiiliuteen (Lubomirsky et al.,
2021). Lisdksi suuret molekyylipainot ja korkea viskositeetti vaativat suurempaa partikkelikokoa,
joten optimi partikkelikoko riippuu menetelméstd (Held and Kilz, 2021).

Huokosten koko méérittdd, minké kokoisia yhdisteitd voidaan erottaa (Lubomirsky et al.,
2021). Huokoisuusominaisuudet vaikuttavat kromatografian laatuun, koska huokoset maérittavat
kohdan, jossa erotus tapahtuu. Oligomeerien ja monodispersoitujen polymeerien erottelussa
kaytetddn yleensd kolonnia, joka on pakattu polymeeripartikkeleilla, jossa huokosten kokojakauma
on kapea. Laajemmilla molekyylipainoalueilla suositellaan kuitenkin kdyttdiméidn laajempaa
huokosten kokojakaumaa (Lubomirsky et al., 2021). Léhes kaikissa SEC-menetelmisséd kaytetdan
stationaarifaasissa tdysin huokoisia partikkeleita (engl. fully porous particles, FPP) (Meunier et al.,
2021). Myos pinnalta huokoisia partikkeleita (engl. superficially porous particles, SPP), joissa on
kiinted ydin ja huokoinen kuori, voidaan kdyttdd SEC analytiikassa. SPP:t ovat tehokkaampia
lyhyemmall4 ajoajalla ilman paineen kasvattamista, mutta FPP:t ovat kuitenkin termodynaamisilta
ominaisuuksiltaan parempia (Meunier et al., 2021).

Aluksi stationaarifaasina kéytettiin polysakkaridigeelejd (Porath B Lindner, 1961) ja
osittain ristisilloittunutta polyakryyliamidia (Hjertizn and Mosbach, 1962). Nestemdiisissd

olosuhteissa ndméa materiaalit ovat sopivia biopolymeerien erottamiseen, mutta niiden alhainen
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mekaaninen ja kemiallinen stabiilisuus rajoittaa niiden kéytt64 korkeissa paineissa seké orgaanisen
litkkkuvan faasin kiyttod, miké tarvitaan synteettisten polymeerien erottamiseen (Lubomirsky et al.,
2021). Témin rajoituksen myoOtd synteettisten polymeerien erottamiseen alettiin kayttda
mekaanisesti kestdvid polystyreenipartikkeleja (Lubomirsky et al.,, 2021). Nykyéén
stationaarifaasien materiaalit ovat joko silika- tai polymeeripohjaisia (Held and Kilz, 2021).
Silikapartikkelit ovat mekaanisesti kestiviad ja mahdollistavat suuren huokoskoon (Lubomirsky et
al., 2021). Silikapartikkeleita kaytettdessd eluentin pH-alue on kuitenkin rajattu n. kahdeksaan, silld
silikapartikkelit hajoavat emédksisessd pH:ssa. Monoliitit ovat huokoisia partikkeleita ja ne ovat yksi
vaihtoehtoinen materiaali SEC-kolonneille, silld niilli on joitakin etuja verrattuna perinteisiin
hiukkasmaisiin ~ stationddrifaaseihin.  Monoliitit =~ mahdollistavat  esimerkiksi  suurien

virtausnopeuksien kiyton alhaisella paineella (Lubomirsky et al., 2021).
3.2. Kokoekskluusiokromatografialaitteisto

SEC-laitteisto koostuu useasta osasta, joita ovat liuottimen sydttdpumppu, manuaalinen tai
automaattinen korkean paineen injektointijirjestelmi ja yksi tai useampi SEC-kolonni (kuva 3)
(Held and Kilz, 2021). Lisédksi tarvitaan yksi tai useampi detektori sekd tietokone, jossa on
ohjelmisto datan kalibrointiin ja analysointiin. Laitteistoon voidaan myods tarvittaessa lisété

kaasunpoistaja ja/tai kolonnin ldmmitin tai termostaatti (Held and Kilz, 2021).

e

E jdteastia

-]
de
= —C___(O—
liikkuva liuottimen  injektointi- kolonni detektori tietokone
faasi Syotto- jérjestelmi

pumppu

Kuva 3. Kokoekskluusiokromatografialaitteisto (Giridhar et al., 2017; Held and Kilz, 2021; Kumari
et al., 2023).

Analysoitava ndyte liuotetaan samaan liuottimeen, jota kdytetddn yleensd myos liikkkuvassa faasissa
(Held and Kilz, 2021). Laitteistoon injektoidaan analysoitava néyte, joka kulkeutuu kolonniin
litkkkuvan faasin mukana (Held and Kilz, 2021). Liikkuvassa faasissa voidaan kéyttdd liuottimena
esimerkiksi suoloja, aminohappoja tai orgaanisia liuottimia (Kumari et al., 2023).

Polymeerianalytiikassa yleisesti kéytetty liuotin on tetrahydrofuraani (engl. tetrahydrofuran, THF),
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3.3.

silld se on yhteensopiva kolonnin, detektorin ja polymeerien kanssa (Meunier et al., 2021). THF:n
kayttoon liittyy ympdristd-, terveys- ja turvallisuusriskejd, minkd takia vaihtoehtoisten
livotinseosten kayttdd on kokeiltu. Vaihtoehtoiset liuotinseokset ovat toimineet SEC-analyysissd
lahes ideaalilla tavalla, mutta ne rajoittavat detektorin valintaa ja vaikeuttavat erityisesti tarkan
molekyylipainon mééritystd (Meunier et al., 2021).

Kun kéytetddn SEC:td molekyylipainojakauman tarkkaan maérittdmiseen, on tirkeds,
ettd erottuminen perustuu koko jakauman alueella puhtaasti molekyylien kokoon eikd muihin
partikkelikoko voi vaikuttaa negatiivisesti SEC:n toimintaan tutkittaessa polymeerejé, joilla on suuri
molekyylipaino. Erilaiset erotustekijit, kuten epétasainen kulkeutuminen liikkuvan ja
stationaarifaasin vélilld vaikuttavat myohéiseen eluoitumisaikaan. Tdméan vuoksi suurpolymeerien
erotus on haastavaa SEC:11d. Suurpolymeerien erotuksessa on tarkedd, ettd kolonnin halkaisija ja
partikkelikoko ovat suuria, virtausnopeus ja liuoksen viskositeetti ovat pienid sekd kolonnin

lampotila on korkea (Meunier et al., 2021).

Detektorin valinta

Markkinoilla on paljon erilaisia kromatografiadetektoreita, joista kuitenkaan kaikki eivét ole
hyodyllisia makromolekyylien analysoinnissa (Held and Kilz, 2021) SEC:ssd kaytettiavid
detektoreita ovat esimerkiksi taitekerroindetektori (engl. refractive index detector, RID), muuttuvan
aallonpituuden detektori (engl. variable wavelength detector, VWD), diodirividetektori (engl.
diode-array detector, DAD), haihduttava valonsirontadetektori (engl. evaporative light-scattering
detector, ELSD), online-valonsirontadetektori (online light scattering detector), online-
viskositeettidetektori (online viscosity detector), massaspektrometri (mass spectrometer) ja
infrapunadetektori (IR detector) (Held and Kilz, 2021).

RID on yleisimmin kiytetty detektori SEC-analyysissd, koska silld on mahdollista
analysoida ldhes kaikenlaisia analyytteja liuottimesta ja aallonpituudesta riippumatta (Kumari et al.,
2023). RID mittaa referenssiaineen taitekertoimen muutosta verrattuna niytteen taitekertoimen
muutokseen (Held and Kilz, 2021). RID:t4 kdytetdin ensisijaisesti konsentraatioiden mittaamiseen,
mutta isorefraktiivisia ndytteitd ei voida kuitenkaan havaita RID:114. RID:n tasapainottumisaika on
suhteellisen pitkéd ja selektiivisyys on pieni. VWD ja DAD mittaavat UV-absorptiota valitulla
aallonpituudella néytteistd, joissa on kromoforeja. Nama ovat yleisimmin kéytettyja detektoreita
proteiinien karakterisoinnissa. Ndma detektorit ovat helppokayttoisié ja herkkid verrattuna RID:hen,
mutta néilld ei voida kuitenkaan analysoida polymeerejd, joissa ei ole kromoforeja. ELSD
haihduttaa liikkuvan faasin, josta muodostuu hiukkasvirta, jossa hiukkasten maérd muuttuu

analyytin konsentraation mukaan (kuva 4). ELSD on hyvin herkkd ja soveltuu erilaisille
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livotingradienteille, mutta sitd ei voida kdyttéa suurilla virtausnopeuksilla eiké silld voida analysoida

haihtuvia yhdisteitd (Held and Kilz, 2021).
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Kuva 4. Haihduttava valonsirontadetektori (Christen and Veuthey, 2012; Scherf-Clavel, 2016).

Online-valonsirontadetektori mittaa yhdessa tai useammassa valitussa havaintokulmassa liuoksessa
olevien makromolekyylien valonsironnan aikakeskiarvoista intensiteettid (Held and Kilz, 2021).
Detektoria kiaytetddn homopolymeerien ja proteiinien absoluuttisten molekyylipainojen ja
polymeerirakenteiden maédrittdmiseen liuoksessa. Online-viskositeettidetektoreita on saatavilla
useita erilaisia. Detektori mittaa ndytteen ja referenssiaineena kéytetyn puhtaan liuottimen vilisi
paine-eroja. Viskositeettidetektorilla mitataan ominaisviskositeettejd ja molekyylipainoja. Erilaisia
massaspektrometrisid menetelmid kéytetddn makromolekyylien analysoinnissa. Niiden avulla
madritetddn homopolymeerien ja kopolymeerien absoluuttisia molekyylipainoja sekd havaitaan
polymeerien rakenteita. Online-IR-detektoria kdytetddn korkean ldampdtilan SEC-analyysissé
polyolefiinin karakterisointiin. Monissa muissa SEC-sovelluksissa online IR detektiota ei voida
kayttdd, koska tyypillisesti kéytetyt liuottimet absorboivat samalla alueella kuin tutkittavat
polymeerit (Held and Kilz, 2021).

Yleisimmin maédritettdessd absoluuttista molekyylipainojakaumaa SEC:11d yhdistetddn
konsentraatiota mittaava detektori ja staattinen valonsirontadetektori (Held and Kilz, 2021).
Massaspektrometri mahdollistaa polymeerin jokaisen makromolekyyliketjun analysoinnin ja siksi
se onkin korvaamaton viline synteettisten polymeerien analysoinnissa (Jovic et al.,, 2019).
Matriisiavusteinen laser desorptio ionisaatio yhdistettynd lentoaika-analysaattoriin (engl. matrix
assisted laser desorption ionization—time of flight, MALDI-ToF) ja séhkdsumutusionisaatio (engl.
electrospray ionization, ESI) ovat yleisimmin kéytettyjd massaspektrisid menetelmid SEC-
analyysissd (Held and Kilz, 2021). MALDI-ToF:n kéyttd rajoittuu kuitenkin pieniin
molekyylipainoihin, eikd sitd voida soveltaa radikaalipolymerointiin, jota kdytetddn monien

pinnoitteiden ja maalien valmistuksessa (Gaborieau and Castignolles, 2011). SEC:n ja ESI-MS.n
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yhdistiminen nopeuttaa mittauksia ja mahdollistaa rakenteen méérittdmisen kromatografisen

erottelun lisdksi (Jovic et al., 2019).
Kokoekskluusiokromatografian edut ja haasteet

SEC:n etuna on sen nopeus ja hyva erottelukyky (Kumari et al., 2023). Lisdksi SEC on menetelméana
helppokéyttdinen, etenkin kéytettdessd vain yhtd detektoria (Striegel, 2022). SEC on myds
suhteellisen halpa sekéd helposti toistettavissa (Berek, 2010). Ennen SEC:n keksimistd tarvittiin
pitkid prosesseja ja useita fraktiointeja, ja saatiin silti vain osittainen késitys molekyylipainon
jakaumasta (Striegel, 2022). SEC:ssd kaksi kolonnia, eri kokoisilla huokoisilla voidaan yhdistéa,
mikd mahdollistaa molekyylipainon ja makromolekyylien kokojakauman maéérittimisen yhdelld
analyysilld. Liséksi eri detektorien kidyttdiminen SEC-analyysissd mahdollistaa useita erilaisia
madrityksid (Striegel, 2022). Molekyylipainon ja kokojakauman lisdksi SEC.114 voidaan méérittaa
haaroittuneiden polymeerien molekyyliominaisuudet sekd liuoksessa olevien eristettyjen
makromolekyylien koot (Berek, 2010). Nykyddn kiytetddn yleensd detektoria, joka ei tuhoa
ndytettd, joten ndyte saadaan kerittyé talteen ja sitd voidaan analysoida lisdé (Held and Kilz, 2021).
Muihin kromatografisiin menetelmiin verrattuna SEC:n analyysiaika on lyhyt ja liikkuvaa faasia ei
tarvita niin paljoa (Kumari et al., 2023).

Useiden hyvien puolien liséksi SEC:ssé on kuitenkin omat haasteensa. SEC ei erottele
yhdisteitd molekyylipainon vaan koon mukaan, jonka takia samankokoiset molekyylit eri
molekyylipainoilla eluoituvat samaan aikaan (Striegel, 2022). SEC:n erotusselektiivisyys on myos
rajallinen, silld kolonnin koko rajoittaa kiytettdvien huokosten kokoa (Berek, 2010). Erittdin suuren
molekyylipainon makromolekyylien analysointi on siis haastavaa SEC:1ld (Lubomirsky et al.,
2021). Haaroittuminen vaikuttaa polymeerien viskoosiominaisuuksiin ja siten se vaikuttaa myds
ndiden polymeerien erottumiseen SEC:ssd (Gaborieau et al., 2007). Muutaman pitkdketjuisen
haaran on osoitettu johtavan polymeerien huonoon erottumiseen SEC:ssé (Gaborieau et al., 2007).
SEC on laajimmin saatavilla oleva menetelma haarottuneiden polymeerien erottamiseen, mutta sen
erottelumekanismi ei kuitenkaan ole kaikkein sopivin haaroittuneille polymeereille (Gaborieau and
Castignolles, 2011). Vaikka erottelu tapahtuukin nopeasti, koko SEC-analyysin nopeus on rajallinen
ja nopeuden kasvattaminen heikentéd tarkkuutta (Berek, 2010).

Onnistunut SEC-analyysi vaatii, ettd kromatografialaitteiston yleistietimyksen lisdksi
kolonnia kdytetddn oikein ja ndyte seké eluentti valmistetaan oikein (Held and Kilz, 2021). Néyte ja
eluentti pitdd valmistaa niin, ettd liuotin on huolellisesti suodatettu sekd homogeeninen, puhdas ja
kaasuton. Kolonni pitdé tasapainottaa analyysissd kdytettdvilld eluentilla ja ldmpdtilalla ennen
varsinaista analyysid. Eluentin ja niytteen pitdd my0s olla yhteensopivia kéytettédvin kolonnin

kanssa (Held and Kilz, 2021).
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5.

5.1.

Uudet innovaatiot
Edistyksellinen polymeerikromatografia

APC on uusi innovaatio SEC:sté eli myos APC:n avulla on mahdollista erottaa oligomeeriseosten
molekyylit, niiden hydrodynaamisen tilavuuden perusteella, sdédettivélld massa-alueella (Berg et
al., 2020). APC on tullut kaupallisesti saataville 2013 ja samana vuonna menetelméd kéytettiin
ensimmaistd kertaa synteettisten polymeerien erottamiseen orgaanisessa liuottimessa (Meunier et
al., 2021). Menetelméssa polymeerit erotetaan liuoksessa kayttaen kolonnia, joka on pakattu alle 3
pum:n silloitetuilla etyleeni hybridi (engl. bridged ethylene hybrid, BEH) partikkeleilla. Partikkelit
ovat kiinteitd ja niilld on suuri huokoskoko (Meunier et al., 2021). Kolonni kestd4 suuria paineita ja
mahdollistaa eri liuotinvaihtoehtojen kéyton ilman suorituskyvyn heikkenemisti (Berg et al., 2020).
APC:n ja SEC:n vililld on havaittu olevan hyvéa vastaavuus (Meunier et al., 2021).

APC:n avulla erotus voidaan tehdd jopa kymmenen kertaa nopeammin ja saaden parempi
resoluutio kuin tavallisella SEC-analyysilld (kuva 5) (Meunier et al., 2021). APC:1l4 ei voida
kuitenkaan karakterisoida erittdin suuren molekyylipainon polymeerejd, johtuen suurten
molekyylien hajoamisesta suurilla virtausnopeuksilla ja/tai leikkausvoimista johtuvasta
muodonmuutoksesta (Meunier et al., 2021). APC:n avulla voidaan siis erottaa oligomeerej4, joilla
on sama molekyylipaino, mutta erilainen sekvenssi (Berg et al., 2020). APC-kolonnit sopivat erittdin
hyvin polaaristen liuottimien kuten metanolin kanssa (Vancoillie et al., 2016). APC on tehokas
menetelmd my06s muiden yhdisteiden kuten teknisten ligniinien karakterisointiin nopeasti ja
informatiivisesti (Sulaeva et al., 2017). APC:td on kdytetty yhdessd ainakin massaspektrometrin ja
infrapunadetektorin kanssa (Berg et al., 2020). Menetelmdd voidaan nopeuttaa entisestddn, kun
saadaan alle 2 pum:n pakkausmateriaaleja sopivalla huokoskoolla, ja jotka vuorovaikuttavat

vihemmén kuin BEH-partikkelit (Meunier et al., 2021).
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Kuva 5. Edistyneen polymeerikromatografian edut verrattuna kokoekskluusiokromatografiaan.

5.2. Poikittaisvirtauskenttivirtausfraktiointi

FFF on kehitetty samoihin aikoihin kuin SEC, mutta sitd on kédytetty kuitenkin SEC:hen verrattuna
suhteellisen vdhdn (Meunier et al., 2021). Polymeerien erottaminen FFF:114 perustuu analyyttien
erilaisiin ominaisuuksiin, jotka riippuvat FFF-tekniikassa kaytetystd kentéstd (kuva 6) (Meunier et
al., 2021). Julkaistujen artikkeleiden ja myytyjen laitteistojen perusteella AF4 on eniten kéytetty
FFF-tekniikka. AF4 onkin nykyddn vakiintunut analyysimenetelmd, jolla on kiinnostavia
tulevaisuudenndkymid  makromolekulaaristen,  kolloidisten ja  pienhiukkasmateriaalien
analysoinnissa (Meunier et al., 2021). Vaikka menetelma on vihemmaén kaytetty kuin SEC, siind on

kuitenkin joitakin etuja, joita SEC:ssi ei ole (Malik and Pasch, 2016).
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Kuva 6. Poikittaisvirtauskenttavirtausfraktioinnissa molekyylit erotetaan kohdistamalla ulkoinen
poikittaiskentta kohtisuoraan ohuessa kanavassa virtaavaa nayteliuosta vastaan (Malik and
Pasch, 2016; Perkio, 2013).

Yhtené etuna on se, ettd kanavassa on alhaisempi leikkausvoimista johtuva voima kuin pakatussa
kolonnissa (Meunier et al., 2021). Taéma etu minimoi erittdin suurten polymeerien hajoamista, jota
voi SEC-kolonnissa tapahtua. Lisdksi tdmd mahdollistaa esimerkiksi ei-kovalenttisten
vuorovaikutuksen kautta syntyvien aggregaattien tutkimista ja timé etu on mahdollistanut AF4:n
sovellutukset biolddketieteessd. AF4 on yksi tdrkeimmistd analyyttisistd menetelmista tarkkelyksen
karakterisoinnissa, joka on muuten ollut haastavaa. AF4:n avulla on myds mahdollista erottaa
isompia yhdisteitd kuin SEC:ll4, ja menetelméd sopii useimmiten paremmin haaroittuneiden
polymeerien analysointiin. Useasti my0s liuottimien vuorovaikutus AF4 kalvon on véhdisempdd
kuin SEC:n pakkausmateriaalien kanssa. AF4:n yhdistiminen monikulmaiseen valonsironta (engl.
multiangle light scattering, MALS) detektoriin on laajentanut tekniikan soveltamista kiytdnndssa
huomattavasti. My0s erilaisten materiaalien kdyttod kerdysseindmassa on tutkittu, minkd avulla on
saavutettu parempi resoluutio ja selektiivisyys. AF4 on mahdollisesti myds monipuolisempi
erotteluvilien, erotuskyvyn ja analyysiajan suhteen ilman, ettd kaupallisten kolonnien saatavuus
rajoittaa sitd (Meunier et al., 2021).

AF4:n huono puoli SEC:hen verrattuna on se, ettd menetelmédssd tarvitaan kalvo
helpottamaan ristivirtausta (Meunier et al., 2021). Lisdksi joissakin sovelluksissa sopivan kalvon
l6ytdminen voi rajoittaa menetelmén kayttdd. Fraktiot, joissa on pienen molekyylipainon yhdisteitd,
voivat kulkea huokoisen kalvon ldpi, mikd rajoittaa fraktioista saatavia tietoja.
Fokusointi/relaksointivaiheessa voi joissakin tapauksissa tapahtua néytteen héviédmistd, jolloin

ndytteen talteenotto jd&4 alhaiseksi (Meunier et al., 2021). FFF:n kéyttod rajoittaa
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fokusointi/tarkennusvaiheeseen liittyvét tekniset ratkaisut, ja siksi se on tutkimuksen kohteena
tulevaisuudessakin (Wang et al., 2018). AF4-tekniikan ei ole siis tarkoitus korvata SEC:ti vaan sen
olisi tarkoitus olla tdydentiva tekniikka (Meunier et al., 2021).

Yhteenveto

SEC on yleisimmin kéytetty menetelmd synteettisten ja luonnollisten polymeerien
karakterisoinnissa sekd molekyylipainon ja molekyylipainonjakauman maééarittdmisessa.
Esimerkiksi uuden polymeerin syntetisointi laboratoriossa on lihes mahdotonta ilman SEC:ta.
Yhdisteiden komponenttien erottaminen ennen tarkempaa analyysid on tirked, jopa vilttimiton
vaihe tutkimusta. Lisédksi erilaisten detektorien kayttd SEC-analyysissd mahdollistaa useita erilaisia
madrityksid. Tulevaisuudessakin SEC:114 on varmasti merkittdva rooli kdytettdessd sitd yksin ja
yhdessd muiden spektroskopisten menetelmien kanssa. SEC:td pitdd kuitenkin kehittdd
menetelmind ja kehittdimisessa pitdisi keskittyd erotuksen ldmpdtilan ja nopeuden nostamiseen.
Myos haaroittuneiden ja erittdin suurten polymeerien analysointi on vield haastavaa SEC:II4.
Valvomattomien erottelujen helpottamiseksi, SEC:n pitéisi tulevaisuudessa olla myds tdysin
automatisoitu. Lisdksi koulutus tdlld alalla on tulevaisuudessa ensiarvoisen tirkeda.

APC:n ja AF4:n merkitys tulevaisuudessa kasvaa varmasti entisestddn. Vaikka APC ja AF4
ovat vield ldhinnd SEC:t4 tdydentdvid menetelmid, voivat ne tulevaisuudessa olla jopa enemmén
kaytettyja kuin SEC. Jokaisessa néistd menetelmisté on kuitenkin omat hyvét ja huonot puolensa, ja
analysoitava yhdiste méérittdd myos osaltaan sen, mitd menetelméd kannattaa kiyttdd. Myos se,
mihin suuntaan tutkimusta tulevaisuudessa viedddn ja millaisia yhdisteita tutkitaan, vaikuttaa siihen,
mitkd menetelmistd ovat eniten kadytettyjd. SEC, APC ja AF4 ovat kuitenkin kaikki varmasti

tarkedssd asemassa polymeerianalytiikassa myds tulevaisuudessa.
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