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Alkaloidit ovat laaja, rakenteellisesti monimuotoinen luonnonyhdisteryhma4, jonka edustajilla on paljon
bioaktiivisia ominaisuuksia ja kyky vaikuttaa keskushermostoon. Alkaloidien luokittelulle on monia
perusteita, mutta niiden rakenteita yhdistia typpiatomi sekd eméksinen luonne. Alkaloidien kemiallisten
ominaisuuksien ansiosta niitd on hyddynnetty pitkddn lddkkeind erilaisia haastavia sairauksia vastaan.
Esimerkiksi vinka-alkaloideihin kuuluvat vinkristiini ja vinblastiini, jotka toimivat mitoosimyrkkyni
syOpdi vastaan tai akonitiini, joka toimii lddkkeend neurotoiminnan hairiihin.

2D-nestekromatografia (2D-LC) on analyysitapa, jota voidaan hyddyntdd monimutkaisten
alkaloidirakenteiden analytiikassa. Se koostuu kahdesta eri vaiheesta, joita yhdistdd suoraliitdntdisen
laitteiston tapauksessa vaihtoventtiili. Ensimmaéisen ja toisen vaiheen kolonnien erotusmenetelmait
eroavat toisistaan, jolloin analyysimenetelmaésté tulee tarkempi. 2D-LC yhdistetin alkaloidianalyysille
optimaaliseen detektoriin ja lisdksi kiinnitetddn huomiota laitteiston mahdollisimman hyvéién
ortogonaalisuuteen. Yhden piikin tarkennusta varten siirretdén vain sitd vastaava fraktio 1D-laitteistosta
2D-kolonnille, jolloin kyseessd on pééfraktion siirtomenetelmé. Jos koko nédyte halutaan analysoida
toisessa vaiheessa, voidaan puhua kattavasta 2D-nestekromatografiasta.

2D-nestekromatografia on oivallinen alkaloidianalytiikkaan, silld kasvit muodostavat monien
yhdisteiden seoksia, joissa alkaloiditkin ovat osana ja sen liséksi alkaloideilla on itsellddn analytiikan
osalta haastavia rakenteita. Siksi tarvitaan parempia puhdistusmenetelmid, jotka lisdévét analyysin
selektiivisyyttd, piikkien intensiivisyyttd sekd tarkkuutta. Kun yhdistetddan hyva ortogonaalisuus
kummassakin vaiheessa kéytettaviin, alkaloideille optimaalisiin livottimiin, saadaan entistd tarkempia
tuloksia. 2D-nestekromatografia on potentiaalinen tydkalu monimutkaisten luonnonyhdisteiden
analysointiin, joka mahdollistaa tarkempia tuloksia perinteisiin nestekromatografiamenetelmiin
verrattuna.

Avainsanat:  2D-nestekromatografia, alkaloidi, erikoistunut metaboliitti, kattava  2D-
nestekromatografia, ortogonaalisuus, piikkikapasiteetti, padfraktion siirtomenetelma
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Lyhenteet (laita aakkosjirjestykseen)

2D-LC

ASM

cAMP

ESI

GP

HILIC

HPLC

IEX

LC

LCxLC

LC-LC

MALDI-TOF- MS

MS

mLC-LC

RP-LC

SEC

Kaksivaiheinen nestekromatografia (engl. Two-dimensional liquid

chromatography)
Aktiivinen liuotinmodulaatio (engl. Active solvent modulation)

Syklinen adenosiinimonofosfaatti (engl. Cyclic adenosine

monophosphate)
Sdhkosumutusionisaatio (engl. Electrospray ionization)
Geelipermeaatiokolonni (engl. Gel permeation column)

Hydrofiilinen vuorovaikutuskromatografia (engl. Hydrophilic

interaction chromatography)

Korkean erotuskyvyn nestekromatografia (engl. High performance

liquid chromatography)
Ioninvaihto(kolonni) (engl. Ion exchange (column))
Nestekromatografia (engl. Liquid chromatography)

Kokonaisvaltainen nestekromatografia (engl. Comprehensive liquid

chromatgraphy)

Péadfraktion siirtomenetelmd 2D-nestekromatografiassa (engl. Single

heart-cutting 2D-LC method)

Matriisiavusteinen laserdesorptioionisaatio-
lentoaikamassaspektrometria (engl. Matrix-assisted laser

desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry)
Massaspektrometria (engl. Mass spectrometry)

Moninkertainen pééfraktion siirtomenetelméd 2D-nestekromatografiassa

(engl. Multiple heart-cutting method)

Kédnteisfaasinestekromatografia (engl. Reversed-phase liquid

chromatography)

Kokoekskluusiokromatografia (engl. Size exclusion chromatography)



sLCXLC Selektiivinen kokonaisvaltainen nestekromatografia (engl. Selective

comprehensive liquid chromatography)
TLC Ohutkerroskromatografia (engl. Thin layer chromatography)

DAD-UV Diodirivi-UV-detektori (engl. Photodiode array UV detector



1 Johdanto

Monilla kasveilla on ominaisuuksia tuottaa yhdisteitd, joita ihmiset ovat hyddyntdneet
vuosikymmenten tai jopa vuosituhansien ajan esimerkiksi ladkkeind monia sairauksia vastaan.
Yksi suurimmista, kasvien tuottamista yhdisteryhmistd on alkaloidit, joilla on paljon erilaisia
rakenteita. Kaikille alkaloidiryhmille yhtendistd on niiden sisdltdma typpiatomi, joka
useimmiten sijaitsee yhdisteen heterosyklisessd renkaassa (Aniszewski, 2007). Alkaloideja on
suurista yli 800 Da:n painavista vinka-alkaloideista pienimpiin yksirenkaisiin, n. 150 Da:a
painaviin alkaloideihin ja ne ovat pH-arvoltaan emiksisid. Monelle arkipdivéstd tuttuja
alkaloideja ovat esimerkiksi kahvin sisdltdmi kofeiini sekd savukkeiden sisdltdmi nikotiini
(Aniszewski, 2007).

Alkaloideilla on usein bioaktiivisia, jopa toksisia ominaisuuksia sekd kyky vaikuttaa
keskushermostoon, joka on mahdollistanut niiden laajan hyddyntdmisen l4ddketeollisuudessa.
Vaikka kasveista eristettyjen alkaloidien suoranainen ladkekdyttd on véhentynyt, niitd
valmistetaan edelleen synteettisesti tai puolisynteettisesti lddketeollisuudessa perinteisten
alkaloidiladkkeiden analogeina ja johdannaisina (Bartel et al. 2025).

Nestekromatografia (LC) yhdistettynd esimerkiksi massaspektrometriaan (MS) on
hyddyllinen analysointitapa erilaisille luonnonyhdisteille. Kasvien tuottamat alkaloidit ovat
useimmiten kuitenkin rakenteeltaan monimutkaisia sekd osana monen eri yhdisteen seosta,
jolloin niiden analysoimisesta tulee haastavaa. Ongelmaan on kehitetty ratkaisuksi
kaksivaiheinen nestekromatografia, 2D-LC. 2D-nestekromatografia koostuu tyypillisesti
kahdesta itsendisestd LC-laitteistosta, joita usein yhdistid vaihtoventtiili (Ahmad, et al., 2018,
Arena et al. 2025).

2-ulotteisella nestekromatografialla analysoidut fraktiot tuottavat kromatogrammiin
selkedmmait ja intensiivisemmiit piikit, joka mahdollistaa paremman erotusmenetelméin kasvien
tuottamille alkaloideille. Eri vaiheiden laitteistoille asetetaan toisistaan eroavat parametrit
esimerkiksi liuottimen tai kolonnin suhteen, jolloin analyysit tarkentavat toinen toisiaan
vaiheiden vélilld. Ndyte voidaan analysoida kokonaan, tai siitd voidaan siirtdd vain osa toisen
vaiheen kolonniin, kun halutaan tarkentaa tietyn fraktion tuottamaa piikkia kromatogrammissa
(Arena et al., 2025, Kumar et al. 2023).

Téssd tutkielmassa kisitellddn alkaloidien kemiaa ja niiden hyddyntdmistd
ladkekehityksessd sekd 2D-nestekromatografian rakennetta ja toimintaperiaatetta. Tutkielman

lopuksi syvennytddn 2D-nestekromatografian hyddyntdmiseen alkaloidien puhdistuksessa seka



pohditaan, kuinka 2D-nestekromatografia voisi olla ratkaisu yhid tarkempaan ja

yksityiskohtaisempana alkaloidianalytiikkaan.

2 Alkaloidit luonnossa

Alkaloidit ovat suuri luokka luonnossa esiintyvid kemiallisia yhdisteitd, joilla on bioaktiivisia
ominaisuuksia. Niiden koot ja muodot eroavat pienimmisti yksirenkaisista yhdisteistd suuriin
makrobiomolekyyleihin. Alkaloidien lddketieteellinen historia erilaisina rohdoshoitoina ulottuu
pitkdlle ihmiskunnan historiaan, ja edelleenkin alkaloideja kédytetdédn parantavien
ominaisuuksiensa seké terveyshyotyjensd vuoksi ladketeollisuudessa (Aniszewski, 2007).
Nykymaailman putkilokasveista jopa 25 % siséltidvit alkaloidiyhdisteitd, mutta
esiintyvyys muissakin kasviryhmissi on runsasta (Aniszewski, 2007). Nykyisen méaritelmén
mukaan alkaloidilajeina pidetddn kasveja, jotka sisdltdvit alkaloideja yli 0,01 % kasvin
kuivapainosta. Monet kasvit siséltdvdt kuitenkin evoluution seurauksena hyvin pienid
pitoisuuksia alkaloideja, joten todellista lukua alkaloideja sisdltdville kasvilajeille ei voida

luotettavasti maarittdd (Aniszewski, 2007).

2.1 Alkaloidien kemiallisia ominaisuuksia

Yleisesti kaikkia alkaloidiryhmid yhdistdé niiden sisdltdma heterosyklinen rengas, joka sisdltaa
typpiatomin. Kuten aina, myds sddntdon typpiatomin sisédltavastd heterosyklisestd renkaasta on
olemassa poikkeuksia protoalkaloidien luokasta. Alkaloidit ovat luonnollisia eméksid, ja ne
muodostavat vapaiden yhdisteiden liséksi helposti suoloja (Aniszewski, 2007).

Liséksi alkaloidit ovat biologisesti aktiivisia molekyylejd ja suurimmalla osalla on myds
farmakologisia vaikutuksia, minkd takia niilldi on suuri merkitys ladkekehityksessd ja -
tuotannossa (Aniszewski, 2007). Aktiivisuus perustuu usein niiden toksikologisiin
ominaisuuksiin eli kykyyn toimia myrkkynd. Kasvi tuottaa luonnollisia myrkkyjd omiin
tarkoituksiinsa puolustautuessaan ympdriston aiheuttamia negatiivisia vaikutuksia vastaan

(Kumar et al., 2025).



2.2 Alkaloidien piaryhmiit ja niiden erot

Nykypdiviand alkaloidit luokitellaan kolmeen pédtyyppiin: todellisiin alkaloideihin,
protoalkaloideihin sekd pseudoalkaloideihin. Luokitteluperusteita ovat esimerkiksi niiden
muoto, alkuperd, farmakologiset vaikutukset sekd prekursorina toimiva molekyyli, josta kasvi
tuottaa valmiin alkaloidin sille ominaisen biosynteesireitin kautta (Aniszewski, 2007,
Bhambhani et al. 2021). Alkaloidit voidaan luokitella myds heterosyklisiin tai ei-heterosyklisiin
alkaloideihin sen mukaan, onko typpiatomi rengasrakenteessa vai muualla hiiliketjussa
(Bhambhani et al. 2021).

Todelliset tai aidot alkaloidit (engl. true alkaloids) on suurin ja samalla myos
merkittdvin ryhmé alkaloidien pdéluokista. Kuten kaikille alkaloideille on ominaista, todellisten
alkaloidien ryhmin edustajilla on typpiatomin sisdltimé heterosyklinen rengas. Ryhmien
kaikkien alkaloidien prekursorina toimii jokin aminohappo, ja ne muodostavat helposti
kasveissa vesiliukoisia suoloja. Suolayhdisteiden lisdksi aidot alkaloidit esiintyvit kasveissa
vapaina yhdisteind tai N-oksideina. Kyseisen alkaloidiryhmén alkaloidit esiintyvit nikotiinia
lukuun ottamatta valkean jauheen muodossa ja niilld on ryhmélle ominainen kitkerd maku
(Aniszewski, 2007).

Protoalkaloidit ovat toinen alkaloidien pdidryhmistd, ja ne eroavat todellisista
alkaloideista molekyylin siséltimédn typpiatomin sijainnin perusteella. Protoalkaloideissa
rengasrakenne ei ole heterosyklinen, vaan usein rengas on bentseeni ja typpiatomi sijaitsee
osana hiiliketjua. Protoalkaloidien luokka on suuruudeltaan vain murto-osan todellisten
alkaloidien luokan koosta eikd mydskddn protoalkaloideja muodostavien kasvien miéréd ole
suuri (Aniszewski, 2007, Bhakta et al. 2020). Téarkeimpiéd protoalkaloidien esiasteita ovat L-
tryptofaani ja L-tyrosiini (Bhakta et al. 2020).

Kolmas alkaloidien luokittelun padryhmistd on pseudoalkaloidit. Toisin kuin todelliset
alkaloidit sekd protoalkaloidit, kaikkien pseudoalkaloidien perushiilirunko ei ole
aminohappojohdannainen, vaan niitd valmistuu fenyylialaniinien, asetaattien, steroidien tai
ketonien biosynteesistd. Edelld mainittujen prekursorien liséksi pseudoalkaloidit voivat olla
aminohapporeaktioteiden, kuten transaminaation, reaktiosivutuotteita. Pseudoalkaloideille
ominaista on typpiatomin liittyminen perusrunkoon synteesin loppuvaiheessa, kun todellisilla
alkaloideilla ja protoalkaloideilla typpiatomi on osana perusrunkoa synteesin ensimmaéaisesti
reaktiosta ldhtien (Aniszewski, 2007, Bhakta et al. 2020).

Péadluokkien lisdksi alkaloideja voidaan ryhmitelld alaluokkiin niiden sisdltdimien

kemiallisten padryhmien sekd prekursoreina toimivien yhdisteiden avulla. Esimerkiksi



pseudoalkaloideihin kuuluva kofeiini on puriinialkaloidi ja sen prekursorina toimii adeniini tai
guaniini (Aniszewski, 2007). Taulukossa 1 on lisdd esimerkkejé alkaloidien luokittelusta ja

erilaisista alkaloidirakenteista.

Taulukko 1. Esimerkkeja alkaloidiluokittelusta.
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2.3 Alkaloidien biosynteesi ja toimintamekanismi kasveissa

Alkaloidit ovat erikoistuneita metaboliitteja ja niilldi on tidrked osa kasvin omassa
puolustautumisjarjestelmassd ympariston aiheuttamia stressivasteita ja patogeenejd vastaan.
Toisin kuin primaariset metaboliitit, jotka vaikuttavat suoraan kasvin kehitykseen ja kasvuun,
erikoistuneiden metaboliittien tuotannon on saatava signaalivaste ennen niiden tuotannon
kdynnistymistd. Signaaleja aiheuttavat bioottiset tekijit, kuten patogeenit ja herbivorit, sekd
abioottiset tekijat, kuten UV-siteily, kuivuus ja korkeat ldmpotilat. Kasvit hyotyvit itse
alkaloidien toksisuudesta sekid niiden karvaasta ominaismausta puolustautumalla patogeeneja
vastaan (Kumar et al., 2025).

Alkaloidien = biosynteesireaktiot toimivat palautesditelylld, jota reaktioiden
lopputuotteet ohjailevat. Reaktioteiden lopputuotteet inhiboivat entsyymien toimintaa, jolloin
reaktioita ei péddse tapahtumaan, mikédli kyseistd lopputuotetta on jo tarpeeksi kasvin
toiminnoille (Kumar et al., 2025).

Alkaloidien  biosynteesi alkaa useimmin jonkin aminohapon esiasteen
dekarboksylaatioreaktiosta asetaatti-, shikimaatti-, mevalonaatti- tai deoksiksyluloosireittid
pitkin (Aniszewski, 2007, Kumar et al. 2025). Alkaloidien prekursoreita on monia, kuten
esimerkiksi L-lysiini piperidiinialkaloidien, L-tryptofaani indolialkaloidien ja adeniini
puriinialkaloidien prekursorina. Kaikki alkaloidit eivdt muodostu aminohapoista, vaan myos
jotkin hapot, kuten pyruvaatti- ja nikotiinihappo, sekd esimerkiksi asetaatti-ioni tai saponiinit
toimivat tiettyjen alkaloidien esiasteina (Aniszewski, 2007). Synteesireitit ovat sarja erittiin
tarkkaan sdddeltyjd kemiallisia reaktioita ennen primaarimetaboliittien muuttumista moniksi eri
erikoistuneina  metaboliitteina  toimiviksi  alkaloideiksi.  Alkaloidien = rakenteet
monimutkaistuvat ja ne saavat merkittdvid farmakologisia ominaisuuksia synteesin edetessi
kohti valmista alkaloidia (Kumar et al., 2025).

Biosynteesireittien vélireaktiot ovat  yleensd  joko metylaatio-  ja
hydroksylaatioreaktioita tai yhdisteen rakenteellista uudelleenjarjestdytymistd. Esimerkiksi
erddn synteesireitin haarautumiskohta on vilituotteena toimiva retikuliini, joka jakaa
morfiinialkaloidien reaktioreitin monoterpenoidi-indodolialkaloidien reaktioreitistd. Indoli ei
itsessdén ole alkaloidi, mutta se on monien alkaloidien ja kasvihormonien sisdinen rakenne.
Kuvassa 1 on kyseisen reaktioreitin eri vaiheet ensimmadisistd prekursoreista rakenteellisesti
valmiisiin, monimuotoisiin alkaloideihin. Yhdessd erikoistuneiden metaboliittien kanssa

kasvihormonit vaikuttavat kasvin kasvuun, sédtelyyn ja toimintoihin (Kumar et al., 2025).
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Kuva 1. Monoterpenoidi-indolialkaloidien ja morfiinialkaloidien reaktioreitit alkavat
molemmat dekarboksylaatiolla ja haarautuvat myohemmin. Kuva on mukailtu ldhteestéd

(Kumar et al. 2025).

3 Alkaloidit lasikkeina

Alkaloideja siséltdvid kasveja sekd yrtteja on hyddynnetty ldédketieteellisiin tarkoituksiin jo
vuosisatoja ja joitain alkaloidiyhdisteitd kaytetddn ladkkeind vield nykypéaivanakin.
Ensimmadisen lddkekdytossd hyddynnetyn alkaloidin, morfiinin (kuva 2c.), 18ysi Friedrich
Sertiirner vuonna 1805 oopiumiunikosta, joka oli merkittidvd edistysaskel ladkekehityksessa.
Nykyéédn useiden alkaloidiyhdisteiden rakenteita voidaan myds valmistaa synteettisesti tai
muunnella niiden molekyylimallien perusteella.  Alkaloidilddkkeiden synteettinen
valmistaminen parantaa niiden biologista aktiivisuutta ja samalla lisdd alkaloidien
mahdollisuutta toimia entisti parempina lddkeaineina. Kuten kaikki lddkeaineina kiytetyt
yhdisteet, myos alkaloidit ovat suurina annoksina tappavia. Ne voivat aiheuttaa useita
sivuvaikutuksia ja ovat terveille soluille myrkyllisid (Aniszewski, 2007).

Alkaloidien monipuolinen bioaktiivisuus mahdollistaa sen, ettd ne voivat toimia
aineenvaihdunnassa histologisina séételijoind (Aniszewski, 2007) tai paikallispuuduttajina
muualla (Letchuman et al. 2025). Ne voivat vihentéa tai jopa estéd esimerkiksi tietyn reseptorin
toimintaa, mikd saattaa hidastaa joidenkin sairauksien etenemistd. Téméin ominaisuuden vuoksi
alkaloideja on hyoddynnetty lddkeaineina vaikeastikin hoidettavien sairauksien hoitoon
(Aniszewski, 2007).

Alkaloidit voivat vaikuttaa kehossa moniin eri reseptoreihin, jotka sditelevit
solunsisdisid ja -vélisid toimintoja. Muun muassa akonitiini (kuva 2a.) ja ajmaliini (kuva 2b.)

ovat alkaloidipohjaisia kasvimyrkkyjé, jotka voivat osallistua natriumkanavien sditelyyn.



Akonitiini pystyy ensin aktivoimaan ja myohemmin inaktivoimaan enstymaattista toimintaa
hermosolun reseptorin Na'-kanavien kautta. Tdmid vaikuttaa hermosolujen viliseen
signalointiin, ja siksi akonitiinia on aikoinaan hyddynnetty neurotoiminnallisten héirididen
parannuskeinona. Ajmaliinin vaikutusperiaate on puolestaan Na'-kanavien toiminnan
inhiboiminen. Na'-kanavien toiminta vaikuttaa syddmen sykkeeseen, johon on ajmaniinilla
hidastava vaikutus. Siksi sitd on kéytetty pienind annoksina syddmen rytmihdirididen hoitoon
(Aniszewski, 2007). Ensimmadisend l0ydetty alkaloidi, morfiini (kuva 2c.), on tehokas
kipulddke, mutta se aiheuttaa pahaa riippuvuutta. Siksi myos kivunlievityslddkkeend toimiva
kodeiini (kuva 2d.), morfiinin metyylieetterijohdannainen, joka 16ytyy morfiinin tavoin
oopiumiunikosta, tarjoaa tehokkaan kivunlievityskeinon pienemmaélld riippuvuusriskilld
(Letchuman et al. 2025).

Vinblastiini (kuva 2e.) ja vinkristiini (kuva 2f.) ovat syopilddkkeind, erityisesti
leukemian hoitoon, kiytettyja vinka-alkaloideja, jotka toimivat mitoosimyrkkyiné
(Aniszewski, 2007, Letchuman et al. 2025). Ne voivat hiiritd solujen mikrotubuluksen
toimintaa, joka vastaa mitoosin metafaasivaiheen toiminnasta, eli ne estivit syOpdsolujen
hallitsematonta jakautumista (Aniszewski, 2007, Farrell et al., 1993). Vinkristiinilld ja
vinblastiinilla on my6s muita ominaisuuksia, esimerkiksi vaikutuksia DNA-synteesin sekd
aminohappometabolian toimivuuteen (Aniszewski, 2007).

Monet alkaloidit toimivat stimulantteina ja niitd voidaan hyddyntdd myos lddkkeend
erilaisia sairauksia vastaan muun muassa kivunlievityksend. Stimulantit ovat aineita, jotka
stimuloivat keskushermoston toimintaa sekd kithdyttdvdt verenkiertoa. Esimerkiksi
teobromiinilla (kuva 2g.), teofylliinilla (kuva 2h.) sekd tunnetuimpana kofeiinilla (kuva 2i.) on
kaikilla elimistossd stimuloivia vaikutuksia. Kofeiini pystyy inhiboimaan fosfodiesteraasien
vaikutusta, lisidimaidn cAMP:n aktiivisuutta seki kilpailemaan adenosiinin kanssa reseptoreista
keskushermostossa. Kofeiinilla on myds diureettisten ja verisuonia laajentavien
ominaisuuksiensa vuoksi vaikutusta aivojen verisuonissa, mikéd vihentdd paansarkyd. Muut ylla
mainitut stimulantteina toimivat alkaloidit vaikuttavat keskushermostoon sekd verenkiertoon

kofeiinin tavoin (Aniszewski, 2007).
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Kuva 2. Tunnettujen alkaloidilaskeyhdisteiden rakenteita: akonitiini (a.), ajmaliini (b.), morfiini (c.),

kodeiini (d.), vinblastiini (e.), vinkristiini (f.), teobromiini (g.), teofylliini (h.), kofeiini (i.).



4 2D-nestekromatografia

Kaksiulotteisia kromatografiatyyppejd on kahta luokkaa: 2D-nestekromatografia (2D-LC) ja
2D-kaasukromatografia (2D-GC). Téssd tutkielmassa perehdytddn 2D-LC:n rakenteeseen,
toimintaperiaatteeseen ja sovellutuksiin alkaloidianalytiikassa. 2D-LC on kehittyneempi versio
tavallisista yksivaiheisista, kuten korkean erotuskyvyn (HPLC), kromatografiamenetelmista.
Erotuskyky on 2D-kromatografiassa huomattavasti parempi perinteisiin
kromatografiamenetelmiin verrattuna, mika takaa helpomman ja nopean puhdistusmenetelmén
erityisesti biologisten yhdisteiden tutkimuksessa. Hyvédn erotuskyvyn kautta detektiossa
muodostuvien kromatogrammien ja spektrien tarkkuus seka piikkien intensiteetit ovat parempia
ja laitteiston selektiivisyys tehokkaampi (Carr et al., 2007).

Uusia analyysimenetelmid kehitellddn ennen kaikkea parantamaan monimutkaisten
yhdisteseosten analytiikkaa, mutta myds nopeuttamaan ja helpottamaan tutkimuksen tekemista.
Nykyéddn myos laitteistojen ymparistoystavillisyys ja kestdvyys ovat tiarkeitd ominaisuuksia
niiden kehityksen kannalta. Kromatografiset menetelmdt vidhentdvdt haastavien
luonnonyhdisteiden, kuten alkaloidien, tutkimuksessa ympériston kuormitusta, ja
moniulotteiset tekniikat parantavat ymparistoystavallisyyttd entisestddn (Kumar et al. 2023).

Resoluution tarkkuuden parantamisen lisdksi 2D-kromatografiamenetelméssi tdytyy
ottaa huomioon kaikki mahdolliset muuttujat, jotta tarkkuuden parantuminen onnistuu.
Muuttujia ovat esimerkiksi gradientin sekd faasin véliset vuorovaikutukset, retentioaika,
kolonnin pituus ja muoto sekéd koeolosuhteet, kuten ldmpétila ja ilmankosteus (Ahmad, et al.,
2018). Laitteistoa voidaan kutsua kattavaksi 2D-nestekromatografiaksi, mikili se tdyttda
seuraavat ehdot: ndytteen tutkittavat osat ldpikdyvét kaksi erillistd toisistaan riippumatonta
erottelumenetelmdd, vdhintdin sama middrd tutkittavista komponenteista kulkee kyseisten
erillisten erotusmenetelmien ldpi ja ensimmdiisen vaiheen analyysissd saavutettu resoluutio

vahintdinkin sdilyy (Arena et al., 2025).

4.1 Rakenne

2D-nestekromatografia koostuu kahdesta erillisestd osasta: ensimmaisesti vaiheesta ja toisesta
vaiheesta. Tavallisissa kromatografiamenetelmissd, kuten HPLC:ssa kdytetddn vain yhté
vaihetta. 2D-kromatografialaite ei usein itsessdén ole tehokas analyysimenetelmd, vaan sithen
on lisdtty ominaisuuksia, esimerkiksi massaspektrometri tai UV-detektori, joiden avulla

saadaan yhdisteiden analysoinnissa optimaalisempia tuloksia (Arena et al., 2025).
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Eri vaiheiden parametrien on erottava toisistaan jotenkin, jotta erottelumenetelmét
tarkentavat toisiaan ja fraktioiden muodostamien piikkien intensiteetit paranevat. Kyseisté
ilmiotd kutsutaan ortogonaalisuudeksi, jolloin kummassakin vaiheessa kaytettdvit
puhdistusmenetelmét eivdt ole riippuvaisia keskenddn, vaan parantavat toistensa tuloksia.
Optimoitavia parametrejd ovat esimerkiksi kolonnien koko, muoto sekd materiaali, liikkuvat
faasit ja gradienttieluutio, ndytesilmukan tilavuus sekd eri vaiheiden vélinen rajapinta.
Esimerkiksi kolonneissa oleva materiaali voi olla sama, mutta niiden koko ja sisddntuloaukko
eroavat vaiheiden vililld. Vastakohtana kolonnin materiaali voi vaihdella: ensimmadisen
vaiheen kolonni perustuu esimerkiksi hydrofiiliseen vuorovaikutukseen (HILIC) ja toisen
vaiheen kolonni kédnteiseen faasikoostumukseen (RP-LC). Kolmas tapa muuttaa vaiheiden
valistd erottelutapaa on niiden olosuhteiden, kuten pH-arvon, muuttaminen (Arena et al., 2025).

Kummatkin vaiheet sisdltdvdit pumpun, joka pumppaa laitteistoon sopivaa eluenttia,
kolonnin sekéd detektorin (kuva 3), joka muodostaa analyysistd graafisen kromatogrammin
tietokoneen vilitykselld. Laitteiden rakenteet vaihtelevat kuitenkin sen mukaan, minka
tyyppisid osia niissd on kéytetty ja minkd tyypin kromatografia on kyseessd. Tiedettdvisti
ensimmdinen kahden ulottuvuuden kromatografiamenetelméd oli ohutkerroskromatografia
(TLC), joka sisélsi geelipermeaatiokolonnin (GP) 1D-osassa ja RP-LC:n 2D-osassa vélissdan
8-porttinen vaihtoventtiili (kuva 4). Myohemmin 1D-laitteiston kolonni muutettiin
mikrohuokoiseen ioninvaihtokolonniin (IEX) ja 2D-laitteiston kolonni puolipreparatiiviseen
kokoekskluusiokolonniin (SEC), joka antoi ortogonaalisesti parempia tuloksia verrattuna
edelliseen laitteistoon. Merkittidva edistysaskel saavutettiin, kun keksittiin liittdd UV-detektori
matriisiavusteiseen laserdesorptioionisaatio- lentoaikamassaspektrometriin (MALDI-TOF-
MS). Uusin kromatografiamenetelmé on HILIC, joka sopii liitettdvaksi esimerkiksi RP-LC:n,
SEC-LC:n tai [EX-LC:n kanssa (Arena et al., 2025).
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Kuva 3. Yksinkertaistettu automatisoitu suoraliitintdinen 2D-nestekromatografian rakenne.

Kuva on mukailtu ldhteestd (Kumar et al. 2023).
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Kuva 4. Kahdeksanporttisen vaihtoventtiilin rakenne ja toimintamekanismi. Kuva mukailtu

lahteestd (Erni & Frei, 1978).

1D-kolonni on usein suhteellisen pitkd verrattuna 2D-kolonniin, n. 10-25 cm pitka,
halkaisijaltaan kapea ja sitd hyddynnetddn hitailla virtausnopeuksilla. Halkaisijaltaan
kapeammilla kolonneilla on parempi erottelukyky ja herkkyys verrattuna levedmpiin

kolonneihin. 2D-kolonni tulisi puolestaan olla sisdhalkaisijaltaan 4-8 kertaa suurempi, mité 1D-
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kolonni, jotta 2D:ssa kéytetty suuri virtausnopeus ei aiheuta analyysimenetelmén herkkyyden
heikkenemistd tai analyyttien laimentumista. 2D-kolonni on valmistettu huokoisesta
materiaalikappaleesta, kuten piioksidista, joka tekee siitd monoliittisen kolonnin.
Monoliittisilla C18-kolonneilla on keskiméérin 15 % suurempi huokoisuus, kun tavallisimmilla
pakatuilla kolonneilla. Toinen 2D-kolonneissa kdytetty materiaali koostuu pintahuokoisista
partikkeleista, joilla on monoliittisen materiaalin tavoin huokoinen ulkokuori ja liséksi sisdlla
kiinted ydin (Arena et al., 2025).

Myo6s kromatografiassa tapahtuva eluutio on kummankin vaiheen osalta prosessi, joka
sdddetddn optimaaliseksi, jotta tulokset moniulotteisen kromatografian analyysistd olisivat
mahdollisimman tarkkoja. 2D-kromatografialaitteistossa hyodynnetdan 1D- tai 2D-
gradienttieluutiota tai vastaavasti isokraattista eluutiota. Isokraattisessa eluutiossa liuottimen
koostumus pysyy koko ajon aikana samana, kun taas gradienttieluutiossa kéytettdvien
livottimien keskindinen suhde muuttuu. Gradientti muuttuu yleensd analysoitavien
kohdeyhdisteiden vesiliukoisuuden perusteella poolisemmasta liuottimesta poolittomampaan
suuntaan. Gradienttieluutio on yleensd 2D-kromatografiassa optimaalisempi kuin isokraattinen
eluutio. Esimerkiksi RP-LC:n kdytossi liian vahva eluentti tutkittaville kohdeyhdisteille, kuten
alkaloideille, johtaa heikosti stationddrifaasin kanssa vuorovaikuttavien yhdisteiden heikkoon
erotteluun, kun taas liian heikko eluentti pidentdd analyysiaikoja turhan pitkiksi.
Gradienttieluution etuna on myds sen muokkaaminen kaikille analyysikerroille optimaaliseksi,
jolloin kromatogrammin piikkikapasiteetti paranee (Arena et al., 2025).

Signaalien vastaanottavat detektorit ovat nopeutuneet viime vuosien aikana
huomattavasti. Nykyédin paljon kaytettyja detektoreja ovat massaspektrometrit (MS), joista
yleisimpid ovat MALDI-TOF-MS ja sdhkdsumutusionisaatio-MS (ESI-MS) seké diodirivi-
UV-detektori (DAD-UV). MALDI-ionildhdettd ei voida liittdd laitteistoon, mikéli siind
hy6dynnetdan online-injektiotekniikkaa. ESI-MS:aa voidaan puolestaan kéyttdd mink4 tahansa
injektiotekniikan  yhteydessd. =~ ESI-MS-detektiossa  ilmenee  helposti  signaalin
vaimenemisilmiotd, joten oikean liuottimen valitseminen on rajoitetumpaa verrattuna UV-
detektioon. UV-DAD-detektiomenetelmit ovat MS-menetelmid suositumpia 2D-LC:ssa niiden
paremman piikki-pinta-alojen suhteellisen tarkkuuden ansiosta. Myds skannausnopeus on
seikka, joka aiheuttaa ongelmakohdan detektorin valinnassa: toisen ulottuvuuden LC-kolonni
toimii huomattavasti nopeammin perinteiseen LC-kolonniin verrattuna, ja siksi onkin tirkeéa,
ettd sithen yhdistetty detektori on nopea havaitsemaan tulleita signaaleja (Carr et al. 2007).

Mikili kyseessd on automatisoitu linjaan kytketty siirtotekniikka suoraan 1D-LC:sta

2D-LC vaiheeseen, niitd yhdistdd kahdeksanporttinen silmukkaventtiili, mikd ohjaa virtausta
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eri osioiden vililla (kuva 4). Tilanteessa a. virtaus kulkee 1D-detektorilta silmukan A (tdyttd)
kautta jétteeseen ja samaan aikaan pumpulta 2 tuleva virtaus injektoidaan 2D-kolonniin
silmukan B (injektointi) kautta. Tilanteessa b. virtaus kuljetetaan detektorilta 1 silmukan B
(tdyttd) lapi jatteeseen ja pumpulta 2 virtaus kulkee silmukan A (injektointi) kautta toisen

vaiheen kolonnille (Erni & Frei, 1978).

4.2 Toimintaperiaate

2D-nestekromatografiassa nédytteitd voidaan analysoida kahdella eri tavalla: paifraktion
siirtomenetelmélld tai kokonaisvaltaisella menetelmilld. Valittava tapa riippuu siitd, minka
tyyppistd analyysid tutkimuksella haetaan. Kummassakin tavassa nidyte kulkee ensin
ensimmadisen vaiheen laitteiston l4pi, jonka jilkeen olevassa vaihtoventtiilisséd valitaan toiseen
vaiheeseen menevd ndytteen osa. Koko niytettd ei ole useinkaan tarpeellista analysoida
uudelleen, joten usein valitaan vain yksi tai useampi fraktio 2D-kolonniin jatkoanalyysié varten
(Kumar et al. 2023).

Usein halutaan analysoida vain tiettyd fraktiota vastaava piikki uudelleen sen
intensiteetin ja tarkkuuden parantamista varten. Kyseistd menetelmdd kutsutaan yksittdisen
paéfraktion siirtomenetelméksi (LC-LC) (engl. Single heart-cutting method). Yksittdisen
paéfraktion siirtomenetelméssé koko ndyte injektoidaan aluksi ensimmaéisen vaiheen LC:n ldpi,
jonka jdlkeen vain tarkempaa analyysid vaativaa piikkid vastaava fraktio johdetaan toisen
vaiheen laitteistoon. Niytteen johtaminen voidaan suorittaa automaattisesti vaihtoventtiilin
kautta kuvan 4 mukaisesti tai manuaalisesti, jolloin halutut fraktiot kerdtidn ensin 1D-
kromatogrammien perusteella ja injektoidaan sitten 2D-laitteistoon (Arena et al., 2025, Kumar
et al., 2023).

Mikaéli tutkittavat analyytit sijaitsevat toisistaan eri alueilla kromatogrammissa eikd
valittomid paéllekkdisyyksid esiinny ensimmadisen seké toisen vaiheen vililld piikkien suhteen,
voidaan tarkentaa useamman piikin analyysid injektoimalla useampi osa samasta ndytteestd
vaihtoventtiiliin ja kuljettaa 2D-laitteiston 1dpi 2D-detektorille. Kyseistd analyysimenetelméaa
kutsutaan moninkertaiseksi péddfraktion siirtomenetelméksi (mLC-LC) (engl. multiple heart-
cutting LC) (Kumar et al. 2023). Jos tutkittavien fraktioiden retentioajat ovat liian 14dhelld
toisiaan, voidaan toinen fraktio véliaikaisesti sdilod ndytesilmukkaan vaihtoventtiilissd ja
analysoida vasta, kun toinen fraktioista on analysoitu. Téllaisessa tilanteessa vaihtoventtiilin on

siséllettava kaksi lisdventtiilid, jotta ndytteen sdilominen onnistuu (Arena et al., 2025).
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Jos analyysissd halutaan tarkentaa koko 1D-kromatografiassa muodostuvaa
kromatogrammia, on kyseessd perinteinen eli kokonaisvaltainen 2D-nestekromatografia
(LCxLC) (engl. Comprehensive liquid chromatography) (Kumar et al. 2023). Tarkoituksena on
tarkentaa kaikkia ndytteessd olevien yhdisteiden vastaavia piikkejad kromatogrammissa, ja siksi
tekniikan edellytyksend onkin, ettd koko ndyte kulkee kummankin vaiheen lépi. Pédfraktion
siirtomenetelmd  on  kuitenkin ~ kattavaa = 2D-nestekromatografiaa = kéytetympi
analyysimenetelma, silld usein koko néytteen kromatogrammia ei ole tarpeellista tarkentaa
(Kumar et al. 2023). Sen lisdksi LC-LC on kidyttokustannuksiltaan edullisempaa, silld se
tarvitsee yksinkertaisemman laitteiston LCXLC:n verrattuna sekd resurssien kulutus on
vahdisempii ajon aikana, kun analysoidaan vain tiettyé fraktiota vastaava osa (Cabooter et al.
2024). Lisédksi on olemassa vield selektiivinen kattava menetelmd, LC-LC:n ja LCxLC:n
vilimuoto, jossa haluttu 1D-kromatogrammin piikin muodostanut paifraktio voidaan fraktioida
edelleen ja injektoida erillisend 2D-kolonniin. Tekniikka eroaa LC-LC:sta siten, ettd
sLCXLC:ssa koko piikkid vastaava ndytetilavuus injektoidaan 2D-kolonniin, eikd vain tiettya
osaa siitd (Arena et al., 2025).

Edelld mainituissa 2D-menetelmissd voidaan hyodyntdd useampaa eri injektointitapaa,
kun halutaan siirtdd ndyte ensimmaisestd vaiheesta toiseen. Kiytetyimmaét injektointitekniikat
ovat manuaalinen, eri aikaan tapahtuva, tai automaattinen, linjaan kytketty, injektointitekniikka
(engl. offline, online technique). Toisistaan erillddn olevilla injektointitekniikoilla halutut
fraktiot johdetaan manuaalisesti tai joissakin tapauksissa fraktionkerddjan kautta 1D-
laitteistosta 2D-laitteistoon. Tdma mahdollistaa sen, etteivit laitteistojen tarvitse valttimétta
olla yhdistettynd toisiinsa, jolloin my0s kustannukset ovat alhaisempia. Suoraliitdntdisessa
injektointitekniikassa puolestaan néytteensiirto on automatisoitu ja halutut fraktiot siirtyvét
reaaliajassa 2D-kolonniin. Offline- ja online-tekniikoiden lisdksi on olemassa myds vihemmaén
kiytetyt pysdytetyn virtauksen ~menetelmd (engl. stop-and-go method) sekid
pulssieluutiomenetelmi. Pysdytetyn virtauksen menetelméssi 1D- ja 2D-laitteistojen virtaukset
toimivat eriaikoina: kun tietty fraktio siirretdéin toisen vaiheen laitteistoon, ensimmaéisen
vaiheen virtaus pysdytetddn. Vastaavasti, kun 1D-laitteiston analyysi on kdynnissd, 2D-
laitteiston virtaus on pysdhdyksissd. Pulssieluution toimintamekanismi vastaa pysdytetyn
virtauksen menetelmdd, mutta eroavaisuutena on, ettd sen eluentin koostumusta muutetaan
muuttamatta sen virtaamisnopeutta, kun taas pysdytetyn virtauksen tekniikkassa eluentin
koostumus pysyy samana ja virtaamisnopeus muuttuu (Arena et al., 2025).

Kaikissa injektointitekniikoissa on sekd hyotyja ettd haittoja, joten tarvittava tekniikka

valitaan  tarpeiden ja  kdytossd  olevien resurssien ~mukaan. Manuaalisessa
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injektointimenetelméssd riittdd kaksi perinteisti LC-laitteistoa, joiden ei tarvitse olla
yhteydessd toisiinsa. Talloin myds kustannukset alenevat verrattuna automaattiseen
injektointimenetelméédn. Offline-tekniikassa voidaan hyodyntdd kummassakin vaiheessa
erilaisia erotusmenetelmid ja ndytteen pitoisuus voi vaihtua laitteiston vaihdon yhteydessi, kun
taas suoraliitintdisessd -tekniikassa erilaisten erotusmenetelmien yhdistiminen voi tuoda
haasteita. Automaattinen injektointitekniikka vaatii myds enemmén laitteistoa, kuten eri
vaiheiden vilisen vaihtoventtiilin, joka lisdd kustannuksia entisestddn. Suoraliitinndisessa
tekniikassa ei  kuitenkaan ole eriaikaan tapahtuvassa tekniikassa  ilmentyvaa
kontaminaatioriskid, joka muodostuu ndytteen siirrossa manuaalisesti ulottuvuudesta toiseen

(Arena et al., 2025).

4.3 2D-LC:n hyodyntiminen alkaloidianalytiikassa

Alkaloidianalytiikassa vaikeinta on niiden rakenteellinen samankaltaisuus ja isomeerit,
hintiminen, ko-eluutio seki alkaloidien oleminen osana moniyhdisteisid kasviseoksia, joita
kasvit tuottavat. Edelld mainittuyjen ongelmien vuoksi pelkdstddn yksivaiheiset
kromatografiamenetelmit liitettynd MS- tai UV-detektoriin eivdt aina riitd, vaan tarvitaan
herkempii ja analyysitavoiltaan monimutkaisempia menetelmié.

Useamman ulottuvuuden nestekromatografiaa on esitetty ratkaisuksi osana vaikeasti
erottuvien yhdisteiden, kuten alkaloidien, analytiikkaa. Kahden kromatografialaitteiston
taktiikka parantaa kromatografista resoluutiota, yksittdisten piikkien erottuvuutta sekd
erotusmenetelmin selektiivisyyttd (Guo et al. 2023). RP-LC-teknitkka on  LC-tekniikoista
kédytetyin ja sitd hyodynnetidénkin yli 80 %:ssa kaytetyissd 2D-LC-laitteistoissa ainakin toisena
erotusmenetelménd. Monimutkaisten seosten ja rakenteiden takia tarvitaan kuitenkin usein
toiseen vaiheeseen eri erotusmenetelméédn perustuva kolonni, jotta ensimmaéisessd vaiheessa
erottumattomat fraktiot erottuvat toisistaan selkeésti eri piikeilld (Bai et al. 2019). LCxLC-
kromatografiassa piikkien intensiteetit ovat ihannetilanteessa ensimmaiisessd ja toisessa
vaiheessa erottuvien piikkien tulo (kaava 1):

Neap = 'ne X 2 (1
, jossa n¢2p on kokonaispiikkikapasiteetti, 'n. on ensimmaiisen vaiheen piikkikapasiteetti ja *n.
on toisen vaiheen piikkikapasiteetti. Laboratorio-olosuhteissa kaikissa analyysiajoissa syntyy
kuitenkin jonkinlaista hdviditd, eikd todelliset piikkikapasiteetit vastaa teoreettisia

kapasiteetteja (Carr et al. 2007, Kumar et al. 2023).
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Ortogonaalisuudella, eli eri vaiheiden viliselld riippumattomuudella toisistaan on 2D-
LC:ssa suuri merkitys ja sitd voidaankin pitdi erdénlaisena 2D-tekniikan toimivuuden mittarina
(Camenzuli & Schoenmakers, 2014). Mitd parempi ortogonaalisuus laitteistolla on, sitd
tehokkaampi se on erotusmenetelmidnd ja sitd parempi on sen kromatogrammien
piikkikapasiteetti. Ortogonaalisuus on riippuvainen kolonnissa olevista kiinteistd ja liikkuvista
faaseista, lampotilasta sekd siitd, minkd tyyppisiin erotusmenetelmiin eri vaiheet perustuvat.
2D-laitteistolla, jonka ulottuvuuksilla on esimerkiksi erilaiset erottelutavat tai kolonneissa
erilaiset faasiolosuhteet, on luontaisesti suurempi ortogonaalisuus (Guo et al. 2023).
Esimerkiksi HILIC-kolonni perustuu hydrofiiliseen vuorovaikutukseen ja RP-kolonni
puolestaan poolittomaan kiinteddn ja pooliseen liikkuvaan faasiin (Arena et al., 2025).
Alkaloidit kéyttaytyvit siis eri tavoin eri kolonneissa ominaisuuksiensa perusteella, joten
tekniikka tuottaa erilaiset retentioajat eri fraktioille. Kun tiettyd fraktiota vastaavat piikit
yhdistetddn kummankin ulottuvuuden osalta, saadaan parannettua piikkien intensiteettejd ja
samalla eroteltua ne eri yhdisteiti vastaavat piikit, joilla esiintyi ko-eluutiota perinteisilla LC-
menetelmilld. Kolonneissa olevat erotusmenetelmit siis tdydentdvét toisiaan, esimerkiksi
piikkien intensiteettien osalta, mutta ne eivit ole riippuvaisia keskendin (Guo et al. 2023).
Ortogonaalisuutta voidaan mitata esimerkiksi korrelaatiokerroinmenetelmalld (kuva 5a.), joka
kuvaa analyytin pitoisuuden ja detektorille syntyvin signaalin suhdetta (Baldari et al. 2023) tai
bin-laskennalla (kuva 5b.), jossa 2D-kromatogrammi jaetaan ruudukolle “’bin-alueiksi”, joista

lasketaan piikkeja siséltdvien alueiden prosenttiosuus (Gargano et al. 2021).
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Kuva 5. 2D-LC-kromatogrammi alkaloideja sisdltdvéstd kasvin U. rhynchophylla néytteesté
(a.), kaksi erilaista hajontakaaviota eri vaiheiden ortogonaalisuuden arvioimiseen, joissa on
hyodynnetty bin-laskentaa (b.). Kuvat on kopioitu ldhteestd (Guo et al. 2023): reprinted with
permission from A guide of column selection for two-dimensional liquid chromatography
method development of natural alkaloids, Guo Z., Liang Z., Liu Y., Wang R., Xu Y., Yu D,
Zhou H. Talanta 2023, vol. 251, p. 123738, doi.org/10.1016/j.talanta.2022.123738. Copyright
© 2026 with permission from Elsevier (lisence number 6246560746866).

Varsinkin luonnollisilla alkaloideilla, niiden alaluokkien  rakenteiden
samankaltaisuuksien takia, kromatogrammin piikeissd esiintyy hédntimistd perinteisilld LC-
menetelmilld, mikd vaikeuttaa piikkien tulkintaa ja kohdeyhdisteiden muodostamien piikkien
pohjalta niiden rakenteellista tunnistamista. Eri vaiheiden riippumattomuuden,
ortogonaalisuuden, lisdksi hdntiminen alkaloidien kromatogrammeissa on otettava huomioon
2D-laitteistossa ja esimerkiksi oikeanlaista detektoria valittaessa. Varsinkin RP-
kromatografiassa hintiminen aiheuttaa heikkoa erotuskykyd, mikd voi johtaa huonoimmassa
tilanteessa kahden eri yhdisteen samanaikaiseen eluoitumiseen varsinkin alkaloidien
samankaltaisen rakenteen seurauksena (Guo et al. 2023). Hajoaminen johtuu analysoinnissa
protonoitujen alkaloidien sekd kolonnissa olevien kiintedn faasin silanoliryhmien vélisistd
vuorovaikutuksista tai monipaikkaisesta hajoamisteoriasta (Guo et al. 2023), jonka mukaan
absorboituva molekyyli voi miehittdd useamman kohdan kiinteélld pinnalla (Budevski et al.
1979). 2D-LC:ssa toisen vaiheen virtaus tapahtuu ensimmadistd vaihetta nopeammin, jolloin

my0s piikit ovat kapeampia ja intensiivisempid. Talloin detektori havaitsee selkedmmét
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signaalit, joten myds pienten pitoisuuksien alkaloidiyhdisteet voidaan havaita nédytteestd (Arena
et al., 2025).

Yksivaiheisen kromatografian tapauksessa, alkaloideja analysoidessa, hyddynnetdén
usein korkeaa pH-arvoa, jolla saadaan véhennettyd voimakasta kromatogrammille
muodostamien piikkien héntimistd. Samalla pyritddn minimoimaan vuorovaikutuksia
eméksisten analyyttien sekd kolonnimateriaalissa olevien matalla pH-arvoilla esiintyvien
jaannossilanoliryhmien vililld. Erddssa tutkimuksessa (Liu et al. 2016) RP-kolonneilla
varustettuun 2D-LC-laitteistoon sdddettiin erilaiset pH-arvot, jolla tutkittiin 2D-LC:lle
parempaa ortogonaalisuutta alkaloidianalytiikassa. Naytteend toimi Corydalis yanhusuo -
kasvista otettu juurindyte, josta haluttiin tehdd kokonaisalkaloidianalyysi kattavalla RPxRP
nestekromatografialla. Ensimmaéisen vaiheen RP-kolonniin sdédettiin emiksinen, 10,5 pH:n
erotteluympdristd ammoniumhydroksidiliuoksella. Toisen vaiheen RP-kolonnissa oli
positiivisesti varautunut pinta ja liikkuvana faasina toimi muurahaishappoliuos. Tutkimuksen
tulokset osoittivat, ettd ortogonaalisuus parantui huomattavasti vaiheiden vilill4, ja tehollinen
piikkikapasiteetti kummankin vaiheen osalta sekd kokonaispiikkikapasiteetti lisddntyvit, kun
pH-arvot erosivat vaiheiden kolonneissa. Tutkimuksen sovellusta voitaisiin hyvin kiyttda
vaikeasti erottuvien alkaloidien analyysimenetelmind varsinkin yhdisteilld, jotka esimerkiksi
ko-eluoituvat tai eivdt muuten erotu perinteisissi LC-menetelmissd (Liu et al. 2016).

Monimutkaisen 2D-nestekromatografiatekniikan kéyttdminen analyysimenetelméni
tuo monien etujensa lisdksi my0os haasteita. Esimerkiksi analyysiaika on huomattavasti pidempi
verrattuna perinteisiin nestekromatografisiin menetelmiin ja lisédksi eri vaiheiden vilinen
aikaero saattaa olla suuri, mikéli analysoitavia fraktioita on useampia. My0s liuottimen valinta,
sen madrad sekd faasien yhteensopivuus tuottavat ongelmia, kun laitteistossa on useampi osio.
Ensimmadisen vaiheen analyysissa tarvitaan liuotinta vain muutamia millilitroja, kun taas
toisessa vaiheessa liuotinta voi kulua moninkertainen méédrd ensimmaéiseen vaiheeseen
verrattuna. Y14 mainittujen haasteiden lisdksi varsinkin yhdistetyn 2D-LC:n laitesuunnittelu
on monimutkaisempaa ja detektoriin yhdistetty tietokoneessa oleva kromatogrammien ja

spektrien tulkintaohjelman on oltava tarpeeksi kehittynyt (Kumar et al. 2023).

5 Tulevaisuudennikymiit ja loppupaitelmiit

Erotusmenetelmien epdsopivuus keskenédén vaikeuttaa 2D-LC-laitteiston kolonnien valintaa,
kun tavoitteena on tarpeeksi hyvé ortogonaalisuus. Ongelma voitaisiin ratkaista hyodyntamalla

aktiivisia modulaatiotekniikoita (Arena et al. 2025), jossa voidaan sdddelld laitteiston
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parametrejd sen mukaan, miten detektori havaitsee signaalivasteet. Esimerkiksi aktiivinen
livotinmodulaatio (ASM, engl. active solvent modulation) sekd stationdérifaasiavusteinen
modulaatio (SPAM, engl. stationary-phase-assisted modulation) védhentdvit eri vaiheiden
valisid yhteensopivuusongelmia (Bos et al. 2022). ASM on venttiiliin perustuva menetelma,
jossa hyodynnetddn ohitusventtiilid, jonka avulla 1D-kolonnista tuleva eluentti laimennetaan
2D-kolonnille sopivaksi ennen sen siirtdmisti (Cabooter et al. 2024). SPAM:ssa puolestaan 1D-
kolonnilta ulostulevat analyytit kerdtddn suojapylvddseen ennen niiden kuljettamista 2D-
kolonniin. Modulaatiot lisdévét ortogonaalisuutta, joka puolestaan parantaa analyysien tuloksia
(Bos et al. 2022).

Myods 2D-LC-laitteiston kéytannollisyys sekd kustannukset nousevat kysymyksiksi
laitteistokehityksen kannalta. Varsinkin suoraliitdntdiseen 2D-menetelméddn perustuvat
laitteistot ovat nykypdivand vield suhteellisen kalliita ja kiyttdjdrjestelmit monimutkaisia.
Laitteiston kehityksen kannalta on tdrkedd, ettd ohjelmistot ovat kayttdjaystdvillisid ja
jarjestelmain eri osat kehittyvét toisiinsa ndhden tarpeeksi hyvissi suhteessa siten, ettei mikéan
osa jai kehitykseltddn jélkeen (Arena et al. 2025).

2D-nestekromatografian  hyddyntdminen luonnonyhdisteiden analytiikassa on
lisddntynyt ja kehittynyt huomattavasti viime vuosien aikana sen positiivisten ominaisuuksien
ja tarkempien lopputulosten ansioista. 2D-tekniikka parantaa vaikeasti puhdistettavien
alkaloidien analytiikkaa lisddmalld selektiivisyyttd, piikkikapasiteettia ja -intensiteettid sekd
analyysimenetelmén herkkyytta verrattuna perinteisiin yksivaiheisiin
nestekromatografiamenetelmiin. Vaikka 2D-tekniikat ovat kehittyneet viime vuosina ja
tulokset tarkentuneet, on vield monia avoimia kysymyksid, joiden ratkaiseminen vie 2D-
nestekromatografian kohti yha tehokkaampaa ja herkempéd puhdistusmenetelméa alkaloideille

sekd muille luonnonyhdisteille.
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