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TIIVISTELMA

Kapillaarielektroforeesi on erotusmenetelmai, jonka avulla voidaan erottaa hiukkaset toisistaan.
Erotus perustuu hiukkasten erilaisiin liikkkuvuuksiin nesteessd, mihin on luotu sdhkokentta.
Laitteen selkeimpid etuja on sen monipuolisuus sekd erittdin hyvd selektiivisyys.
Rikosteknisissd tutkimuksissa laite onkin antanut uusia mahdollisuuksia esimerkiksi

enatiomeerien selvittimiseksi.

Rikostekniset tutkimukset ovat haastavia, silli monet muuttujat vaikuttavat mittaustuloksiin.
Néytteet koostuvat usean komponentin yhdistelmistd ja erilaiset kontaminaatiot ndytteenotossa
tuovat lisdhaastetta analyyseihin. Tdmin vuoksi ndytteen analysoitavat spesiekset tulee erottaa
toisistaan, jonka jdlkeen saadaan virhemarginaalien sisdlli olevia mittaustuloksia.
Kapillaarielektroforeesia voidaan hyoddyntdd, kun analysoidaan esimerkiksi musteiden

koostumuksia, dna-niytteitd ja huumausaineiden enatiomeereja.

Musteanalyysit kapillaarielektroforeesilla ovat osoittautuneet hyodylliseksi
vadrennostutkimuksissa. Musteista on saatu analysoitua pddkomponentit ja tdméin jilkeen on
voitu karakterisoida eri valmistajien musteet. Karakterisoinnin avulla voidaan kertoa virallisista

dokumenteista mitkd ovat vddrennettyjd ja mitkd alkuperiisia.

Tulevaisuudessa  kapillaarielektroforeesia ~ tullaan  kehittdiméddan ja  hyddyntdmééin
rikostekniikassa. Laite on monipuolinen, jonka vuoksi sitd voidaan soveltaa yhd useampaan
tutkimuksen kohteeseen. Laitteen mahdollisuudet ovat tdimén takia suuret, jonka vuoksi uusia

ja erilaisia tutkimuksia voidaan olettaa erilaisilta aloilta.
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1. JOHDANTO

Rikostekniikka ja rikostekninen tutkimus koostuvat useasta erilaisesta osa-alueista, joiden
avulla saadaan kattavat todistusaineistot oikeuteen. Kemiallisella ja biologisilla analyyseilld
voidaan karakterisoida rikospaikan kemialliset ndytteet, joiden avulla voidaan kertoa misti
komponenteista rdjihde on koostunut. Useimmat ndytteet koostuvat monen komponentin
yhdistelmédstd, joten ennen erilaisia analyysejd tulee padkomponentit erottaa toisistaan.
Kapillaarielektroforeesi onkin erotusmenetelméni erittdin hyvé rikosteknisissd tutkimuksissa
sen monipuolisuuden vuoksi. Kapillaarielektroforeesia hyddynnetddn musteiden ja maalien

tunnistuksessa, huumeanalytiikassa ja toksikologisissa tutkimuksissa.'

Kapillaarielektroforeesi on erittdin pienille ja kompleksoituneille niytteille suunnattu
erotustekniikka. Kapillaarielektroforeesin suurimpia etuja on sen korkea erotustehokkuus,
lyhyet analyysiajat ja ndytteen sekd liuosten pienet kulutukset. Vdhdinen ndytteen kulutus on
erittdin tirked ominaisuus rikostekniikassa, jolloin arvokasta todistusaineista ei tarvitse
kokonaan kuluttaa analyysissa. Kapillaarielektroforeesin erotusmekanismi perustuu varattujen
hiukkasten erilaiseen liikkuvuuteen sdhkokentdssd. Tamidn avulla néytteesti voidaan

selektiivisesti erottaa eri kokoiset ja eri varaukselliset ionit.> >

Téssd tutkielmassa perehdytddn kapillaarielektroforeesiin ja kuinka sitd voidaan hyddyntida
rikostekniikassa. Kapillaarielektroforeesista oleellisimpia tarkastelu kohteita on laite ja teoria,
miten erotusmenetelmd kdytdnnossd toimii. Rikosteknisissd tutkimuksissa tulee huomioida,
mika todistusaineisto on relevanttia sekd mitka tekijat tulee huomioida tarkasti, ettd analyysi
tehdddn oikealla tavalla. Tutkielman lopussa perehdytdan tarkemmin, kuinka
kapillaarielektroforeesia ~ hyddynnetddn  rikosteknisessd  tutkimisessa  tarkastelemalla

musteanalyysid ja huumeaineanalyysia.



2. KAPILLAARIELEKTROFOREESI

Kapillaarielektroforeesi on prosessi, missd erotetaan varattuja hiukkasia perustuen niiden
erilaiseen nopeuteen nesteessd, kun systeemiin luodaan sdhkokenttd. Hiukkasilla on eri
suuruiset liikkuvuudet, jolloin ne saadaan erotettua keskenddn. Molekyylit liitkkuvat
kantajaelektrolyytin mukana, jonka vuoksi systeemi tarvitsee puskuriliuokset. Puskuriliuokset
siséltdvét erilaisia hiukkasia, jotka voivat litkkua nesteessd, kun sdhkokenttd luodaan

systeemiin.’

Kapillaarielektroforeesin suurimpia etuja erotustekniikkana on sen yksinkertaisuus ja muut
erotussovellukset erilaisille yhdisteille. Yksinkertaisuus tulee siitd, kun samalla laitteella ja
kolonnilla voidaan analysoida muun muassa epidorgaanisia ioneja, orgaanisia molekyylejd ja
suuria biomolekyylejd. Riittdd vain, kun erilaisille néytteille vaihdetaan puskuriliuos, jonka

vuoksi kapillaarielektroforeesilla on todella suuri erotuskyky.®

Nykyéddn kapillaarielektroforeesista on useita erilaisia sovelluksia, jotka perustuvat erilaisiin
erotusmenetelmiin, kuten muun muassa tavallinen kapillaarielektroforeesi, geelipohjainen
kapillaarielektroforeesi ja kapillaarielektrokromatografia. Erilaisten sovellusten seurauksena
kapillaarielektroforeesista on tullut erittdin monipuolinen analyyttinen mittaustekniikka, jolla
voidaan tutkita erilaisten molekyylien ja ionien erotuskykyd. Monipuolisuutensa vuoksi
kapillaarielektroforeesia kiytetddn erityisen paljon rikostekniikassa, lddketieteessd ja

molekyylibiologiassa.®

2.1 Laitteisto

Laitteena  kapillaarielektroforeesi  koostuu  injektointilaitteesta,  erotuskapillaarista,
virtaldhteestd, elektrodeista, puskuriliuoksista ja detektoreista. Kuvasta (1) ndhdéin tarkeimmét
laitteen padkomponentit. Jokaisella osalla on omat erilaiset tehtdvét ja osia kalibroimalla
saadaan tarkempia ja luotettavampia mittauksia erilaisissa mittausympéristoissa.
Erotuskapillaarilla saadaan nesteet liitkkumaan systeemissd, jolloin hiukkasten erotus ja
signaalien detektointi saadaan aikaan. Erotuskapillaari sisépinta voi olla péaillystetty,
paéllystaméton tai se sisdltdd geelid eli polyimidid. Polyimidi parantaa kapillaarin kestdvyyttd,

mittausten joustavuutta ja vakautta. Kapillaarilla yhdistetdan negatiivinen ja positiivinen puoli



systeemissd, jolloin voidaan luoda suljettu virtapiiri. Virtaléhteelld luodaan sdhkdinen kenttd
systeemiin, jolloin saadaan molekyylit liikkumaan nesteessd. Kokonaisuudessaan, toisessa
padssi laitetta tapahtuu nadytteensyotto ja toisessa padssa signaalin detektointi. Laitetta voidaan

muokata eri sovellusten mukaisesti, mutta edelld mainitut padkomponentit ovat yleisimmin
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Kuva 1. Kapillaarielektroforeesi esitettynd kaaviokuvana. Osat suomennettuna Sample =
ndyte, buffer = puskuri, capillary = kapillaari, detector = detektori, elekcrode = elektrodi ja

voltage supply = virtalihde (Julkaistu Elsevierin luvalla). ’

2.2 Elektro-osmoottinen voima

Yksi keskeisempid voimia kapillaarielektroforeesissa on elektro-osmoottinen voima. Kun
korkea jannite lisdtdén 1api koko puskuriliuosta siséltivadn geelipohjaiseen kapillaariin, syntyy
elektro-osmoosinen virta, joka tyontdd néytettd eteenpdin kohti katodia. Elektro-osmoottisen

virran aiheuttaja on sdhkoinen kaksikerroksinen kerros, joka muodostuu, kun silikageeli



vuorovaikuttaa puskuriliuoksen kanssa. Kapillaarin varautunutta sisépintaa kutsutaan zeta-

potentiaaliksi.* °

Muuttamalla pH:ta voidaan vaikuttaa elektro-osmoottisen virran nopeuteen ja suuntaan. Kun
pH on suurempi kuin 3, kapillaarin sisdpinta on negatiivisesti varautunut. Tdma johtuu siitd, ettd
emds ionisoi pinnan vapaat silanoli ryhmit (Si-OH). Negatiivisesti varautunut seind hylkii
anioneja ja vetdd puoleensa kationeja. Anioninen varaus kapillaarin pinnalla aiheuttaa
kaksoissdhkokerroksen ~muodostumisen, jolloin puskurikationit menevdt sdhkdiseltd
kaksoiskerrokselta viereiselle silikakapillaarin negatiiviselle pinnalle. Kuvasta (2) nidhdaan,
kuinka anioniset silanoli ryhmét vetdvit puoleensa positiiviset kationit kapillaarissa. Talloin
saadaan aikaiseksi jakaantuminen absorboituun, kompaktiin ja diffuntoituneeseen kerrokseen.
Ionit absorboituneessa kerroksessa ovat todella tiukasti kiinni, jolloin ne ovat litkkumattomia,

vaikka sihkokentti luodaan ympéristdon.* >

Kun sédhkokenttd luodaan ymparistoon, diffuntoituneet kaksoiskerroksella olevat kationit ovat
nyt puoleensavetivid kohti katodia tai negatiivistd elektrodia. Koska kationit ovat solvatoituneet
veden kanssa, ne vetdvit nyt mukanaan suurempia molekyyleji mukanansa. Néin elekro-
osmoottisella virtauksella spesiekset saadaan liitkkumaan kapillaarissa. Elektro-osmoottisessa
virtauksessa on etuna se, ettd litkkuva neste on tasapaksuinen ympéri putkea. Talloin mitattavat
piikit eivit levene merkittavésti. On myods mahdollista kdantad elektro-osmoottisen virtauksen
suunta, lisddmélld puskuriliuokseksi kationisia ioneja siséltdvdd livosta. Tdlloin kapillaarin
pintaan absorboituu kationit ja muodostuu positiivisesti varautunut seind. Anionit litkkuvat

kohti positiivista elektrodia ja saadaan erotettua nopeammin anioniset niytteet.* >
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Kuva 2. Elektro-osmoottinen virtaus kapillaarissa. Késitteet suomennettuna Capillary wall =
kapillaarin seind, Compact layer = kompakti kerros, Diffuse layer = diffuntoitunut kerros,
Plane of Shear = leikkaustaso, Bulk solution = Néyteliuos, Flow of solution = liuoksen

virtaussuunta (Julkaistu Elsevierin luvalla).’

Elektro-osmoottinen virtaus mahdollistaa erotuksen kationeille, anioneille ja neutraaleille
hiukkasille yhdelld ajolla. Verrattuna elektroforeesiseen liikkumiseen elektro-osmoottinen
virtaus vaikuttaa neutraaleihin hiukkasiin toisin kuin elektroforeesi. Kumpikaan voimista ei
nimittdin voi erottaa neutraaleja molekyyleja toisistaan. Kuvasta (3) ndhdaan kuinka molemmat
voimat vaikuttavat erilaisiin hiukkasiin ja mikd on voimien yhteisvaikutus koko prosessissa.
Oikealla puolella kuvassa on negatiivinen elektrodi ja vasemmalla on positiivinen elektrodi.
Elektro-osmoottinen voima vie kaikki spesiekset kohti samaa kapillaarin pdété, jolloin voidaan
detektoida piste, jolloin kukin spesies ylittdd mittauspisteen. Télloin saadaan
elektroforeesigrammi, josta ndhddin piikkien avulla, milloin spesiekset ovat ylittdneet

mittausrajan.*

Eluoitumisnopeus mééraytyy varauksen ja koon mukaan. Ensin detektori havaitsee nopeimman
kationin, jonka jilkeen havaitaan neutraalit ionit ja lopuksi anionit. Mitd suurempi positiivinen

varaus, siti suurempi on elektroforeesinen voima.*
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Kuva 3. Elektro-osmoottisen ja elektroforeesisen voiman vaikutus hiukkasiin. Cengage

Learning Inc. Uudelleenkiytetty luvalla. www.cengage.com/permissions®

2.3 Niytteen analysointi

Kaikilla kapillaarierotustekniikoilla on tiettyjd rajoituksia, esimerkiksi siind kuinka paljon
ndytettd voidaan injektoida kapillaariin ja kuinka hyvdn vasteen detektori antaa.
Kapillaarielektroforeesissa injektointi on suunniteltu niin, ettd kapillaariin saadaan tarpeeksi
ndytettd ja samalla minimoidaan kapillaarin ulkopuolinen varianssi prosessista. Detektoinnissa
kéytetddn monenlaisia eri tekniikoita riippuen ndytetyypistd. Néytetyypit voivat vaatia erittdin
herkén detektorin hyvén vasteen saamiseksi, minkd vuoksi eri detektointimenetelmilld on omat

etunsa.’

2.3.1 Injektointi

Naytteen injektointi kapillaariin voidaan tehdd kahdella eri tavalla; sdhkokineettisesti tai
hydrodynaamisesti. Hydrodynaamisessa injektoinnissa kédytetdan hyvéksi painetta tai vakuumia

silloin, kun injektointipdd on ndytteessd. Menetelmd ei ole selektiivinen, silld se mika



injektoidaan edustaa koostumukseltaan koko néytetté. Injektointi ei siis ole riippuvainen ionien
koosta, varauksesta tai konsentraatiosta ndytteessd, joten niytteessd voi olla ei haluttuja ioneja.
Sen sijaan, sdhkokineettinen injektointi on selektiivinen, silld injektoitu niyte riippuu naytteen
ionien varauksista ja liikkuvuudesta. Séhkokineettisessd injektoinnissa ndyte saadaan
kapillaariin sdhkovirralla. Kapillaari laitetaan niytteeseen ja sdhkovirta saa aikaan molekyylien
litkkkumisen kapillaariin. Yleensd jidnnite on pienempi kuin erotusvaiheessa. Kun kéytetddn 50
cm pituista kapillaaria, voidaan nidytettd injektoida vain 1 ul, jotta erotustehokkuus pysyy
korkeana. Injektointitilavuus ei saisi muuttua yli 1-2 % kokonaistilavuudesta, jotta

erotustehokkuus pysyisi luotettavana.> 78

2.3.2 Detektointi

Yleisimmin kapillaarielektroforeesissa kapillaarin sisdlld kulkevan néytteen detektointi
tapahtuu kapillaarin ulkopuolelta on-capillary detection. Koska ndytteen méérit kapillaarissa
ovat tilavuuksiltaan todella pienid, on detektointi tavalla kaksi selkedd etua: 1) Kapillaari on
jatkuvasydtteisessd virrassa elektrodien vilissd, jolloin systeemissd ei ole vuotovirtaa. 2)
Lisdksi, liikkumisnopeus ioneilla on riippuvainen sen elektroforeesisesta litkkuvuudesta, jolloin
hitaasti liikkuvat ionit ovat detektorin ldheisyydessd pitemmén aikaa verrattuna nopeisiin

ioneihin. TAmin seurauksesta selektiivisyys paranee.> 8

Kapillaarielektroforeesissa nédytteen detektointi tapoja on useita, joten signaali voidaan saada
hyvin erilaisista néytteistd. Esimerkkejd detektoreista on absorbanssi, fluoresenssi ja
sdhkokemiallinen detektori. Yleisesti detektorit luokitellaan kahteen eri osaan massaominaisuus
tai liuosominaisuus detektoreihin. Massadetektorit mittaavat nidytteen yleisominaisuuksia, kuten
esimerkiksi johtavuutta. Massadetektorit eivét ole selektiivisid, jonka vuoksi ne eivit ole yhta
tarkkoja kuin livosdetektorit. Liuosdetektorit mittaavat ndytteen fysikaalisia ominaisuuksia,
jotka ovat tyypillisid tietylle néytteelle. Kun nédyte detektoidaan kapillaarin ulkopuolelta,
kapillaariin on tehty ikkuna, josta ndhddin nédytteen kulkema matka sekd samalla detektoidaan
itse ndyte. Ikkuna kapillaariin saadaan, kun polyimidi kerrosta on poltettu tai raaputettu pois.
Absorptiomenetelmét ovat yleisimpid tekniikoita detektoida vaste kapillaarielektroforeesilla.

Absorptiotekniikoihin kuuluvat esimerkiksi ultravioletti ja nikyvén absorption detektointi.” ®

10



Kun detektointi tapahtuu kapillaarin pinnalta, voidaan kuvaaja tehdd elektroforeettisen
liikkkuvuuden ja elektro-osmoottisen voiman avulla, joista saadaan selville litkkumisnopeus.
Kuvaajasta ndhddan, ettd hitaasti liikkuvat komponentit ovat pidemmén ajan detektorin
laheisyydelld verrattuna niiden vastinmuotoihin, jotka litkkuvat nopeasti. Lopuksi saadaan kaksi
elektrogrammia, spatiaalinen ja hetkellinen. Spatiaalinen elektrogrammi viittaa koko signaalin
leveyteen ja hetkellinen viittaa sithen, miti detektori havaitsee. Kuvassa (4) ndhddén musteen

elektrogrammeja.’

Erilaisia ongelmia syntyy silloin, kun kapillaariin laitetaan todella pienid méarid néytettd, jolloin
mittauksissa tarvitaan todella korkea herkkyys. Ongelmaksi detektoinnissa muodostuu useasti
erilaiset matriisiefektit, joita syntyy muun muassa, kun niytteitd joudutaan laimentamaan. Myos
laitteen optiset ongelmat haittaavat mittauksia, joita syntyy esimerkiksi liian lyhyesta optisesta
matkasta kapillaarissa ja huonosta optisesta pinnasta sylinterikapillaarissa. Detektoinnissa
vasteen mittaamisessa rajoituksia aiheuttavat konsentraatio ja massa. Konsentraatiorajoitus
tarkoittaa ndytteen maksimikonsentraatiota ja massarajoitus tarkoittaa massa, jonka laite voi

luotettavasti mitata.’
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Kuva 4. Elektrogrammi musteanalyysisti. (Julkaistu Elsevierin luvalla)?
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3. RIKOSTEKNIIKKA

Rikostekniikkaan eli forensic science on kisitteend suuri, sillé se kattaa erittdin suuret osa-alueet
rikosteknisestd tutkinnasta oikeuslddketieteeseen. Tutkimuksissa on erilaisia osa-alueita, kuten
DNA, rdjdhteet ja musteet. Rikostekniikan keskeisempana kasitteend on rikostekninen tutkinta,
joka késittelee analysoidun tiedon ja siitd saatavat lausunnot, joita voidaan siten kayttda
esimerkiksi oikeudessa pdtevind dokumentteina. Rikostekniselld tutkimuksella yleisemmin
tarkoitetaan kaikkia tutkimuksia, jotka on suoritettu tapahtumapaikalla ja tutkimus antaa
lisdtietoa siitd, mitd tapahtumapaikalla on tapahtunut. Esimerkkisi rikospaikalla suoritetaan
ndytteenotto kuiduista ja timén jalkeen ndyte analysoidaan rikosteknisessé laboratoriossa, jonka

jilkeen niytteestd voidaan antaa lausunto.'®

3.1 Rikostekninen tutkimus

Rikostekniset tutkimukset ovat menetelmériippuvaisia, joten tiysin tarkkaa tulosta analyysisté
koskaan ei saada. Suuri haaste tutkimuksissa on myos tiedonlihde ja tiedonpuute, silld
tutkimuksissa tulee aina selvittdd mikd tieto on relevanttia ja mikéd ei. Mittausmenetelmisti
johtuvien virheiden takia tutkimukset voidaan yleisesti jakaa kahteen kategoriaan eksakteihin

tutkimuksiin ja approksimatiivisiin tutkimuksiin,'% !

Eksaktit tutkimukset perustuvat analyyttisiin, kemiallisiin ja fysikaalisiin tutkimusmenetelmiin.
Mittausmenetelma on télloin joka kerta sama ja saatu tulos antaa joko myonteisen tai kielteisen
tuloksen. Mittaustuloksesta voidaan myos vaihtoehtoisesti ndhdd kvalitatiivisesti tai
kvantitatiivisesti haluttu arvo. Esimerkiksi huumausainenalyyseissd nihddén, onko niytteessi
kyseistd huumetta tai sitten voidaan maiérdllisesti ja laadullisesti selvittdd mikd huume on
kyseessd. Tulosten tdytyy kuitenkin olla maédritysrajojen sisélld, jotta ne ovat luotettavia.
Tutkittavaa naytteitd tulee olla tarpeeksi, ndyte ei ole saanut kontaminoitua, ja eri ndytteet eivit
ole saaneet sekoittua analyysin aikana. Laitteesta ja mittaajasta johtuvat mittausvirheet ovat
pienet, silloin kun mittauksessa on kidytetty samaa menetelmdd kuin aikaisemmissa

mittauksissa. Tulosten luotettavuus on timén vuoksi hyvi.!°

Approksimatiivisissa tutkimuksissa vertaillaan vertailututkimuksia ja annetaan arvio

tulosarvoista. Arvion perusteella voidaan siten antaa virallinen lausunto. Johtopditoksen tekoon

12



vaikuttaa muun muassa tutkijan kokemus, saadut tutkimustulokset esimerkiksi yhteys ja
luokittelu. Néin lausuntoon siten vaikuttaa johtopddtoksen varmuusaste eli vertaillaan

tutkimusniytteen ja vertailundytteen luotettavuutta.'”

Tutkimuksen tulkinta on my®ds tirked osa rikostutkimusta. Yhteisymmarryksen puute siitd, mika
tieto on oleellista voi mahdollisesti jittdd tietoa tulkinnan varaan, jolloin pédéitdksenteko
lausunnosta on paljon haastavampaa. Useamman rikosteknisen analyytikon tuli tutkia tuloksia
useasta eri ndkokulmasta, silld jokaisella analyytikolla on erilaiset tietopohjat ja nikemykset
tuloksista. Esimerkiksi kuvasta (5) ndhddan, mitkd kemialliset tekijdt vaikuttavat erityisesti
tutkijan paatoksen tekoon. Oleellisimpina tekijoind kemian kannalta ovat todisteiden kuvaukset,

rikoksen tyyppi ja tavat, joilla todisteita on keritty.!!

Chemistry (n =30-31)
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Kuva 5. Relevantit tarkastelukohteet kemiallisissa analyyseissé. (Julkaistu Elsevierin

luvalla)'!
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3.2 Rikostekninen analyysi

Rikosteknisessd tutkimuksessa ja ndytteen analysoinnissa tavoitteena on saada konkreettinen,
mielekds ja tarpeeksi luotettava tulos sitd, mitd on tapahtunut. Tutkimusmenetelmien
luotettavuuden maédrittdminen ja kehittdminen on merkittdvassd osassa koko rikostekniikkaa.
Tulokset taytyy saada tietylld ja samalla menetelméll4, joka voidaan toistaa samalla tavalla eri
laboratoriossa. Tulosten oikeellisuus on tdlloin osoitettava, toisin sanoen menetelmé ja
mittaustulokset tulee validoida. Tulosten tarkkuuksien tulee huomioida erilaiset matriisivirheet.
Vertailundytteilld saadaan mitatun tuloksen ja oikean tuloksen vilille yhteys, jolloin analyytikko
voi paitelld, mikd ndytteessd aiheuttaa virhettd. Tulosten tulee myds olla toistettavissa ja
uusittavissa. Rinnakkaisnéytteilld voidaan eliminoida erilaiset kontaminaatiot seké
mittausvirheet. Lopuksi mittausmenetelmén tulee olla médritysrajojen sisdlld, talloin saadaan
tieto mikd on pienin mahdollinen tulos, joka menetelmédlld voidaan mitata. Yhdysvalloissa
kiytetddn mittaustulosten oikeellisuuden ja validoinnin tutkimisessa Daubertin kriteerejd.

Kriteerit koostuvat neljisti ideasta:!% 12

- Teoria tai menetelmin ja sen luotettavuus on pystyttiva testaamaan.
- Kun menetelma tai teoria on julkaistu, tulee se vertaisarvioida.
- Erilaiset virheet teoriassa tai menetelméssi tulee pystyd arvioimaan.

- Tieteellinen yhteisd on hyvédksynyt yleisesti menetelman.

Daubertin-kriteereilld saadaan arvioitua yleisid virheitd, jolloin tutkijalla on tiedossa, millaisia

tuloksia voidaan odottaa ja mitkii ovat virhemarginaalit.'® !2

Instrumenttilaitteet ja erilaiset menetelmdt tulee validoida tulosten oikeudellisuuden ja
luotettavuuden takaamiseksi. Validoinnilla tarkoitetaan tiettyjd mittaussarjoja, joiden avulla
tulokset voidaan todeta luotettaviksi. Validoinnissa méaéritetddn muun muassa tulosten tarkkuus,
tulosten tdsmallisyys ja menetelmien miéritysrajat. Tulosten tarkkuusmittauksessa tutkitaan
maédritetyn arvon ja todellisen arvon yhteys. Mittauksessa saadaan tdlloin tieto, kuinka paljon
mitattu tulos poikkea oikeasta tuloksesta. Vertailu- eli referenssimateriaalilla saadaan arvioitua
suhdetta. Tulosten tdsmaéllisyyttd tutkitaan mittausten toistettavuudella ja uusittavuudella.

Samasta néytteestd tehdddn useita rinnakkaisndytteitd ja mittausten poikkeamaan verrataan
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sitten keskenddn. Lopuksi tutkitaan menetelmdn mééritysraja eli mikd on pienin mahdollinen

pitoisuus tai massa, jonka instrumentti voi luotettavasti mitata.'”
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4. KAPILLAARIELEKTROFOREESI RIKOSTEKNISISSA ANALYYSEISSA

Kapillaarielektroforeesin monipuolisuuden ansiosta voidaan ndytteestd analysoida monia eri
komponentteja, esimerkiksi epédorgaanisia ioneja, orgaanisia molekyyleji ja suuria
biomolekyylejd. Tamin ansioista kapillaarielektroforeesia voidaan hyddyntda useaan erilaiseen
tarkoitukseen rikostekniikassa kuten toksikologisiin tutkimuksiin, laittomien huumausaineiden
tutkimuksiin, rdjdhteiden komponentteihin, aseen laukausten jaannoksiin ja moneen muuhun
analyysiin. Esimerkiksi aseen laukausten jidnnoksistd voidaan analysoida nikkeli-, sinkki- ja

kupariyhdisteiti.!

4.1 Musteanalyysit

Yksi tdrked sovellus kapillaarielektroforeesille rikostekniikassa on musteiden analysointi
dokumenteista. Tulostimien nopea kehitys on tuonut lisdd erilaisia analyyttisii ongelmia
musteiden analysointiin, esimerkiksi musteet ovat voineet kemiallisesti ikddntyd, jolloin
analyysin vaikuttaa yhi useampi tekijd. Tulostimien tulosteet koostuvat kolmesta puhtaasta
musteesta: keltaisesta, magentasta ja syaanista. Yhé useampi dokumentti on nykyain vdarennos,

jolloin virallisten ja arvokkaiden asiakirjojen aitoudet tulee tarkistaa.* '?

Kapillaarielektroforeesi on musteiden analysointiin erittdin hyvd analyysilaite sen hyvien
ominaisuuksien takia. Néytettd tarvitaan analyysid varten vain pieni maird, laitteella on hyva
resoluutio, pieni reagenssien kulutus ja yksi tdrkeimmistd ominaisuuksista on, ettd
kapillaarielektroforeesilla voidaan mitata todella paljon erilaisia néytteitd erilaisissa
olosuhteissa. Musteet eroavat toisistaan niiden kemiallisten ja fysikaalisten ominaisuuksien
perusteella. Musteet sisdltdvat eri midrat vériaineita, syntesoituja happoja ja orgaanisia sekd
epdorgaanisia viripigmenttejd. Analyysissa jokainen muste antaa omanlaisen elektrogrammin
ndkyvian valon aallonpituudella ja elektrografeja voidaan verrata valmistajien ldhettdmiin
elektrografeihin. Elektrografeihin pystytidén vaikuttamaan muuttamalla pH:ta tai ndkyvin valon

aallonpituutta.® !?

Yksinkertaisella ja helpoimmalla kapillaarielektroforeesi menetelmilld voidaan erottaan varatut
sekd varauksettomat spesiekset toisistaan. Nidin saadaan aikaan hyvid tuloksia, mutta yleensa

halutaan erottaa kemiallisesti samanlaisia yhdisteitd, jolloin kdytetdédn modifioitua menetelméi
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kapillaarielektroforeesista eli misellaarista kromatografista kapillaarielektroforeesia (MECC).
Menetelma pystyy jatkuvasti erottamaan kemiallisesti erilaiset yhdisteet niiden koon, varauksen
ja jopa hydrofobisen tai hydrofiilisen osan perusteella. MECC tekniikan on arvioitu olevan
todella kédytdnnollinen, silld erilaiset tulostimien musteet sisdltdviat useita kemiallisia
komponentteja, joiden kemiallinen kdyttdytyminen on erilainen, jolloin useampi ajo ja erotus
on suoritettava. Télloin esimerkiksi yksinkertaisella kapillaarielektroforeesilla ongelmana on

saada kaikki néytteesti erotetut komponentit tunnistettua yhdelli ajolla.’

Rikosteknisessd tutkimuksessa kapillaarielektroforeesi kohtaa myds omat ongelmansa.
Kapillaarielektroforeesin havaitsemisraja on huono, joka johtuu lyhyesté optisen valon matkasta
kapillaarissa. Ongelma voidaan kuitenkin kiertdd kayttamalla sample stackingid eli niytteiden
pinoamista. Niytteiden pinoaminen perustuu hydrodynaamiseen injektoimiseen, jossa ndyte
laimennetaan veden ja taustaelektrolyytin kanssa. Prosessissa analyytit, jotka esiintyvét
matalassa ndytekonsentraatiossa, vidkevoidddn erillisiksi kokonaisuuksiksi. Tdmén jéilkeen
pinotut analyytit voidaan detektoida erillisilli erotusalueilla, jolloin saadaan parempi

erotustehokkuus ja detektointiherkkyys.?

Luotettavien mittaustulosten saavuttamiseksi tdytyy tehdd optimointia, kuten muun muassa
taustaelektrolyytin ja laitteen optimoinnit, puskuriliuoksen ja niytteen pH:n muutoksia seki
tutkia mittaustulosten toistettavuutta. Musteen eri komponentit ovat varautuneet happamissa ja
eméksissd olosuhteissa, jolloin musteet liikkkuvat nesteessa eri tavalla, kun sdhkokenttd luodaan
mittaussysteemiin. Taustaelektrolyytissd optimointiin vaikutti pH ja se minkélaisia
elektroforeesisia profiileja saadaan. Elektroforeesiseen profiiliin vaikutti piikkien maérét,
intensiteetit ja resoluutio. Paras taustaelektrolyytti saatiin, kun pH oli 9,5-10,5 vililld ja
sopivilla  suhteilla  tehtiin  liuos natriumboraatti  puskurista, asetonitriilistd ja
natriumlauryylisulfaatista. My0s mittauslampoétilan muutos oli merkittdvassd osassa. Kun
lampdtila nostettiin 15 asteesta 25 asteeseen, analyysiaika laski ja samalla toistettavuus parani.
Naytteen injektointi aiheutti myds erilaisia hankaluuksia optimoinnissa. Pienin mahdollinen
maérd analysoitavaa ndytettd oli 10 ul, silld titd pienemmét méérat haihtuivat nopeasti, etti
ndyte haihtui injektointiputken seindmiin, jolloin orgaanisen liuottimen ja veden suhteet

muuttuivat merkittdvisti. Analyysitulos viiristyi huomattavasti.
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Happamissa olosuhteissa ei saatu hyvdd resoluutiota musteen komponenteille, silld eri
komponentit eivit erottuneet vaan pysyivét kiinni toisissaan. Emiksissd olosuhteissa saatiin
hyvé resoluutio. Eméksiset olosuhteet luotiin 20 mM boraatilla ja pH:ksi asetettiin 8,5. Eri
komponentit ionisoituivat hyvin ja maiéritysaikaan pystyttiin myds vaikuttamaan, silld

sihkdosmoottinen virta on riippuvainen puskuriliuoksen ionivahvuudesta.!'?

Zhao et al '’ tutkimuksessa uutettiin 100 niiytteesti musteet, jotka sitten erotettiin
kapillaarielektroforeesilla optimi olosuhteissa. Keskivertoajo kesti noin 20 minuuttia, jonka
jilkeen saatiin tarpeeksi eroavaisuuksia elektrografeihin, jotta eri musteet voitiin
kvalitatiivisesti erottaa toisistaan. Musteiden padkomponentit havaittiin aallonpituuksilla 200
nm, 460 nm ja 595 nm. Aallonpituuksilla pystyttiin tunnistamaan eri merkkiset musteet
vertailemalla elektrografeja keskenddn. Musteiden pddkomponenteilla oli hieman
eroavaisuuksia niiden ainesosissa ja lisdaineisessa, jolloin jokaiselle musteelle saatiin luotua
oma profiilli. Mittausten toistettavuus testattiin  kolmella  perdkkdiselld ajolla
rinnakkaisndytteistd. Naytteiden liikkumisnopeudet olivat riittdvin ldhelld toisistaan.

Madritykset poikkesivat toisistaan vain 4 %.'3

Komponentit erotettiin eri ajassa ja kuvaajat muistuttavat toisiaan. Padkomponentit ovat
samoissa kohdissa, mutta pienet piikit vastaavat erilaisia yhdistelmid musteissa. Erottumisaika
saattoi vaihdella hieman rinnakkaisajoissa, silld elektro-osmoottinen virtaus muuttuu

ionivahvuuden muutoksesta. '

Kokonaisuudessaan eri valmistajien musteet analysoitiin, siten ettd kaikki saatiin erotettua
toisistaan. Joissakin elektrogrammeissa oli vain pienid eroavaisuuksia, mutta paras eroavaisuus
saatiin, kun yhdisteltiin elektrogrammeja ja vertailtiin niiden avulla. Padkomponentit pystyttiin
erottamaan toisistaan tunnetuilla UV-valo spektreilld. Suuri etu menetelméssi oli my0s se, ettid
ndytettd kului vdhidn, jolloin arvokasta todistusaineistoa ei kulunut paljoa. Rikostekniikassa
kapillaarielektroforeesi on hyvd menetelmd musteiden analysointiin, koska menetelmaille
pystytddn luomaan datakirjasto, jonka avulla musteiden elektroforeesiprofiileja voidaan

vertailla keskeniin ja niiin on mahdollista tunnistaa tietyn valmistajan musteet.’
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4.2 Laike- ja huumeaineiden analyysit

Toinen merkittdva sovellus kapillaarielektroforeesille on lddke- ja huumausaineiden analyysit
ja huumeiden erilaisten enatiomeerien selvitys. Lddkkeen vaikuttava aine on haluttu ja
parantava, kun taas lddkkeen enatiomeerilla ei ole vaikutusta tai se voi olla myrkyllinen.
Kapillaarielektroforeesin merkittdvin etu on sen ladike- ja huumausaineiden kiraaliset analyysit
esimerkiksi ~ amfetamiinille ~ ja  sen  johdannaisille.  Kiraalisessa  analyysissd
kapillaarielektroforeesi on yksi tehokkaimmista erotusmenetelmistd esimerkiksi verrattuna
superkriittiseen  nestekromatografiaan ja  kaasukromatografiaan. Suurimpina etuina
kapillaarielektroforeesissa on sen nopeus ja helppous verrattuna muihin erotusmenetelmiin.
Analyysit voidaan tehdd muutamassa tunnissa, jolloin saadaan testattua useamman néytteen

erilaisia muunnelmia.'® 1°

Rikosteknisissd analyyseissd on hyvin tunnettua, ettd huumeiden aktiivinen enatiomeerinen
muoto on yleisesti erilainen, jolloin saatu informaatio huumeen suhteista biologisessa fluidissa
on tutkinnan kannalta hyvin tdrkedd. Kapillaarielektroforeesilla on kyky erottaa kiraalisesti
selektiiviset kompleksit toisistaan erotuspuskuriliuoksessa. Télloin ei tarvita kalliita
erotuskolveja  erottamaan  kiraaliset  yhdisteet, vaan  erotus  voidaan  tehdd

erotuselektrolyyteilld.!* 16

Kiraalisella analyysilld voidaan todentaa tuotteen enatiomeerinen puhtaus. Télloin saadaan
tietoa muun muassa lddkkeen metabolisesta muutoksesta, joka voidaan sitten yhdistdd
kiraaliseen yhdisteeseen. Useimmat kiraaliset erotukset kapillaarielektroforeesilla tehddin
elektrokineettiselld kromatografia —menetelmélld ja lisddmadllda kiraalinen selektori
erotuspuskuriliuokseen. Kiraalinen selektori muodostaa molempien enatiomeerien kanssa
kompleksin ja tdlloin muodostuneilla komplekseilla on erilaiset elektroforeettiset liikkuvuudet
tai stabiilisuusvakiot. Kiraalisessa erotuksessa enatiomeeri kompleksoituu yleensa

syklodekstriinin proteiinien tai makrosyklisten antibioottien kanssa.'* !”

Syklodekstriinit ovat syklisid oligosakkarideja, jotka sisdltdd (o-1-4)-linkattuja a-D-
glukopyranoosi osia. a- - y-syklodekstriinit sisdltavét kuusi, seitsemén tai kahdeksan glukoosi
rakenneosaa kukin eri jarjestyksessd, jolloin jokainen muodostaa katkaistua kartiota

muistuttavan renkaan. Kuvassa (6) on esitetty a-syklodekstriinin rakennekaava. Syklodekstriinit
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muodostavat enatiomeerien kanssa komplekseja, joiden stabiilisuus riippuu molekyylin
ominaisuuksista. Syklodekstriinin akseptorin ja substituenttien erilaiset koot mahdollistavat
erilaisten johdannaisten enatiomeeriset erotukset. Erotusmekanismi enatiomeerisessé-
erotuksessa perustuu siithen, ettd syklodesktriini muodostaa komplekseja, missd enatiomeeri-
analyytti sopii syklodekstriinin akseptoriin. Akseptorin koko, muoto ja analyytin rakenne ovat
tarkeitd tekijoitd kiraalisessa tunnistamisessa. Analyytin funktionaalisten ryhmien
vuorovaikutus syklodekstriinin hydroksyylisten ryhmien kanssa ovat péadtekijoitd, jotka
vaikuttavat kiraaliseen tunnistamiseen ja erotukseen. Hyvé liukoisuus ja matala UV absorbanssi

ovat hyvid etuja, miksi syklodekstriinid kiytetddn enatiomeeriseen erotukseen

17

kapillarielektroforeesissa.

Kuva 6. a-Syklodekstriinin rakennekaava (mukaillen).'8
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5. YHTEENVETO

Rikostekniikassa kapillaarielektroforeesi on erittdin hyvd mittausmenetelma, silld sen todella
hyvén selektiivisyyden ja monipuolisuuden avulla voidaan analysoida useita erilaisia nédytteita
erilaisissa mittausolosuhteissa. Hyvé erotustehokkuus ja selektiivisyys perustuvat ionien
erilaisiin litkkuvuuksiin sdhkokentdsséd. Elektro-osmoottinen voima ja elektroforeesinen voima
ovat suurimmat vaikuttavat tekijat erotuksessa. Voimiin vaikuttavat ionien koko ja varaus,
joiden perusteella saadaan erilaiset vasteet eri analyysiajoissa. Kun tunnetaan, miten sdhkoiset
voimat vaikuttavat ja miten ionit litkkuvat sdhkokentdssd, voidaan kapillaarielektroforeesia
hyodyntdé useaan kayttdtarkoitukseen rikosteknisessé laboratoriossa ja kapillaarielektroforeesi

voi jopa syrjayttdd tunnettuja erotusmenetelmid rikostekniikassa.

Kapillaarielektroforeesi ~ mittauslaitteena ~ koostuu  kokonaisuudessaan  nidytteestd,
injektointiosasta, erotuskapillaarista, virtaldhteestd, elektrodeista, puskuriliuoksista ja
detektoreista. Kalibroimalla laitetta ja mittausolosuhteita saadaan hyvi selektiivisyys erilaisille
analyyseille. Puskurin ioniosuutta muuttamalla voidaan mairittdd joko nidytteen kationit tai

anionit, jolloin tutkimukset erilaisista ndytematriiseista nopeutuvat.

Kapillaarielektroforeesilla on saatu loistavia mittaustuloksia musteanalyyseissd. Musteista
saatiin selvésti erotettua musteiden pddkomponentit, jolloin musteet saatiin luotettavasti
karakterisoitua toisistaan. Musteista pystytddn elektrogrammien avualla luomaan erillinen
kirjasto musteprofiileille, jolloin uusien tuntemattomien néytteiden analyysi on entistd
helpompaa ja nopeampaa. Kapillaarielektroforeesi on  osoittautunut  péateviksi

mittausmenetelméksi musteanalyyseihin, jota varmasti tullaan kdyttdméain jatkossakin.

Huumausaineanalyyseissid on saatu kokonaan uusi menetelmi mitata enatiomeerien puhtaus,
joka on aikaisemmin ollut ongelma. Lisdksi kapillaarielektroforeesia huumausaineiden
tunnistamisessa.  Erittdin  suuri  etu analyyseissi on sen lyhyt mittausaika.
Kapillaarielektroforeesilla voidaan analysoida useita huumausainendyteitd, jolloin ei jaa

epaselviksi, mitd komponentteja huumausaine sisélsi.

Rikostekniset tutkimukset ovat kokonaisuudessaan haastavia ja monimutkaisia. Tdhén

vaikuttavat erityisesti teknologian nopea kehitys seké erilaiset rajoitukset, mittausolosuhteet ja
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komplikaatiot analyyseissd sekd mittauslaitteissa. Kapillaarielektroforeesi mittausmenetelména
onkin tehokas, yksinkertainen ja tiyttdd vaadittavat kriteerit, jolloin kapillaarielektroforeesia

tullaan jatkossakin hyodyntdméén ja kehittimain rikostekniseen tutkimukseen.
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