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Taman insinddrityon tarkoituksena oli maarittda muuntohuumeiden pitoisuuksia takavarik-
konaytteista kayttden typpispesifistda kemiluminesenssidetektoria (LC-CLND-menetelma).
Tyon kokeellinen osuus suoritettiin Helsingin yliopiston Hjelt-instituutin oikeuslééketieteen
osaston toksikologian laboratoriossa.

Nestekromatografi, johon on liitetty typpispesifinen kemiluminesenssidetektori (LC-CLND),
mahdollistaa muuntohuumeiden kvantitatiivisen maarittdmisen. Talléin voidaan kayttaa
sekundaaristandardina esimerkiksi kofeiinia. Menetelman soveltuvuutta takavarikkonayt-
teiden tutkimuksiin on tutkittu vahan.

Muuntohuumeilla eli design-huumeilla tarkoitetaan huumeita, joiden kemiallista koostu-
musta on muokattu. Muuntohuumeilla pyritddn saamaan alkuperdisen huumeen kaltaiset
vaikutukset. Niiden analysointi perinteisia menetelmia kayttaen on osoittautunut vaikeaksi
referenssistandardien rajallisen saatavuuden takia.

Takavarikkonaytteet saatiin Tullilaboratoriosta ja Keskusrikospoliisin rikosteknisesta labo-
ratoriosta. Naytteista valmistettiin metanoliin liuokset, joista valmistettiin rinnakkaislaimen-
nokset.

Tydsséa maaritettin LC-CLND-menetelman lineaarisuus, detektioraja (LOD) ja kvantitointi-
raja (LOQ), toistettavuus, mittausepavarmuus seka tarkasteltin menetelman ekvimolaari-
suutta.

Kofeiini on edullinen, helposti saatavilla oleva typpea siséltava aine. Tydssa saatujen tu-
losten perusteella kofeiini soveltuu hyvin typpea sisaltavaksi standardiaineeksi huumeiden
pitoisuusmaarityksiin.

Avainsanat muuntohuumeet, nestekromatografi, LC-CLND
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The goal of this Bachelor’s thesis was to determine the concentrations of confiscated de-
signer drugs using LC-CLND method. The experimental part of this Bachelor’'s thesis was
performed in Helsinki University’s Hjelt Institute’s Department of Forensic Medicine at the
Laboratory of Toxicology.

The Nitrogen Specified Chemiluminescence Detector which is connected to the liquid
chromatograph (LC-CLND) allows the quantitative determination of designer drugs. At that
point it is possible to use for instance caffeine as a secondary standard. The suitability of
this method for confiscated designer drugs has been researched very little.

Designer drugs stand for drugs whose chemical structure has been changed. The intention
of using designer drugs is to have a similar effect to the original drug. The analysis of de-
signer drugs using original methods has turned out to be difficult because of the limited
availability of reference standards.

The confiscated drugs were received from the Finnish Customs Laboratory and National
Bureau of Investigation Laboratory. Methanol solutions were made out of each drug and
parallel dilutions were prepared out of these.

In this Bachelor’s thesis the linearity, limit of detection, limit of quantification, accuracy of
repetition, ambivalence of determination and the equimolarity of this method were re-
searched.

Caffeine is an easily available, inexpensive nitrogen containing substance. According to
the results that were received during the research, it was found that caffeine suits well as a
standard substance to the determination of the concentration of drugs.

Keywords designer drugs, liquid chromatograph, LC-CLND
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1 Johdanto

Taman insinddrityon tarkoituksena oli maarittda pitoisuuksia erilaisille muuntohuume-
naytteille kayttden LC-CLND-analyysimenetelmaa. Tyon kokeellinen osuus suoritettiin
Helsingin yliopiston Hjelt-instituutin oikeuslaaketieteen osaston toksikologian laborato-

riossa.

LC-CLND-menetelméan soveltuvuutta muuntohuumeiden analytiikkaan on tutkittu hyvin
vahan. Menetelmassa muuntohuumeiden sekundaaristandardiksi soveltuu mik& tahan-
sa typpea sisaltava aine. Kofeiini valittiin sekundaaristandardiksi, koska se on helposti

saatavilla ja edullinen.

Tyo6ssa tutkittiin muuntohuumeiden pitoisuusmaarityksia takavarikkonaytteista kayttaen
kofeiinia sekundaaristandardina. Ty6ssa maaritettiin menetelméan toteamis- ja maaritys-
rajat (detektio- ja kvantitointirajat), lineaarinen alue ja toistettavuus seka arvioitiin tutkit-
tavien yhdisteiden mittausepavarmuutta. Yhdisteilla, joille on saatavilla kaupallinen
referenssistandardi, verrattiin kvantitatiivisia tuloksia kayttden seka kofeiinia ettd kau-

pallista referenssistandardia.

Tullilaboratorio ja Keskusrikospoliisin rikostekninen laboratorio lahettivat oikeuslaake-
tieteen osastolle takavarikoituja huumeita analysoitaviksi LC-CLND-menetelmalla. Suu-
rin osa oikeuslaaketieteen osastolle toimitetuista huumeista oli MDPV-huumetta eli
metyleenidioksipyrovaleronia (yhteensa 11 naytettd). Toiseksi eniten oli mefedronia

(4-MMC, yhdeksan naytettd). Menetelmalla analysoitin myés MDMA-huumetta (mety-
leenidioksimetamfetamiini), metylonia (bk-MDMA), amfetamiinia seka kokaiinia. Mene-
telmalla analysoitiin myos yksi 4-MEC- (4-metyyli-N-etyylikatinoni) ja yksi 3-FMA-nayte

(3-fluorometamfetamiini).

Lampimat kiitokset llpo Rasaselle ja Pekka Lehtoselle tyoni ohjaamisesta. Suuret Kii-

tokset myos muille tyéssa auttaneille.



2 Teoreettinen osa

2.1 Tutkimuksen tarkoitus

Referenssistandardien rajallinen saatavuus hankaloittaa muuntohuumeiden eli design-
huumeiden analyyseja perinteisid analyysitekniikoita kaytettaessa. Erityisesti yhdistei-
den kvantitatiivinen maarittdminen on ollut lahes mahdotonta. Nestekromatografi, johon
on liitetty typpispesifinen kemiluminesesnssidetektori (LC-CLND) mahdollistaa yhdis-
teiden kvantitativisen maarityksen kayttden yhtd sekundaaristandardia, esimerkiksi
kofeiinia. Menetelm& perustuu detektorin ekvimolaariseen vasteeseen typelle. Riittaa,
kun tiedetdan tutkittavien yhdisteiden suhteellinen typpipitoisuus. Menetelmé& soveltu-
vuutta takavarikkonaytteiden analyyseihin on tutkittu hyvin vahan.

Tassa insindoritydssad maaritettiin takavarikkohuumeiden pitoisuuksia. Tydssa haluttiin
selvittaa, soveltuuko LC-CLND muuntohuumeiden pitoisuusmaarityksiin takavarikko-
naytteistd. Menetelméssd muuntohuumeiden sekundaaristandardiksi soveltuu mika
tahansa typpea sisaltava aine, silla suurin osa huumeista sisaltaa myos typpea. Kofeii-

ni valittiin sekundaaristandardiksi, koska se on helposti saatavilla ja edullista.

Tassa insintoritydssa maaritettiin LC-CLND-menetelméan detektio- (toteamisraja, LOD)
ja kvantitointirajat (maaritysraja, LOQ), lineaarinen alue (tuloksen oikeellisuus < ~10 %
(kofeiinistandardit)) ja toistettavuus seka arvioitiin mitattavien yhdisteiden mittausepa-
varmuutta. Yhdisteilla, joille on saatavilla kaupallinen referenssistandardi, verrattiin

kvantitatiivisia tuloksia kayttden seka kofeiinia ettd kaupallista vertailustandardia.

2.2 Validointi

Validoinnilla tarkoitetaan menettelya, jonka avulla osoitetaan analyysimenetelman so-
veltuvuus aiottuun kayttotarkoitukseen. Validoinnin tuloksena syntyva tieto ja mahdolli-
sesti jo olemassa oleva muu tieto seka tausta-aineisto kerataan yhteen ja niiden perus-

teella todetaan menetelméan luotettavuus [1, s. 11.]

Kun naytteiden analysoinnissa kaytetdan referenssimenetelmia, eli jonkin kansainvali-

sen organisaation hyvaksymia testimenetelmid, validoinnin tavoitteena on osoittaa, etta



menetelman luotettavuuskriteerit tayttyvat laboratoriossa, jossa menetelméé kaytetaan
[1, s.11].

Selektiivisyys kertoo, kuinka hyvin analyytit (tutkittavat aineet) voidaan erottaa nayte-
taustasta ja kuinka niiden pitoisuudet voidaan maarittaa, kun naytetaustassa esiintyy
useampia komponentteja. Taten analyysimenetelmé& on taysin selektiivinen, jos sen
avulla analyytti (tutkittava aine) pystytddn tunnistamaan muiden komponenttien joukos-
ta[l,s. 11]

2.3  Muuntohuumeet

Muuntohuumeeksi eli design-huumeeksi sanotaan ainetta, joka vaikuttaa huumausai-
neen tavoin, mutta jota ei ole luokiteltu huumausainelaissa huumausaineeksi. Usein
kyseessd on huumausainejohdannainen, jossa huumausainemolekyylin kemiallista

rakennetta on muutettu. [2]
Suomessa MDPV (Kuvio 1) luokiteltiin huumausaineeksi 28.06.2010. Tama oli ensim-
mainen kerta, kun jokin muuntohuume luokiteltiin huumausaineeksi kansallisella tasol-

la. Samalla aloitettiin uuden huumausainelain valmistelu, jotta myds jatkossa uusien

aineiden kansallinen luokittelu olisi helpompaa. [3]

O

Kuvio 1. MDPV:n rakennekaava. [4]



Vuonna 2010 Tullilaboratoriossa tutkittiin rikosepailyihin liittyvid naytteita 4 912 kappa-
letta. Edellisvuodesta ndytemé&ard kasvoi 13 %. Eniten lisdantyivat designhuumeet,
joiden prosentuaalinen maara vuoteen 2009 verrattuna kasvoi 19 %. Vuonna 2010
Tullilaboratorioon toimitetuista naytteista noin 60 % oli postilahetyksista, noin 20 %
tullitarkastuksista ja noin 20 % kotietsinndista perdisin. Osuudet ovat pysyneet lahes

samoina jo usean vuoden ajan. [3]

Muuntohuumeiden ja huumaaviin tarkoituksiin kaytettavien rohdosten Internet-
tilaaminen on edelleen lisdantynyt vuodesta 2009. Vuonna 2010 Tullilaboratoriossa
todettiin kyseessa olevia aineita 459 naytteestd kun vuonna 2009 vastaavia aineita
todettiin 296 naytteesta (2008: 144 naytettd). Kaiken kaikkiaan vuonna 2010 tutkimuk-
sissa todettiin 52 erilaista huumaaviin tarkoituksiin kaytettavaa ainetta ja 13 erilaista
rohdosta. [3]

Internetin kautta tilattavat maarat ovat jatkuvasti kasvaneet myods kilomaaraisesti tar-
kasteltuna. Vuonna 2010 Tullilaboratorion tilastojen mukaan suosituimpia muuntohuu-
meita olivat muun muassa mefedroni, bufedroni, metyloni, 4-MEC, 2-DPMP (desoksi-
pipradroli, "Daisy”) seka erilaiset synteettiset kannabinoidijauheet, joiden osuus oli ki-

lomaaraisesti noin 97 % kaikista muuntohuumeista. [3]

Taulukko 1.  Vuosien 2011 ja 2012 takavarikoidut huumaus- ja dopingaineet. [5]

Muut takavarikoidut huumaus- ja dopingaineet

2011 2012
Amfetamiini ja metamfetamiini 99 kg 139 kg
MDPV 2,4kg 51kg
Ekstaasi 17 800 kpl 23 623 kpl
LSD 1260 kpl 1102 kpl
Bromo dragonfly 1100 kpl 2653 kpl
Lakka jagamma 932,51 229
Heroiini lkg 0,7kg
Kokaiini 3,5kg 25,7 kg
Subutex 31700 kpl 48 700 kpl
Kat 5800kg 1920kg
Muut huumeldakevalmisteet 243000 kpl 76 700 kpl
Dopingaineet 123000 kpl | 135300 kpl

Lihde: Keskusrikospoliisi



Taulukossa 1 on esitetty vuosien 2011 ja 2012 Keskusrikospoliisin (KRP:n) takavari-
koimat huumaus- ja dopingaineet. Suurimmalta osin takavarikoitujen aineiden méaarat
lisdéntyivat vuonna 2012 ja vain muutaman aineen kohdalla mééarat vahenivat.

Tullilaboratorion mukaan vuonna 2012 tunnistettiin 98 erilaista muuntohuumetta, joista
38 oli sellaisia, joita ei ole aikaisemmin Suomessa tavattu. Vuonna 2011 Tulli-
laboratorio tunnisti 85 erilaista muuntohuumetta. Naista 43:a ei ollut tavattu Suomessa

aikaisemmin. [5]
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Kuvio 2. Suomessa esiintyneitd yleisimpia muuntohuumeita vuonna 2010 Keskusrikospoliisin
rikosteknisessa laboratoriossa. [6]

Kuviossa 2 on esitetty vuoden 2010 takavarikoitujen muuntohuumeiden lukumaara
Keskusrikospoliisin rikosteknisessa laboratoriossa. MDPV:ta esiintyi selvasti muita ta-
kavarikkonaytteitd enemman. Samana vuonna takavarikoiduista huumausaineista am-
fetamiinia esiintyi 2 235 naytteessd, kokaiinia 139 naytteessa ja MDMA:ta 130 néyt-

teessa. [6]



1.1-31.7.2011 takavarikoituja muuntchuumeita (ndyttesden lkm)
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Kuvio 3. Suomessa esiintyneitd yleisimpid muuntohuumeita takavarikoituna 01.01.-31.07.2011
aikana. [6]

valisena

Kuviossa 3 on esitetty vuoden 2011 alusta saman vuoden heindkuun loppuun mennes-

sa Keskusrikospoliisin rikostekniseen laboratorioon saapuneet takavarikkonaytteet. [6]

Taulukko 2.

[7]

Takavarikoidut huumausaineet 2000-2009

Keskusrikospoliisin tilasto takavarikoiduista huumausaineista vuosina 2000-2009.

Kiloa Kpl
Vuosi [Hasis  |Marihuana |Amfetamiinit [Kokaiini |Heroiini [Kat Subutex |Ekstaasi |LSD
2000 196.5 13.8 78,3 38, 6.0 348, 12 951 87 393 2355
2001 566,6 13 1497 7 7.9 624 1 38200 82900 49
2002 482.0 32,0 1290 0, 3.0 1039. 18 700 45100 4680
2003 4231 453 1146 1.4 1.6 1879. 37284 35216 1460
2004 467 4 258 108.6 1.1 02 2 117. 329701 23243 196
2005 4306 43, 116.6 1, 524 2 561. 24 478 52210 451
2006 2827 32, 129.0 6, 0.2 32831 22979 39185 171
2007 360.,0 36.0 152,0 4, 04 3 300. 20600, 83000, 2138
2008 47.0* 56,0 147.0 3 0.2 2 250. 12000( 34 000 3082
2009 440,0 100.0 115,0 2, 2,0 3 300. 17 000 15100 620

*) Takavarikoidun hasiksen maaran romahtaminen vuonna 2008 johtuu poliisin tutkintatéiden
vaiheistuksesta.
Lahde: Keskusrikospoliisi




Taulukossa 2 on esitetty Keskusrikospoliisin laboratoriosta l&hetetyt huumausaineet
kilogrammoina (hasis, marihuana, amfetamiinit, kokaiini, heroiini ja kat) seka kappalei-
na (Subutex, ekstaasi ja LSD) vuosina 2000-2009. [7]

2.4 Nestekromatografia

Kromatografia on kemiallinen erotusmenetelmd, joka perustuu tutkittavan seoksien

komponenttien erilaiseen jakautumiseen kahden eri faasin kesken [8, s. 128].

Kromatografiassa yhdisteiden erottuminen perustuu aina tasapainoihin. Jakautuminen
tapahtuu kromatografikolonnissa tai -levylld, jossa kaksi toisiinsa liukenematonta
faasia, stationaarifaasi ja likkuva faasi, ovat vuorovaikutuksessa toistensa kanssa.
Stationaarifaasina toimii eluenttiin liukenematon kiinte& aine tai neste. Liikkuva faasi on
neste tai kaasu, joka kulkee stationdarifaasin lapi. Tutkittavan seoksen taytyy liueta
eluenttiin [1, s. 140; 8, s. 128.]

Liikkuva faasi on joko neste tai kaasu ja stationdéarifaasi on neste tai kiinted aine. Stati-
onaarifaasin ei tulisi kulkeutua liikkuvan faasin mukana [1, s. 141.]

Nestekromatografiassa lampdtilalla ei ole tasapainoon suurta merkitystd. Nestekroma-
tografiassa tasapainoon vaikuttaa lahinna erotettavien yhdisteiden poolisuus. Kun sta-
tionaarifaasi on poolinen, pooliset yhdisteet tarttuvat siihen voimakkaasti ja poolittomat
heikosti poolitonta liuotinta eli eluenttia kdytettaessa. Nain ollen pooliset yhdisteet liu-
kenevat paremmin pooliseen liikkuvaan faasiin. Nestekromatografiassa tasapainoon

vaikutetaan muuttamalla eluentin poolisuutta [1, s. 142.]

2.5 Nestekromatografi (LC)

Nestekromatografialaitteisto koostuu eluenttisailiésta, pumpusta, injektorista, kolonnista
ja detektoreista seka tiedonkeruu- ja tulostusyksikostd. Nayte syotetddn injektoriin,
jonka jalkeen se kulkeutuu kolonniin. Naytemaaré on tavallisesti muutamia kymmenia
mikrolitroja, ja se syOtetaan laitteistoon, jonka sisélla virtaa liikkuva faasi. Nayte virtaa
likkuvan faasin mukana kolonniin, jossa yhdisteiden varsinainen erottuminen tapahtuu.
Naytteen eri yhdisteet voidaan erottaa sen mukaan, mill& tavoin ne ovat vuorovaikutuk-

sessa stationaarifaasin ja eluentin kanssa. Nayte jakaantuu komponenteikseen, kun se



kulkee kolonnin lapi eluentin mukana. Kolonnissa erottuneet yhdisteet tunnistetaan
detektorilla [1, s. 153-154.]

2.5.1 Laitteisto

Tyo6ssa kaytettiin nestekromatografia, johon on liitetty typpispesifinen kemiluminesens-
sidetektori (LC-CLND). LC-CLND on hyva detektori kvantitatiiviselle analyysille, silla se
perustuu ekvimolaariseen vasteeseen typelle [9]. LC-CLND-menetelméassa nestekro-
matografin Agilent 1100 (Kuviot 4 ja 5) injektiotilavuus oli 10 pul ja virtaus 0,250 ml/min.
Yhden rinnakkaislaimennoksen analysointiaika oli 19 minuuttia. Jokainen yhdiste ja
eluentti reagoivat hapen kanssa 1050 °C:ssa (Kuvio 5). Kuviossa 4 oikealla keskella on
nestetarjotin, johon laimennokset asetettiin. Vasemmalla nékyvissa pulloissa on ajoliu-

okset metanoli ja muurahaishappo (FA).

Kuvio 4. Agilent 1100-nestekromatografi.

Kolonnin [ampétila pysyi koko ajan vakiona 40 °C:ssa. Kolonnin maksimipaineeksi ase-
tettiin manuaalisesti 400 bar ja minimipaineeksi 40 bar. Laitteessa virtaavat kaasut oli-
vat argon (Ar), helium (He) ja happi (O2). Nestekromatografi sisalsi naytetarjottimen,
kalvopumpun, kolonniuunin, kaasun poistajan ja diodirividetektorin (Agilent 1260 Infini-



ty). Laitteesta poistuneet nesteet kerattiin erillisiin pulloihin ja tyhjennettiin niiden taytty-
essa. Kuviossa 5 ylhaalla sijaitsee uuni ja alhaalta sdadeltiin kaasujen virtauksia.

Kuvio 5. Uunin lampétila pysyi vakiona 1050 °C:ssa.

2.5.2 Detektio- eli toteamisraja

Toteamisraja on analyytin pitoisuus, jonka antama mittalaitteen signaalin taso voidaan
todeta luotettavasti (95 %:n todennadkoisyydelld) ja joka eroaa nollanaytteen arvosta
merkitsevasti ollen esimerkiksi kolme kertaa nollanaytteen keskihajonnan (s) suuruinen

eli

toteamisraja = nollanaytteen keskiarvo = 3 - s. [1, s. 13; 10, s. 29]

Toteamisrajalla analyytille maaritetyn pitoisuuden tulee olla niin suuri, etta sita ei enaa
voida tulkita johtuvan taustan satunnaisvaihtelusta. Analysoitavan aineen detektio- eli
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toteamisrajan maaritys perustuu taustan hajonnan tutkimiseen analysoimalla nollandyt-
teita toistuvasti [10, s. 29-30.]

Mittalaitteen toteamisraja voidaan maarittaa tekemalla rinnakkaismittaukset samasta
yhta suuriin osiin jaetusta naytteesta, jonka pitoisuus on toteamisrajan tuntumassa [1,
s. 13]. Ty6ssé detektio- ja kvantitointirajat maaritettiin kofeiinilla. Kvantitointirajan kritee-

rind on £10 % oikeellisuus tuloksessa seka +10 % hajonta rinnakkaismaarityksissa.

Muuntohuumeiden pitoisuusmaarityksissa detektio- ja kvantitointirajoilla ei ole suurta
merkitysta, silla riittavan herkkyyden saavuttamiseksi tutkittavasta naytteesta voidaan

valmistaa vakevampi liuos ja analysoida se uudelleen.

2.5.3 Kvantitointi- eli maaritysraja

Kvantitointi- eli maaritysraja on naytetaustaa vastaan mitatun analyysin pienen pitoi-
suustaso, jolle kvantitatiivisia mittauksien voidaan suorittaa tietylla luotettavuustasolla.

Méaaritysraja lasketaan nollanaytteen hajonnan, s, avulla. Esimerkiksi

maaritysraja = nollanaytteen keskiarvo + 10 - s. [1, s. 13]

Kun analyytin pitoisuus on toteamis- ja maaritysrajan valilla, voidaan analyyttia todeta

olevan naytteessd, mutta sen pitoisuuden olevan "alle maaritysrajan” [1, s. 13].

Maaritysraja tulee todeta kayttden sopivaa mittanormaalia tai varmennettua vertailuma-
teriaalia [10, s. 30].

Tassa tydssa detektio- ja kvantitointirajat maaritettiin toteamalla kuvaajien piikkien ole-
van niin suuret, etta niitd ei voida sekoittaa taustakohinaan. Tarkat rajat voidaan maa-
rittda ylla esitetyilla kaavoilla tai esimerkiksi valmistamalla ja ajamalla eri pienenevia
pitoisuuksia (5 rinnakkaista). Talldin kvantitointirajana kaytetddn pienintd pitoisuutta,
jossa tulosten suhteellinen hajonta (CV %) on alle 10 % ja tulos poikkeaa teoreettisesta

arvosta alle 10 %.

LC-CLND-menetelmén tarkat detektio- ja kvantitointirajat on maaritetty vasta myo-

hemmin (Rasanen et al.). [12]
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2.5.4 Toistettavuus

Menetelmaan liittyva hajonta eli toistettavuus saadaan laskettua, kun toistomittaukset
tehdaan lyhyella aikavalilla ja sama mittaaja tekee ne samasta naytemateriaalista sa-

malla laitteella [1, s. 34]. Toistettavuuden kuuluisi olla < 3 %.

2.5.5 Kolonni ja kolonniuuni

Kolonnilla on analyysissa erityinen tehtava, silla se erottaa jo pienet maarat analyyttia
paljon suuremmasta maarasta naytematriisia (naytetausta). Tavallisesti kolonni on te-
rasputki, joka on 3 - 30 cm pitk& ja on 2 - 8 mm halkaisijaltaan. Usein kolonnissa kayte-
td&n esikolonnia, joka on ennen kolonnia, ja joka on helposti puhdistettavissa ja vaih-
dettavissa. Esikolonni on pakattu samanlaisella tai samankaltaisella materiaalilla kuin
kolonni. Esikolonni poistaa naytteesta kiinteat partikkelit, jotka saattavat hairitéa analyy-
sid. Taten myos varsinaisen kolonnin suorituskyky paranee ja kayttoika pitenee [1, s.
154.]

2.5.6 CLND

LC-CLND on nestekromatografi, johon on liitetty typpispesifinen kemiluminesensside-
tektori. Kemiluminesenssi on kemiallista valon emissiota eli sateilyd, joka tapahtuu ke-
miallisen reaktion yhteydessa. Kemiluminesenssi perustuu typpimonoksidin (NO) ja

otsonin (O3) véliseen reaktioon. [11]

Typen maaritys kemiluminesenssimenetelmaan perustuvassa detektorissa perustuu
siihen, etta aluksi kaikki typped sisaltavat yhdisteet (reaktio 1) palavat hyvin korkeassa
lampédtilassa (noin 1000 °C) happiylimaaran kanssa. Palamistuotteina syntyy typpimo-
noksidia (NO), vetta, hiilidioksidia ja muita palamistuotteita tai oksideja. Palamistuot-
teena ei kuitenkaan muodostu typpidioksidia (NO-), koska typpidioksidin tiedetaan ha-
joavan taysin yli 600 °C:sen lampdtilassa. Palamisprosessissa syntynyt typpimonoksidi
(NO) reagoi nyt otsonin kanssa (reaktio 2) ja tdssa reaktiossa syntyy virittyneessa tilas-

sa olevaa typpidioksidia (NO") ja happea (O).

Q) (R)s-N + O > NO + muut palamistuotteet
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(2) NO + Oz =2 NOY + O

(3) NO,* &> NO; + hv

Virittyneessa tilassa olevan typpidioksidin viritystila purkautuu (reaktio 3) ja syntyva

kemiluminesenssisateily on verrannollinen typpimonoksidin (NO) maaraan.

Jotta typen maara voidaan kvantitatiivisesti maarittaa, reaktiosekvenssin pitaa tayttaa
tietyt vaatimukset. Reaktion (reaktio 1), joka konvertoi typped sisaltavia analyytteja

typpimonoksidiksi, taytyy olla kvantitatiivinen.

LC-CLND-menetelméan kayttoon liittyy kuitenkin joitain rajoituksia. Esimerkiksi kaikki
synteettiset kannabinoidit eivat sisalla lainkaan typpe&. CLND-analyysimenetelm& on
muuttuva analyyteille, joilla on vierekkéiset typpiatomit. [12] Osa huumeista on synteet-
tisia ja vaikeasti nesteeseen liukenevia. Naiden analysointi saattaa olla haastavaa ja
liséksi ne voivat tukkia nestekromatografin kolonnin.
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3 Kokeellinen osa

Kokeellisessa osassa maaritettin menetelman lineaarisuus, detektio- ja kvantitointira-

jat, toistettavuus, ekvimolaarisuus sekd mittausepavarmuus.

3.1 Takavarikkonaytteet ja standardit

Tullilaboratoriosta ja KRP:n laboratoriosta |ahetetyt takavarikkonaytteet olivat kaikki
valkoista jauhetta. Naytteista valmistettiin metanoliin (MeOH) liuokset, joiden pitoisuus
oli

1 mg/ml. Jokaisesta liuoksesta tehtiin rinnakkaislaimennokset analyysia varten.

3  kofeiini, ADC1 A
) Ares = 44.7082072°Amt -143,94288

Aces
“|Rel. Res%(1). 0.000

8000 10

5000 -

4000 +

2000 +

2000 4

1000 4

Correlation: 0.99939

v v v T T
0 50 100 Arcunting /ini)

Kuvio 6. Kofeiinin standardisuora.

Tutkittavista huumeista ja muuntohuumeista valmistettiin standardinaytteet, jotka saa-
tiin kaupallisesti saatavista standardiaineista. Standardit valmistettiin amfetamiinista,
MDMA:sta, MDPV:sta, metylonista, mefedronista ja kokaiinista. Standardien todelliset
pitoisuudet laskettiin ja niitd verrattiin mitattuihin arvoihin. Standardindytteet valmistet-

tiin standardiliuoksesta ja eluentista. Kuviossa 6 on esitetty kofeiinin standardisuora.
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Mittaustuloksista laskettiin variaatiokerroin (CV %). Standardinaytteista laskettiin myos

ero odotusarvoon (bias-%).

3.2 Menetelman testaus

Testattavia suureita olivat lineaarisuus, detektio- ja kvantitointirajat, toistettavuus,

ekvimolaarisuus ja mittausepavarmuus.

3.2.1 Lineaarisuus ja mittausalue

Lineaarisella mittausalueella mittalaitteen herkkyys on vakio eli tulosten ja naytteesta
tutkittavien aineiden pitoisuuksien valilla on lineaarinen korrelaatio. Menetelman vali-
doinnin yhteydessad maéaritettiin kvantitatiiviseen analyysiin soveltuva pitoisuusalue.
Lineaarisella mittausalueella mittaussignaalin taso ja analyytin pitoisuus ovat suoraan
verrannollisia toisiinsa. Talléin kalibrointikayra on suora [1, s. 18.]

Lineaarisen mittausalueen kriteereind ovat: toistettavuus CV % < 10 % ja
tarkkuus bias-% < 10 %. Suurimmalla osalla naytteistd CV % oli hyva ja pysyi alle 5
%:n, jopa alle 1 %:in. Joidenkin naytteiden kohdalla CV % nousi 8 %:iin.

Taulukko 3. Menetelméan lineaarisuuden tutkiminen erikseen valmistetuilla kofeiinistandardeil-

la. Tulokset analysoitiin kofeiinisuoralla (MUUNTOH4).

Todellinen pitoisuus Mitatut arvot | Teoreettiset arvot Ero \c;ggtt:sar-
kofeiini (mg/ml) ng/injektio N ng/injektio N (bias %)
0,00025 3,14 0,72 335,46
0,0005 3,6 1,44 150,13
0,001 4,58 2,89 58,46
0,002 6,84 5,77 18,54
0,003 8,62 8,66 -0,49
0,004 11,01 11,54 -4,56
0,005 13,11 14,43 -9,18
0,01 25,82 28,85 -10,49
0,02 54,16 57,7 -6,14
0,03 84,77 86,55 -2,05
0,04 114,13 115,4 -1,10
0,05 148,42 144,25 2,89
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Taulukosta 3 huomaa, ettéd standardien pienilla pitoisuuksilla bias-% oli suuri. Taulu-
kossa 4 on esitetty eri aineiden mitatut pitoisuudet kayttden kofeiinin standardisuoraa
(MUUNTOH4). Mittaukset tehtiin, koska haluttiin tutkia, kuinka hyvin eri aineet soveltu-

vat kofeiinisuoralla mitattaviksi.

Taulukossa 4 on analysoitu eri aineiden standardisuorien soveltuvuutta mitattavaksi
kofeiinin standardisuoralla. Taulukon mukaan kaikkien aineiden kohdalla pienilla pitoi-
suuksilla (0,01 - 0,03 mg/ml) mitatut bias-%-arvot olivat yli sallitun rajan. Mefedronilla
luotettava bias-%-arvo oli arvosta 13 ng/inj. lahtien, metylonilla 11 ng/inj., MDPV:Ila 19

ng/inj., amfetamiinilla 20 ng/inj., kokaiinilla 22 ng/inj. ja MDMA:lla 12 ng/inj. lahtien.
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Taulukko 4.  Eri aineiden standardit on analysoitu kymmenen pisteen kofeiinisuoralla
(MUUNTOH4). Pitoisuudet ovat kaikilla aineilla samat.
MEFEDRONI METYLONI
pitoisuus | saatu tulos | teor. tulos Bias % saatu tulos | teor. tulos Bias %
(mg/ml) (ng/inj) (ng/inj) (ng/inj) (ng/inj)
0.01 8,075 6,55 23,288 7,243 5,75 25,969
0,02 13,039 13.1 -0,464 11,242 115 -2,246
0.03 19,127 19,65 -2,664 15,392 17,24 -10,721
0.04 24,802 26,2 -5,337 19,640 22,99 -14,572
0,05 30,539 32,75 -6,753 24 253 28,74 -15,614
0,06 36,672 39,3 -6,688 29,120 34,49 -15,570
0.07 41,997 4585 -8,404 33,690 40.23 -16,257
0,08 47,802 524 -8.774 38,024 4598 -17.303
0,09 54 477 58,95 -7.587 43,251 51,73 -16,391
0.1 60,357 65,5 -7,852 48,849 57,48 -15,016
MDPV AMFETAMIINI
pitoisuus | saatu tulos | teor. tulos Bias % saatu tulos | teor. tulos Bias %
(mg/ml) (ng/inj) (ng/inj) (ng/inj) (ng/inj)
0.01 6,738 449 50,072 12,188 10,36 17,642
0,02 11.005 8.98 22,549 21214 20,72 2,386
0.03 15,053 13,48 11,667 30,970 31,08 -0,352
0.04 19,280 17,97 7.292 40,627 414 -1,963
0.05 23,957 22 46 6.666 51,293 518 -0,978
0.06 28,249 26,95 4,821 61,768 62,16 -0,631
0,07 32,879 31,44 4,576 73,698 72,52 1,625
0,08 37,845 35,94 5,299 83,229 82,88 0.421
0,09 42,793 40.43 5,844 95,503 93.24 2,427
0.1 47,623 44 92 6,018 107,184 103.6 3.459
KOKAIINI MDMA
pitoisuus | saatu tulos | teor. tulos Bias % saatu tulos | teor. tulos Bias %
(mg/ml) | (ng/inj) | (ng/inj) (ng/in) | (ng/inj)
0.01 6,784 412 64,652 8,161 6,10 33,789
0,02 10.420 8.24 26,461 12,819 12,19 5,156
0,03 14,133 12,37 14,254 17,703 18,29 -3,210
0,04 18,389 16,49 11,515 22,666 24 39 -7,070
0,05 22,762 20,61 10,443 28,079 30,48 -7,878
0.06 26,675 2473 7,867 33,707 36,58 -7.855
0.07 30,548 28,85 5,885 39,261 4268 -8,011
0,08 35,223 3298 6,800 44 644 48,77 -8.,460
0,09 39,166 37.10 5,568 50,601 54,87 -7.781
0.1 44 255 41,22 7.362 56,463 60,96 -7,376
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Taulukko 5. Esimerkki nayteseurannasta.

ajo kofeiini (ng/inj) amfetamiini (ng/inj)
KRP XXX
290911 A B A B
14,95 26,66 15,06 26,52
14,5 27,16 14,62 27,01
14,66 27 46 14,78 27,3
14,87 2737 14,98 27,22
15,01 2744 15,12 27,29
average 14.8 2722 14.91 27,07
stdev 0.21 0.33 0,21 0.33
CV % 143 1,23 1,39 1,21

Taulukossa 5 on esitetty esimerkki menetelman nayteseurannasta ja toistettavuudesta.
Toistettavuuden testaus on esitetty laajemmin taulukossa 7. Taulukossa 5 on esitetty
eraan amfetamiininaytteen nestekromatografista saadut tulokset. Yhta laimennosta on
injektoitu viisi kertaa, ja niiden keskiarvon (average) perusteella voitiin laskea pitoi-
suuksien keskihajonta (standard deviation, stdev) ja variaatiokerroin (CV %). Taman
mittauksen perusteella menetelman toistettavuus on hyva, silla keskihajonta ja variaa-
tiokerroin ovat pienid ja molempien standardisuorien keskiarvot lahella toisiaan. Taulu-
kossa 6 on esitetty taulukossa 5 mitatun amfetamiininaytteen todellisen puhtauden

mittaaminen.

Taulukon 5 arvot ovat taulukossa 6 sarakkeessa CLND N/inj.
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Taulukko 6.  Esimerkki eraén amfetamiininaytteen puhtauden laskemisesta.

Luna PFP lineaarinen gradientti

10 pl injektio 0,05 mg/ml liuosta = 500 ng/injektio kanta-ainetta

Kanta-ainetta Kanta-aineen
Yhdiste Naytenro Bruttokaava Mp N %N ng/inj. CLND N/inj. puhtaus %
KRP XXX
Amfetamiini C.H,,N 1352| 1401 10.36| 500 14891 28,789
Amfetamiini H SO, (C,H,,N),H,SO, | 3685 2801 76 500 14,91 39,233
Amfetamiini (kof.) C.H,,N 1352 1401 10.36 500 14,8 28,571
Amfetamiini H:SO; (kof.) (CEH”N]: H:SO., 3685 28.01 7.6 500 148 38,937
10 ul injektio 0,1 mg/ml livosta - 1000 ng/injektio kanta-ainetta
Kanta-ainetta Kanta-aineen
Yhdiste Naytenro Bruttokaava Mp N %N ng/inj. CLND N/inj. puhtaus %
KRP XXX
Amfetamiini C.H.,N 1352 1401 10.35| 1000 27,071 26,129
Amfetamiini H,SO, (C,H,N).HSO, [ 3885| 2801 76| 1000 27,07 35,608
Amfetamiini (kof.) C.H, N 1352| 1401 10.36| 1000 27,22 26,271
Amfetamiini H,SO, (kof.) [(C,H,N) HSO, | 3885 2801 76| 1000 27,22| 35,802

Taulukossa 6 on esitetty naytteen pitoisuuden laskeminen. Aluksi tarkistettiin molekyy-
limassat (Mp) ja typen (N) osuudet yhdisteessa. [13] Taman jalkeen laskettiin typen
prosentuaalinen osuus yhdisteessa (%N). CLND-lukema vastaa rinnakkaislaimennos-
ten tulosten perusteella laskettuja keskiarvoja seka kofeiini- ettd amfetamiinistandar-
disuorien perusteella. Kanta-aineen puhtaus laskettin CLND-lukeman, kanta-aineen
maaran seka typen prosentuaalisen osuuden perusteella. Taulukossa 6 seka ylemman
(A-nayte) ettd alemman (B-nayte) taulukon tulosten (kanta-aineen puhtaus) pitaisi vas-
tata toisiaan. B-laimennoksen CLND-tuloksen kuuluisi olla kaksinkertainen A-
laimennoksen tulokseen verrattuna. C-laimennoksia valmistettiin yhteensa kolmesta eri
naytteesta. C-laimennokset valmistettiin vain sellaisista liuoksista, joista saatiin A- ja B-
laimennoksista pienet tulokset. Naytteet olivat MDPV:ta (2 kappaletta) ja kokaiinia (1).
C-laimennosten CLND-tuloksien kuuluisi olla kaksinkertaiset B-laimennosten tuloksiin
verrattuna. Kaikkien C-laimennoksien tulokset vastasivat A- ja B-laimennosten perus-
teella laskettuja kanta-aineen puhtauksia. Amfetamiini- ja kofeiinisuorien tulokset vas-
tasivat toisiaan hyvin. Kanta-aineen puhtaus-%-sarakkeessa on laskettu huumeen pi-

toisuus.

Liitteissa 1-6 on esitetty satunnaisesti valittujen naytteiden tulokset, joiden pitoisuudet

on laskettu samalla tavalla kuin taulukossa 5 on esitetty.
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Kuvio 7. Esimerkki MDPV-standardinaytteen (13,48 ng/injektio) piikista.

Kuviossa 7 on esitetty erddan MDPV-standardin piikki. Detektiorajan (toteamisraja,
LOD) maarityksessa oli signaali—-kohina-suhde s/n > 3, eli piikin tulee olla ainakin kolme
kertaa kohinaa suurempi. [14] Detektioraja testattiin toteamalla naytteiden kuvaajista,
ettd laite tunnistaa testattavan aineen ja muodostaa kuvaajaan piikin, jonka ei voida

katsoa kuuluvan laitteen normaaliin taustakohinaan.

Kvantitointirajan (maéaritysraja, LOQ) maarityksessa oli signaali-kohina-suhde s/n > 10,
eli piikin tulee olla ainakin kymmenen kertaa suurempi. Myds kvantitointiraja testattiin
toteamalla naytteen kuvaajan piikin olevan niin suuri, ettei sitd voida sekoittaa tausta-

kohinaan.

3.2.2 Toistettavuus

Menetelm&an liittyvd hajonta eli toistettavuus saadaan laskettua vastaavista lausek-
keista, kun toistomittaukset tehdaan lyhyella aikavalilla ja sama mittaaja tekee ne sa-

masta ndytemateriaalista samalla laitteella [1, s. 34].

Taulukossa 7 on esitetty menetelman toistettavuuden maaritys. Toistettavuuden maari-
tyksessa otettin yhden takavarikoidun MDPV-naytteen vyksi A- ja yksi B-

rinnakkaislaimennos ja injektoitiin kumpaakin laimennosta 10 kertaa. Taméan jalkeen
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tulosten keskiarvo ja keskihajonta sek& CV % laskettiin. Mittaukset analysoitiin seka
kofeiinin etta MDPV:n standardisuorilla. CV % -osuudet olivat erittain hyvia molemmilla

suorilla mitattuina.

Taulukko 7. Menetelman toistettavuuden mittaaminen kéayttden yhtd takavarikkonaytetté.

Tulli XXXX kofeiini (ng/inj) MDPV (ng/inj)

mittaus A B A B

1 8.23 13,91 539 11,5
2 8.22 14,18 5.91 11,48
3 8.3 13.89 6.06 11.49
4 8,13 13,85 5,83 11,39
5 8.31 13,81 6.03 14
6 843 13,97 6.07 11,48
7 8.29 14,08 5.93 11,68
8 8.29 13,92 6.05 11,46
9 8.24 13,97 5,98 11,57
10 8.35 13,87 6,07 11,44
average 8.28 13.95 598 11.49
stdev 0.08 0.11 0.09 0.08
CV % 097 0.81 143 0.73

Menetelman tarkkuutta voitiin arvioida valmistamalla rinnakkaislaimennoksia, joilla on
tunnettu pitoisuus ja laskemalla niiden pitoisuudet kayttden kofeiinia sekundaa-
ristandardina. Niiden yhdisteiden tarkkuutta, joille on saatavilla referenssistandardi,
arvioitiin myds kayttamalla referenssistandardista valmistettua kalibrointisuoraa ja ver-

taamalla tulosta kofeiinisuoran antamiin tuloksiin.

3.2.3 Ekvimolaarisuus

Ekvimolaarisuus tarkoittaa sita, ettd kahdella aineella on sama konsentraatio. Kun ai-
neet ovat keskendan ekvimolaarisia, niiden konsentraatiot ovat samat ja aineet ovat

taten keskenaén vertailukelpoisia.

Ekvimolaarisuus ei pade, mikali molekyylissa on vierekkaisia typpiatomeja. Typpiato-
mien valissa pitda olla hiiliatomi, jotta tulokset olisivat mahdollisimman luotettavia. Tu-

los on ekvimolaarinen, kun saatu tulos on + 10 % standardista.

Taulukossa 8 on esitetty MDPV-standardindytteen ekvimolaarisuuden maaritys seka

kofeiini- ettd MDPV-standardisuorilla. Pienimmilla pitoisuuksilla ekvimolaarisuuden pro-
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sentuaalinen arvo oli suurempi, kun taas MDPV:n maarastd 0,04 mg/ml yléspain

ekvimolaarisuus tayttaa asetetun vaatimuksen (+ 10 % teoreettisesta arvosta).

Taulukko 8.  Ekvimolaarisuuden maaritys. Suluissa kaytetyn analyysimenetelméan nimi.

Pitoisuus | MDPV-standardi| MDPV-standardi
(MUUNTOH4) (MDPV)
MDPV Hcl | Mitattu tulos |Teoreettinen tulos|Ekvimolaarisuus
mg/ml ng/inj. ng/inj. %
0,01 6,7 4,5 148,89
0,02 11 9 122,22
0,03 15,1 13,5 111,85
0,04 19,3 18 107,22
0,05 24 22,5 106,67
0,06 28,2 27 104,44
0,07 32,9 31,4 104,78
0,08 37,8 35,9 105,29
0,09 42,8 40,4 105,94
0,1 47,6 44,9 106,01

3.2.4 Mittausepévarmuus

Mittausepavarmuus on kvantitatiivinen arvio niista rajoista, joiden sisdpuolella mittaus-
tuloksen oletetaan olevan tietylla todennakdisyydellda. Mittausepavarmuus lasketaan
tilastollisia menetelmia kayttden. Mittausepavarmuustietoja tarvitaan, kun halutaan ar-
vioida mittaustuloksen riittavaa tarkkuutta. Naiden tietojen avulla voidaan arvioida tark-

kuutta esimerkiksi tietyn paatoksenteon kannalta [10, s. 19.]

Mittaamiseen ja analysointiin littyy aina epatarkkuutta. Mikali kaytetdan epatarkkoja
mittausvalineitd, epatarkkuus on suurempi, kun kaytettaessa tarkkoja mittausvalineita
[15, s. 113]]

Mittausepavarmuuteen liittyy monta eri tekijaa. Naytteenotto, naytteen valmistus, mit-
tauslaitteiden kalibrointi, analyysi virhelahteista, tulosten muokkaus, tulosten raportointi
ja tulosten tulkinta ovat mahdollisia epavarmuuslahteitd [10, s. 21.] Liséksi pipetoitaes-
sa rinnakkaislaimennoksia virhe saattaa johtua esimerkiksi pipetista tai pipetoijasta.
Vaikka nestekromatografi injektoi aina yhta naytetta 10 pl, virheen syntyminen on mah-
dollista. Analyysivaiheessa integrointi voi aiheuttaa pienen virheen, jonka seurauksena

mittaustuloksessa on virhe.
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Taulukko 9.  Eri standardiaineiden Bias-%:in madritys kayttamalla sertifioidusta referens-
sistandardista ja kofeiinista valmistettuja standardiliuoksia. Suluissa on ilmoitettu
analyysimenetelméan nimi ja standardien pitoisuus on ng/injektio.

pitoisuus AMFETAMIINI | AMFETAMIINI Bias % KOKAIINI KOKAIINI Bias %
(mg/ml) | (AMPHETAMINE) | (MUUNTOH4) (COCAINE) | (MUUNTOH4)
0,01 12,35 12,19 -1,353387 473 6.78 4348064
0,02 21,19 21,21 0.103008 8.34 10,42 2490348
0.03 30.74 30,97 0.735649 12,03 14,13 17.45150
0,04 40,2 40,63 1,065722 16,26 18,39 13,07009
0,05 50,64 51,29 1,287089 20,61 22,76 1044113
0.06 60,9 61,77 1,430584 24 5 26,68 8.87977
0,07 72.58 73,7 1,544632 28,35 30,55 7,75638
0,08 81,91 83,23 1,612373 33 3522 6,74944
0,09 93,92 9.5 1,679768 36,91 39,17 6.09714
0.1 105,36 107.18 1,729634 41,97 4425 543539
pitoisuus MDPV MDPV Bias % MDMA MDMA Bias %
(mg/ml) (MDPV) (MUUNTOH4) (MDMA) | (MUUNTOH4)
0.01 5.01 6,74 3446709 717 8.16 13,77374
0,02 9.25 1 19,02160 12,49 12,82 265558
0.03 13,57 15,05 10,89912 18,01 1.7 -1,72185
0.04 17,5 19,28 10,15822 23,73 22,67 -4.48662
0,05 21,98 23,96 8,99601 2981 28,08 -5,80319
0,06 26,73 28,25 5,66607 36,19 33,71 -6.85371
0.07 31 32,88 6,07444 42,59 39.26 -7.82549
0.08 35,77 37.684 5,80413 48,38 44 64 -7.72049
0,09 40,7 4279 5,13893 55.09 50,6 -8,14817
0.1 45 55 47,62 4,55842 61,99 56.46 -8,91363

Standardien mittausepavarmuudet olivat pienid, eikd suuria poikkeamia ole (Taulukko

9). Kokonaisuudessaan menetelman mittausepévarmuus on pieni, silla

CV %:ien keskiarvo (satunnaisvirhe) on hyva. Vaikka standardien suhteet kofeiinistan-

dardeihin saattavat hieman poiketa, menetelma on silti osoittautunut luotettavaksi ja

menetelmalla voidaan maarittaa luotettavasti muuntohuumeiden pitoisuuksia.

Systemaattinen virhe U; laskettiin jokaiselle yhdisteelle erikseen. Systemaattinen virhe

perustuu ekvimolaarisuuteen, joka mitattiin kofeiinistandardisuoralla. Yhdistekohtaiset

systemaattiset virheet on esitetty taulukossa 10.

Satunnaisvirheeksi saatiin Uz = 1,79 %, mika on kaikkien takavarikkonaytteiden

CV %:ien keskiarvo.




Yhdistekohtaiset mittausepavarmuudet voidaan laskea kaavalla:

U=,U/+U; ,jossa

U = mittausepavarmuus

Uy
U,
kaikki mittaukset)

Taulukko 10. Yhdistekohtainen mittausepavarmuus.

systemaattinen virhe
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satunnaisvirhe eli kaikkien rinnakkaislaimennosten CV %:ien keskiarvo (siséltaen

Yhdiste Systemaattinen virhe (U1) Satunnaisvirhe (U2) Mittausepavarmuus (U)
MDPV 11,04 1,79 11,18
MDMA -3,5 1,79 3,93
Mefedroni -11,03 1,79 11,17
Metyloni -5,12 1,79 5,42
Amfetamiini 0,99 1,79 2,05
Kokaiini 14,42 1,79 14,53
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4 Tulosten tarkastelu

LC-CLND-mittausmenetelmén mukaan lasketut eri huumeiden puhtaudet on esitetty

liitteissa 1-6. Puhtauden laskeminen mitattujen tulosten perusteella on luotettava.

Menetelman lineaarisuutta varten valmistettiin erikseen omat kofeiinistandardit. Mene-
telman lineaarisuus patee alueella 2,89 - 144,25 ng/inj., silla pienemmilla pitoisuuksilla
bias-%-arvo (poikkeama) oli niin suuri, ettei tuloksia voida valttamatta pitda taysin luo-
tettavina. Alueella 2,89 - 144,25 ng/inj. bias-%-arvot olivat hyvig, ja néin ollen mene-

telman lineaarisuutta voidaan pitdé luotettavana.

Menetelman toistettavuuden testauksen tulokset on esitetty taulukossa 7. Taulukossa 4
eraan amfetamiinindytteen tulosten perusteella laskettu CV % on erittain pieni. CV % -
arvolle on asetettu rajaksi 10 % eroavaisuus, mutta mitatun naytteen

CV % on alle kaksi. Taulukossa 6 testatun MDPV-naytteen CV % on myos alle kaksi.

Na&in ollen menetelman toistettavuus on erittéin hyva.

Taulukossa 4 on esitetty eri aineiden standardisuorien soveltuvuutta mitattavaksi kofe-
iinin standardisuoralla. Bias-%-arvot ovat luotettavia alueella 0,03 - 0,07 mg/ml lahtien
riippuen aineesta. Kokaiinin standardien maaritykseen kofeiinisuora soveltui noin puo-
lestavalistd mittausasteikkoa lahtien, mikéd aiheuttaa mittaukseen epavarmuutta. Mui-
den aineiden kohdalla pienimpia pitoisuuksia lukuunottamalla bias-%-arvot pysyivat

hyvin rajojen sisalla.

Detektio- ja kvantitointirajat méaaritettiin toteamalla kuvaajien piikin olevan tarpeeksi
suuri, ettd sita ei voida sekoittaa laitteen normaaliin taustakohinaan. Molemmat rajat

toteutuivat hyvin.

Taulukossa 8 mitattu ekvimolaarisuus patee hyvin maaritettyjen rajojen puitteissa pitoi-
suudesta 0,04 mg/ml vahvempaan. Alhaisempien arvojen (0,01 - 0,03 mg/ml) suuret
erot ekvimolaarisuudessa olivat korkeimmillaan noin puolitoistakertaiset teoreettisiin
arvoihin verrattuna. Kuitenkin suuremmilla pitoisuuksilla ekvimolaarisuuden tulokset

ovat hyvin tasaisia, ja nain ollen sita voidaan pitaé luotettavana.

Mittausepavarmuus laskettiin kuudelle mitattavalle yhdisteelle erikseen, ja tulokset

vaihtelivat 2,05 % - 14,53 % valilla, mitk& ovat hyvia tuloksia. Mittausepévarmuuden
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ollessa hyvd myds mittausmenetelmén voidaan uskoa olevan hyvin luotettava. Eri
standardisuorien mittausepavarmuus on esitetty Taulukossa 9. Tulosten perusteella
seka amfetamiini- etta MDMA-standardisuorilla oli hyvét bias-%-arvot suhteessa kofeii-
nin standardisuoraan. Molempien aineiden kohdalla bias-%-arvo oli pienimmalla pitoi-
suuden arvolla (0,01 mg/ml) suurempi kuin suuremmilla mitatuilla arvoilla. Kokaiini- ja
MDPV-standardisuorilla pitoisuuden arvoilla 0,01-0,03 mg/ml bias-%-arvo olivat selvas-
ti sallitun rajan ylapuolella. Yleisesti kaikilla standardisuorilla oli erittain hyvat bias-%-

arvot, ja taten standardisuorien mittausepavarmuutta voidaan pitaa luotettavana.

Taulukossa 10 esitetyt yhdistekohtaiset mittausepavarmuudet ovat hyvét. Ainoastaan
kokaiinin mittausepavarmuus oli hieman suurempi kuin muiden yhdisteiden. Taman

perusteella menetelmaa voi hyvin kayttaa jatkossakin.
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5 Johtopaatokset

Tassa insinooritydssa tutkittiin, voidaanko LC-CLND-menetelméaa kayttdéa muuntohuu-
meiden pitoisuusmaarityksissd. LC-CLND-menetelméassa kofeiinin kayttdminen muun-
tohuumeiden pitoisuuden maarityksessa on yksinkertainen ja hyvin soveltuva, mikali

vain muuntohuumeen siséltama typpimaara tiedetaan.

Kofeiini on edullinen, hyvin saatavilla oleva standardiaine, jota voidaan kayttdd muun-
tohuumeiden maarityksiin LC-CLND-menetelméssa. On todennakdista, etta uusia
muuntohuumeita valmistetaan. Olisi kallista ja aikaa vievada, jos jokaisesta uudesta
muuntohuumeesta valmistettaisiin omat standardit. Jotta muuntohuumeita voitaisiin
helposti tutkia, on valittava sekundaaristandardiksi aine, joka on helposti saatavilla ja
edullinen ja joka sisaltaa typpeé (esimerkiksi kofeiini).

LC-CLND-menetelmé& soveltuu hyvin muuntohuumeiden ja muiden huumeiden pitoi-
suusmaarityksiin, silla analysoitavien aineiden standardisuorat taman tutkimuksen pe-
rusteella padasiassa vastasivat kofeiinisuoraa. Muiden huumeiden standardisuorat
vastasivat kofeiinisuoraa myos hyvin, ja nain ollen kofeiinia pystyy jatkossa kayttamaan
huumeiden pitoisuuksien tutkimiseen. Uusien huumeiden standardien rajallinen saata-
vuus vaikeuttaa analyysien tekemistd, mutta kofeiinin avulla analyysien tekeminen on

mahdollista.
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Liite 1
1(1)
MDPV

Er&dan MDPV-naytteen tuloksen puhtauslaskelma.

Luna PFP lineaarinen gradientti

10 pl injektio 0,05 mg/ml liuosta - 500 ng/injektio kanta-ainetta

Kanta-ainetta Kanta-aineet

Yhdiste  Naytenro Bruttokaava Mp N %N ng/inj. CLND N/inj. puhtaus %
TULLI1

MDPV C16H21NO3 275,3468 14,0067 5,0869304 500 20,665 81,248

MDPV HCI C16H21NO5 HCI 311,8077 14,0067 4,4920956 500 20,665 92,006

MDPV (kof.) C16H21NO3 275,3468 14,0067 5,0869304 500 22,949 90,227

MDPV Hcl (kof.) Cy6H21NO5 HCI 311,8077 14,0067 4,4920956 500 22,949 102,174

10 pl injektio 0,1 mg/ml liuosta - 1000 ng/injektio kanta-ainetta

Kanta-ainetta Kanta-aineer

Yhdiste  Ndytenro Bruttokaava Mp N %N ng/inj. CLND N/inj. puhtaus %
TULLI 1

MDPV Ci6H21NO4 275,3468 14,0067 5,0869304 1000 43,735 85,975

MDPV HCI Ci6H21NO5 HCI 311,8077 14,0067 4,4920956 1000 43,735 97,360

MDPV (kof.) Ci6H21NO4 275,3468 14,0067 5,0869304 1000 46,761 91,924

MDPV Hel (kof.) C16Hp1NO3 HCI 311,8077 14,0067 4,4920956 1000 46,761 104,096



Liite 2
1(1)

Amfetamiini

Eraan amfetamiininaytteen tuloksen puhtauslaskelma.

Luna PFP lineaarinen gradientti

10 ul injektio 0,05 mg/ml liuosta = 500 ng/injektio kanta-ainetta
Kanta-ainetta

Yhdiste Naytenro Bruttokaava Mp N %N ng/inj. CLND N/inj.
KRP 1
Amfetamiini CoH13N 135,2 14,0067 10,35998521 500 14,912484
Amfetamiini H,SO, (CoHy3N), HoSO, 368,5 28,0134 7,602008141 500  14,912484
Amfetamiini (kof.) CoHq3N 135,2 14,0067 10,35998521 500 14,799976
Amfetamiini H,SO, (kof.)  (CgH13N), HySO, 368,5 28,0134 7,602008141 500 14,799976

10 ul injektio 0,1 mg/ml liuosta - 1000 ng/injektio kanta-ainetta
Kanta-ainetta

Yhdiste Naytenro Bruttokaava Mp N %N ng/inj. CLND N/inj.
KRP 1
Amfetamiini CoHq3N 135,2 14,0067 10,35998521 1000 27,069394
Amfetamiini H,SO, (CoHy3N), H,S0, 368,5 28,0134 7,602008141 1000  27,069394
Amfetamiini (kof.) CoHq3N 135,2 14,0067 10,35998521 1000 27,216948

Amfetamiini H,SO, (kof.)  (CoH13N), HpSO, 368,5 28,0134 7,602008141 1000

27,216948

Kanta-aineen
puhtaus %

28,789
39,233
28,571
38,937

Kanta-aineen
puhtaus %

26,129
35,608
26,271
35,802



Liite 3

1(2)
Kokaiini
Eraan kokaiininaytteen tuloksen puhtauslaskelma.
Luna PFP lineaarinen gradientti
10 ul injektio 0,05 mg/ml liuosta - 500 ng/injektio kanta-ainetta
Kanta-ainetta Kanta-aineer
Yhdiste = Naytenro Bruttokaavz Mp N %N ng/inj. CLND N/inj. puhtaus %
TULLI 2
Kokaiini Ci7H51NO,4 303,4 14,0067 4,6165788 500 17,380 75,295
Kokaiini Hcl Cy7Hp1NO, 339,8 14,0067 4,1220424 500 17,380 84,329
Kokaiini (kof.) C17H21NO,4 303,4 14,0067 4,6165788 500 19,513 84,533
Kokaiini Hel (kof.) Cy7H01NO, 339,8 14,0067 4,1220424 500 19,513 94,675
10 ul injektio 0,1 mg/ml liuosta - 1000 ng/injektio kanta-ainetta
Kanta-ainetta Kanta-aineer
Yhdiste = Ndytenro Bruttokaavz Mp N %N ng/inj. CLND N/inj. puhtaus %
TULLI 2
Kokaiini Ci7H,1NO4 303,4 14,0067 4,6165788 1000 37,106 80,375
Kokaiini Hcl C17H21NO,4 339,8 14,0067 4,1220424 1000 37,106 90,018
Kokaiini (kof.) Cy7H01NO, 303,4 14,0067 4,6165788 1000 39,358 85,253

Kokaiini Hcl (kof.) C17H21NO,4 339,8 14,0067 4,1220424 1000 39,358 95,481



Liite 4

1(2)
MDMA
Er&adn MDMA-naytteen tuloksen puhtauslaskelma.
Luna PFP lineaarinen gradientti
10 pl injektio 0,05 mg/ml liuosta - 500 ng/injektio kanta-ainetta
Kanta-ainetta Kanta-aineer
Yhdiste = Naytenro Bruttokaava Mp N %N ng/inj. CLND N/inj. puhtaus %
TULLI 3
MDMA C11H15NO, 193,2 14,0067 7,2498447 500 29,701346 81,937
MDMA Hcl C11H15NO» 229,75 14,0067 6,0964962 500 29,701346 97,437
MDMA (kof.) C11H15NO, 193,2 14,0067 7,2498447 500 28,024416 77,310
MDMA Hcl (kof.) C11H15NO, 229,75 14,0067 6,0964962 500 28,024416 91,936
10 pl injektio 0,1 mg/ml liuosta - 1000 ng/injektio kanta-ainetta
Kanta-ainetta Kanta-aineet
Yhdiste = Naytenro Bruttokaava Mp N %N ng/inj. CLND N/inj. puhtaus %
TULLI 3
MDMA C11H15NO, 193,2 14,0067 7,2498447 1000 60,129344 82,939
MDMA Hcl C11H15NO» 229,75 14,0067 6,0964962 1000 60,129344 98,629
MDMA (kof.) C11H15NO, 193,2 14,0067 7,2498447 1000 54,926508 75,762

MDMA Hcl (kof.) Cy1H15NO, 229,75 14,0067 6,0964962 1000 54,926508 90,095



Metyloni

Erdan metyloninaytteen tuloksen puhtauslaskelma.
Luna PFP lineaarinen gradientti

10 pl injektio 0,05 mg/ml liuosta - 500 ng/injektio kanta-ainetta

Yhdiste  N&ytenro Bruttokaave

TULLI 4
metyloni Cq1H13NO3
mety|0ni HCI C11H13NO3
metyloni (kof.) Cq1H13NO3

metyloni Hcl (kof.) Cq1H13NO3

Mp

207,2286
243,6895
207,2286
243,6895

N

14,0067
14,0067
14,0067
14,0067

%N

6,7590574
5,7477651
6,7590574
5,7477651

10 ul injektio 0,1 mg/ml liuosta = 1000 ng/injektio kanta-ainetta

Yhdiste  N&ytenro Bruttokaave

TULLI 4
mety|0ni C11H13N03
metyloni HCI C11H13N03
metyloni (kof.) Cy1H13NO3

metyloni Hcl (kof.) Cq1H43NOg

Mp

207,2286
243,6895
207,2286
243,6895

N

14,0067
14,0067
14,0067
14,0067

%N

6,7590574
5,7477651
6,7590574
5,7477651

Kanta-ainetta

ng/in;j.

500
500
500
500

ng/inj.

1000
1000
1000
1000

Liite
1(1)

5

Kanta-aineet

CLND N/inj. puhtaus %

31,896 94,380
32,896 114,466
27,297 80,771
27,297 94,982

Kanta-aineet

CLND N/inj. puhtaus %

64,011
64,011
52,989
52,989

94,704
111,367
78,397
92,191



Mefedroni

Er&an mefedroninaytteen tuloksen puhtauslaskelma.

Luna PFP lineaarinen gradientti

10 pl injektio 0,05 mg/ml liuosta - 500 ng/injektio kanta-ainetta

Yhdiste Ndytenro  Bruttokaava
KRP 2
mefedroni C11Hy5NO
mefedroni HCI C11H15NO HCI
mefedroni (kof.) Cq1Hi5NO
mefedroni HCI (kof.) C11H15NO HCI

Mp

177,2456
213,7065
177,2456
213,7065

N

14,0067
14,0067
14,0067
14,0067

10 pl injektio 0,1 mg/ml liuosta - 1000 ng/injektio kanta-ainetta

Yhdiste Ndytenro  Bruttokaava
KRP 2
mefedroni Cq1HysNO
mefedroni HCI Cy1HisNO HCI
mefedroni (kof.) Ci1H15NO

mefedroni HCl (kof.) C11H15NO HCI

Mp

177,2456
213,7065
177,2456
213,7065

N

14,0067
14,0067
14,0067
14,0067

%N

7,902424658
6,554175938
7,902424658
6,554175938

%N

7,902424658
6,554175938
7,902424658
6,554175938

Liite 6
1(1)

Kanta-ainetta
ng/inj.

500
500
500
500

Kanta-ainetta
ng/inj.

1000
1000
1000
1000

CLND N/inj.

27,722
27,722
22,802
22,802

CLND N/inj.

66,407
66,407
52,957
52,957

Kanta-aineen
puhtaus %

70,161
84,593
57,709
69,580

Kanta-aineen
puhtaus %

84,034
101,321
67,013
80,799



