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Tama opinnaytety6 tehtiin Keskusrikospoliisin Rikostekniselle laboratoriolle. Tydn tavoit-
teena oli selvittda, voiko sinisia kuulakarkikyndmustejalkia erottaa toisistaan koostumuk-
sellisesti kapillaarielektroforeesianalytiikan avulla.

Kapillaarielektroforeesianalytiikan kaytettavyytta kuulakarkikynamusteisiin liittyvassa toi-
meksiantotytssa tutkittiin kolmen erilaisen kaupallisen elektrolyyttikitin avulla, joita muo-
kattiin lisaamalla joukkoon eri pitoisuuksia asetonitriilid ja metanolia. Naytteind kaytettiin
11 eri kuulakarkikynalla paperiin piirrettya mustejélked, jotka liuotettiin paperista liuottimel-
la ja ajopuskurilla tai liuottimella ja vedella. Vertailunaytteind oli myds kolme puhdasta
vdriainetta, joita kaytetddn yleisesti sinisissd kuulakarkikyndmusteissa. Ruiskusuodatuk-
sen jalkeen naytteet analysoitiin kapillaarielektroforeesilla.

Siniset kuulakarkikyndmusteet saatiin erottumaan hyvin. Naytteiden erottelu perustui piik-
kihienorakenteen tarkasteluun. Piikkien joukossa oli muitakin yhdisteita kuin variaineita.
Parhaimmat tulokset saatiin, kun paperinaytteet liuotettiin asetonitriiliin ja veteen ja kaytet-
taessa 50 % asetonitriiliajopuskuria (pH 4,3). Naytteet mitattiin 20 kV:n jannitteella ja 20
°C:n lampotilassa.

Tutkimusmenetelm&aé kehitetdan edelleen naytteenkasittelyn, ajopuskurin ja naytteen-
syoton osalta.

Avainsanat: kapillaarielektroforeesi, kuulakarkikyndmuste, asiakirjatutkimus
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This thesis was carried out for the forensic laboratory of the National Bureau of Investiga-
tion. The aim of this thesis was to find out whether blue ballpoint pen markings could be
distinguished from one another by capillary electrophoresis.

The usability of capillary electrophoresis in relation to ballpoint pen inks was investigated
in this assignment by three commercial electrolyte kits. The kits were modified by adding
different concentrations of acetonitrile and methanol. Eleven different markings made us-
ing a ballpoint pen were used as samples. They were dissolved from the paper with sol-
vent and run buffer or with solvent and water. Also three pure colors commonly used in
ballpoint pen inks were included in this analysis as comparison samples. After syringe
filtration the samples were analysed by capillary electrophoresis.

The investigations showed that it was possible to successfully distinguish between the
blue ballpoint pen inks. The differentiation of the samples was based on the observation of
fine structure of peaks. Among the peaks there were also other compounds than color-
ants. The best results were generated when the paper samples were dissolved in acetoni-
trile and water while using 50 % acetonitrile run buffer (pH 4,3). The samples were meas-
ured using 20 kV voltage at a temperature of 20°C.

The research method is further perfected in terms of improving the sample handling, the
use of the run buffer and sampling.

Keywords: Capillary electrophoresis, ballpoint pen ink, document investigation
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JOHDANTO

Asiakirjoissa kaytettyjen musteiden kemiallinen luonnehdinta on vakiintunut-
ta kulttuuria monissa forensisissa laboratorioissa. Keskusrikospoliisin rikos-
teknisen laboratorion teknisen osaston asiakirjatoiminnon tutkimista asiakir-
joista osa on osittain tai jopa kokonaan kuulakarkikynalla yksiloityja. Tallaisia
asiakirjoja ovat esimerkiksi vdhemman kehittyneiden maiden ajokortit, henki-
I6kortit ja passit (esimerkiksi Irak). Edella mainittujen asiakirjojen kohdalla
naytettd nakyvasti vahingoittavien tutkimusmenetelmien kayttd ei yleensa tu-
le kysymykseen. Varsinaisten turvapainotuotteiden lisdksi asiakirjatoimin-
nossa tutkitaan jonkin verran asiakirjoja, joilla ei ole enaa mythempaa kayt-
toa kiistatilanteen ratkettua. Téllaisia asiakirjoja ovat kahden osapuolen vali-
set sopimuspaperit, testamentit ja ladkemaaraykset. Taman ryhman nayttei-
siin on luvan kanssa mahdollista kayttda dokumenttia hieman vahingoittavia

tutkimusmenetelmia.

Rikosteknisen laboratorion asiakirjatoiminto on tutkinut musteita paaasiassa
mikroskopiaan ja visuaalisiin tarkasteluihin perustuen. Lisaksi kayt6ssa on
ollut myds ohutkerroskromatografinen (thin layer chromatography, TLC) me-
netelm&, mutta sen kayttdé on edellyttdnyt asiakirjan osittaista vahingoittamis-

ta.

Kemiallisilla varitutkimuksilla selvitetdan kahden vérijaljen keskinainen sa-
manlaisuus tai tunnistetaan véri joksikin nimenomaiseksi tuotteeksi. Tassa
tarkoituksessa on mielekasta kayttaa niita analyysimenetelmia, jotka erotte-
levat mustenaytteitd tehokkaimmin laadullisesti. Rikosteknisessa laboratori-
ossa jo olemassa olevan laitekannan pohjalta paadyttiin selvittimaan kapil-
laarielektroforeesin erotteluvoimaa musteiden laadullisessa luonnehdinnas-
sa. Tutkimuksen tavoitteena on myds selvittdd kapillaarielektroforeesianaly-
tiikan yleinen kaytettavyys kuulakarkikyndmusteisiin liittyvassa toimeksianto-
tyossa. Tama tutkimus kohdistuu sinisiin kuulakarkikynamusteisiin. Naiden
siniset variaineet ovat padasiassa aromaattisia amiiniyhdisteité ja siten hel-
posti varautuneiksi saatettavissa tai varautuneita jo neutraalissa pH:ssa. Ka-

pillaarielektroforeesilla tahdataan juuri variaineiden toteamiseen.
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KUULAKARKIKYNIEN SINISET MUSTEET

Kuulakarkikynien siniset musteet koostuvat useimmiten useasta eri variai-
neesta. Ne ovat siis variaineseoksia. Variaineet voidaan jakaa positiivisesti
ja negatiivisesti varautuneisiin, eli kationisiin ja anionisiin variaineisiin. Ka-
tionisia variaineita kaytetddn esimerkiksi sinisavyisissa kuulakarkikyndmus-
teissa ja anionisia variaineita mustissa kuulakarkikynamusteissa [1; 2]. Kuu-
lakarkikynamusteissa kaytettavia variaineita ovat muun muassa viktoriasini-
nen (victoria blue), metyylivioletti (methyl violet) ja kristallivioletti (crystal vio-

let). Variaineiden rakennekaavoja on esitetty kuvissa 1 ja 2.
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Kuva 1. Viktoriasininen B [3]
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Kuva 2. Metyylivioletti 6B ja kristallivioletti [4; 5]

Kuulakarkikynamusteiden vdriaineet ovat konjugoituneita orgaanisia yhdis-
teitd, jotka sisaltdvat aromaattisia aminoryhmia. Aromaattisten ryhmien
vuoksi vériaineilla on absorptiota UV-alueella. Molekyyli absorboi sita pi-
demmalla aallonpituudella, mitd enemman aromaattisia renkaita molekyylis-
s& on. Kuulakarkikynamusteiden sininen vari havaitaan, kun konjugoitunei-
den kaksoissidosten (kaksoissidosten vélissa yksoissidos) ketju on tarpeeksi

pitka. Talléin variaineet absorboivat nakyvan valon alueella. [6, s. 54.]



pH:n vaikutus variaineen protonoitumiseen

Siniset variaineet, kuten esimerkiksi kristallivioletti, sisaltavat helposti hapet-
tuvia, elektroneja vastaanottavia aminoryhmid. Vesiliuoksessa (pH = 7) kris-
tallivioletti on positiivisesti varautunut yhdiste (amiini, suola). Talldin yksi sen
kolmesta aminoryhmasta on protonoitunut. pH:n laskiessa (pH > 1.6) kristal-
livioletista muodostuu dikationi, kun toinen aminoryhma protonoituu. Kun pH
on laskenut tarpeeksi (pH < 1,6), kolmaskin aminoryhma protonoituu ja
muodostuu trikationi. Aminoryhmien protonoituessa yhdisteen kokonaisva-
raus kasvaa. Kuvassa 3 on esitetty kristallivioletin aminoryhmien protonoi-

tumista ja liuoksen varin muutosta.

H H
| |
N(CHy), (CH N NECHy), (CHy,N
O O
+H®
-_—

+H®
_-_—
-H o O = H$
N(CH,), N(CH,), H _E(C Ha)z
Violetti Sininen Keltainen

Kuva 3. Aminoryhmien protonoituminen [7]

Emaksisessa ymparistdssa kationisen variaineen varaus poistuu ja syntyy
neutraali yhdiste. Kristallivioletin ja emaksisen yhdisteen reaktio seké liuok-

sen varin muutos on esitetty kuvassa 4.

] - - - -
N(CHg), (CH,),N NiCHy),  CH,N NICH,),
OO T
g OH

N(CH,), N(CH,),
Violetti Kirkas

Kuva 4. Kristallivioletin varaus poistuu eméaksisessé liuoksessa [7]
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KAPILLAARIELEKTROMIGRAATIOTEKNIIKAT

Kapillaarielektromigraatiotekniikat ovat tehokkaita, nopeita ja selektiivisia
erotusmenetelmi& pienille ja suurille molekyyleille. Kapillaarielektromigraa-
tiotekniikoiden etuja ovat pieni reagenssien kulutus, lyhyet analyysiajat ja
hyva erotuskyky. Kapillaarielektromigraatiotekniikoilla voidaan analysoida
varauksellisia yhdisteita, neutraaleja molekyyleja, epéorgaanisia ja orgaani-
sia yhdisteitd sekd monia biologisia yhdisteita. Kapillaarielektromigraatiotek-

niikat jaetaan erotusperiaatteen perusteella kuvan 5 mukaisesti. [6, s. 178.]

rKAPlLLAARIELEKTROMIGRAATIOTEK NIIKAT |

|Kapillaarielektroforeettiset tekniikatl Sahkoavusteiset kapillaarikromatografiset
tekniikat
[kapillaarielcktroforeesi] |clcktr0kinccuincn kapillaarikrom ulografiaJ
|kapiIlzlari-isoeleklrinen f()kusoinli] lm isellinen elektrokineettinen kapillaarikrom atografia ]
[kapillaarigeelieleklrol‘oreesi | Lm ikmemulsioeleklrokinelltinen kapillaarikromatografia I
[ kapi[Iaari-isomkofnreesi' [kapi]laarielel[ﬂrokromatograﬁa

I affiniteettikapillaarielektroforeesi I

Kuva 5. Kapillaarielektromigraatiotekniikoiden jaottelu [8, s. 221]

Perusmenetelmaé kutsutaan kapillaarielektroforeesiksi (capillary zone elect-
rophoresis, CZE). Laajalti kaytdssa on myds misellinen elektrokineettinen

kapillaarikromatografia.

3.1 Kapillaarielektroforeesi

Kapillaarielektroforeesi soveltuu vain varauksellisten, anionien ja kationien,
erottamiseen, koska erottuminen perustuu yhdisteiden erilaiseen liikkkuvuu-
teen elektrolyyttiliuoksessa. Kapillaarielektroforeesissa elektrolyyttiliuoksen
johtokyvyssa ja sahkokentan voimakkuudessa ei tapahdu suuria muutoksia
erotuksen aikana ja liuos pysyy muuttumattomana koko erottumisen ajan.
Taustaelektrolyyttiliuokset voivat olla vesipohjaisia, taysin orgaanisia liuoksia

tai nadiden yhdistelmia. [8, s. 248.]

Elektro-osmoottinen virtaus syntyy, kun kapillaarin paiden vélille kytketdan

sahkgjannite. Talloin neste lahella kapillaarin sisdreunaa alkaa liikkua ja saa



aikaan virtauksen. Kationianalyysissa laitteen napaisuus on normaali, jolloin
elektro-osmoottinen virtaus kulkee anodilta katodille. Kationien liikkeeseen
vaikuttaa nyt elektro-osmoottinen virtaus ja katodin vetovoima samansuun-
taisesti, joten Kkationit kulkeutuvat ensimmaiseksi ilmaisimelle. Elektro-
osmoottisen virtauksen mukana tulevat neutraalit yhdisteet ja anionit migroi-
tuvat viimeisend, koska ne pyrkivat vastavirtaan anodia kohti. Kaikki anionit
eivat valttamatta saavuta detektoria erottelun aikana. Anionianalyysissa lait-
teen napaisuus kaannetddn vastakkaiseksi, jolloin nayte kulkee elektro-
osmoottisen virtauksen avulla katodilta anodille. Talldin anionit detektoituvat
ensimmaiseksi ja osa kationeista vastaavasti viimeisena, koska katodi vetaa
niitd puoleensa elektro-osmoottista virtaa vastaan. Kuvassa 6 on esitetty eri

varauksisten yhdisteiden liikkumista kapillaarissa kationianalyysissa.
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Kuva 6. Varautuneiden yhdisteiden liikkuminen kapillaarissa kationianalyysissa [9, s.
23]

3.2 Misellinen elektrokineettinen kapillaarikromatografia

Misellisella elektrokineettisella kapillaarikromatografialla (Micellar electro-
kinetic chromatography, MEKC) voidaan analysoida varauksellisia ja neut-
raaleja yhdisteita. Elektrolyyttiliuokseen lisdtdan pinta-aktiivisia aineita, jotka
muodostavat miselleja. Pinta-aktiiviset aineet ovat amfifiilisia molekyyleja eli
niissé on hydrofobinen ja hydrofiilinen osa. Kun pinta-aktiivisen aineen kon-
sentraatio on tarpeeksi suuri eli se ylittda niin sanotun kriittisen misellikon-
sentraation, muodostuu miselleja. Misellit muodostavat elektrolyyttiliuokseen
dispersiostationdarifaasin. Naytekomponenttien erottuminen perustuu niiden
jakaantumiseen misellifaasin ja elektrolyyttiliuoksen valilla. Erottuminen pe-
rustuu myods naytekomponenttien vuorovaikutuksiin misellien kanssa. Yhdis-

teiden hydrofobisuus vaikuttaa vuorovaikutusten voimakkuuteen: mita hydro-



fobisempi yhdiste on, sita voimakkaammin se pidattyy misellifaasiin, jolloin

sen liikkkuvuus hidastuu hydrofiilisempiin yhdisteisiin verrattuna.

Pinta-aktiivisina aineina voidaan kayttdd anionisia ja kationisia yhdisteita,
yleensa kuitenkin anionisia yhdisteita (esimerkiksi natriumdodekyylisulfaatti,
SDS). Anionien muodostamissa miselleissa molekyylien hydrofobiset paat
suuntautuvat misellin keskustaa kohti ja varaukselliset (hydrofiiliset) paat
suuntautuvat misellin pintaan vesiliuoksissa. Erotussysteemin selektiivisyy-
teen voidaan vaikuttaa vaihtamalla tai kayttamalla kahta tai useampaa eri

pinta-aktiivista ainetta.

Anionisten pinta-aktiivisten aineiden muodostamilla miselleilla on suuri nega-
tiivinen nettovaraus, jolloin ne kulkevat sahkotkentassa kohti anodia. Elektro-
osmoottinen virtaus on kuitenkin voimakkaampaa, kuin misellien elektrofo-
reettinen liilkkuvuus, jolloin my6s misellit kulkeutuvat hitaasti kohti katodia.
Ensimmaisena migroituu elektro-osmoottinen virtaus ja heti sen jalkeen
neutraalit hydrofiiliset yhdisteet. Neutraalit hydrofobiset yhdisteet migroituvat
ennen misellejd. Analyyttien erottumista misellisessé elektrokineettisessa
kapillaarikromatografiassa on esitetty kuvassa 7. [8, s. 225 - 227.]

I” Pinta-aktiivinen aine <::| Elektroforeesi

@ @ Analyytteji Elektro-osmoottinen

virtaus
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Silikakapillaari

Kuva 7. Analyyttien erottuminen misellisessé elektrokineettisessa kapillaarikromato-
grafiassa [8, s. 256]



Varauksellisia yhdisteitd eroteltaessa analyytit migroituvat vasta misellien
jalkeen. Anionisia pinta-aktiivisia aineita kaytettdessa misellien jalkeen mig-
roituu mahdollisesti viela osa anionisista yhdisteista. Kationeja eroteltaessa
kaytetdadn kationisia pinta-aktiivisia aineita (esimerkiksi dodekyylitrimetyy-
liammoniumkloridi, DTAC) ja laitteen napaisuus kaannetaan vastakkaiseksi.
Naissa olosuhteissa osa kationeista migroituu elektro-osmoottisen virtauk-

sen ja misellien jalkeen.

3.3 Erotukseen vaikuttavat tekijat

Kapillaarielektroforeesilla tehtaviin erotuksiin vaikuttavat analyyttien diffuusio
ja liikkuvuudet, analyyttien vuorovaikutukset kapillaarin seindméan kanssa,

elektro-osmoosi seka Joule-lampd.
3.3.1 Elektro-osmoottinen virtaus

Paallystamattomissa synteettisesta piioksidista valmistetuissa silikakapillaa-
reissa kapillaarin sisdseinama koostuu vapaista silanoliryhmista Si-O-H, jot-

ka ionisoituvat, kun pH on riittdvan korkea, > 2-3:
Si-O-H = Si-O" + H*

Negatiivisesti varautuneeseen silikaseindmaan muodostuu kaksoiskerros,
kun kapillaarin sisélla olevassa elektrolyyttiliuoksessa olevat positiiviset ionit
(kationit) kulkevat seindman lahelle s&hkoisen vetovoiman vuoksi. Osa ka-
tioneista jA& pysyvasti negatiivisesti varautuneen seindméan pintaan muodos-
taen niin sanotun Sternin kerroksen, ja osa jakautuu seindman lahelle muo-
dostaen diffuusiokerroksen. Naiden kahden kerroksen valista potentiaalia
kutsutaan zeta-potentiaaliksi ({). Kuvassa 8 on esitetty sahkéinen kaksois-

kerros.
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Sternin kerros Diffuusiokerros

Kuva 8. Sahkoinen kaksoiskerros [10, s. 219]

Kun elektrolyyttiliuoksella taytettyyn kapillaariin kytketaan sahkokentta, alkaa
diffuusiokerros lilkkkua kohti katodia. Tata diffuusiokerroksen liikkumista kut-
sutaan elektro-osmoottiseksi virtaukseksi (electro-osmotic flow, EOF). Elekt-

ro-osmoottisen virtauksen muodostuminen kapillaariin on esitetty kuvassa 9.

silikakapillaari

Kuva 9. Elektro-osmoottisen virtauksen muodostuminen kapillaariin [8, s. 224]

Sahkoisen kaksoiskerroksen paksuuden vuoksi (< 10 nm) virtausprofiili on
muodoltaan tylppa. Juuri virtausprofiilista johtuen piikit ovat hyvin terévia ver-
rattuna kromatografisiin erotuksiin, joissa likkuvan faasin virtausprofiili on

parabolinen. Virtausprofiileja on esitetty kuvassa 10.



Kuva 10. Elektro-osmoottisen virtauksen tylppa virtausprofiili kapillaarissa (A) ja
pumppauksen aiheuttama parabolinen virtausprofiili kromatografiassa (B) [8, s. 224]

Elektro-osmoottisen virtauksen kontrollointi on tarkeda, koska silikakapillaa-
rin  sisdpinnalla tapahtuvat muutokset vaikuttavat suoraan elektro-
osmoottisen virtauksen toistettavuuteen ja samalla analyyttien migraatioaiko-
jen toistettavuuteen. Zeta-potentiaaliin, viskositeettiin ja dielektrisyysvakioon
ja samalla siis elektro-osmoottiseen virtaukseen voidaan vaikuttaa muutta-
malla elektrolyyttiliuoksen koostumusta. pH:n laskeminen alentaa zeta-
potentiaalia ja samalla elektro-osmoottisen virtauksen nopeutta, koska hap-
pamissa liuoksissa kapillaarin sisdpinnan silanoliryhmien dissosiaatioaste

vahenee.

Elektro-osmoottiseen virtaukseen voidaan vaikuttaa myos elektrolyyttiliuok-
sen ionivahvuudella ja liuokseen lisattavilla lisdaineilla (muun muassa or-

gaaniset modifioijat). [8, s. 225.]
3.3.2 Joule-lampo6

Erotuskapillaarissa kulkevan sahkovirran johdosta kapillaarin sisélla muo-
dostuu lamp6a. Tatd muodostunutta lampéa kutsutaan Joule-lammaoksi, joka
syntyy, kun séhkdkentén vaikutuksesta elektrolyyttiliuoksessa liikkuvat ionit
luovuttavat ymparistéénsa energiaa. Virran voimakkuudella on fysiikan lain
mukaan suora vaikutus Joule-lamp66n: mita suurempi virta, sitd suurempi

[aAmmon nousu.

P=U-I (1)
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Joule-lammon vaikutuksesta kapillaarin sisdan muodostuu kapillaarin séteen
suuntainen lampdotilagradientti: keskella kapillaaria lampétila on korkeampi
kuin laidoilla. Lampotila vaikuttaa suoraan naytteen ja elektrolyyttiliuoksen
viskositeettiin; keskella kapillaaria viskositeetti on alhaisempi kuin laidoilla,
jolloin virtausprofiili muuttuu paraboliseksi. La&mpdtilagradientti vaikuttaa li-
saksi lampoherkkien yhdisteiden pysyvyyteen, kapillaarin zeta-potentiaaliin,
yhdisteiden pKg-arvoihin, dissosiaatiovakioihin ja elektroforeettisiin liilkku-
vuuksiin. [8, s. 222 - 226.]

3.4 Laitteisto

Kapillaarielektroforeesi koostuu jannitelahteestd, nayte- ja puskuriastioista,
kapillaarista ja detektorista. Laitteistoon voidaan lisata erilaisia lisalaitteita,
kuten esimerkiksi automaattinen naytteensyoéttaja, kapillaarin ja nayte- ja
puskuriastioiden termostointiyksikko seka fraktion kerayssysteemi. Kapillaa-

rielektroforeesilaitteen kaaviokuva on esitetty kuvassa 11.

kapillaari L, (| detektori

elektrodi elektrodi

niyteastia jinnitelihde

Kuva 11. Kaaviokuva kapillaarielektroforeesilaitteistosta [8, s. 227]

Tarkeimmaét erotukseen vaikuttavat tekijat ovat kapillaarin pituus, kapillaarin
sisdhalkaisija, elektro-osmoottinen virtaus, séhkokentan voimakkuus, lampo-

tila, viskositeetti, sahkovirta, elektrolyytin ionivahvuus ja pH.

Kapillaarin sisdhalkaisijan kasvattaminen lisaa naytekapasiteettia ja paran-

taa detektointiherkkyyttd, mutta toisaalta lisdd Joule-lammén muodostumis-
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ta. Kapillaarin pidentdminen puolestaan kasvattaa pohjalukua ja migraatio-

aikoja, pienentaa virtaa ja parantaa resoluutiota.

Jannitteen kasvattaminen parantaa resoluutiota, erotustehokkuutta ja lyhen-
tad analyysiaikaa. Toisaalta Joule-lAmmon muodostuminen lisdantyy, jolloin

lampdotilaa on syytd kontrolloida varsinkin korkeilla jannitteill&.

Lampdtilan kasvattaminen lyhentaa analyysiaikaa, alentaa elektrolyyttiliuok-
sen viskositeettia ja kasvattaa siten sahkovirtaa. Liséksi se voi vaikuttaa ero-
tustehokkuuteen, piikkien muotoon, resoluutioon, puskurin pH-arvoon seké
yhdisteiden pK,-arvoihin ja siten niiden ionisoitumisasteeseen. Muodostuva

Joule-lamp6 heikentaa erotustehokkuutta ja leventaa piikkeja.

lonivahvuuden kasvattaminen alentaa kapillaarin  seindman zeta-
potentiaalia, jolloin elektro-osmoottinen virtaus hidastuu ja migraatioajat kas-
vavat. lonivahvuuden kasvattaminen myds lisaa virtaa, parantaa resoluutiota
ja piikkien muotoa. [8, s. 227 - 228.]

3.5 Elektrolyyttipuskurit

Elektrolyyttiliuoksella on keskeinen merkitys kapillaarielektroforeesiteknii-
koissa, koska se vaikuttaa ensisijaisesti nédytekomponenttien migraatio-
ominaisuuksiin. Elektrolyyttiliuoksina kaytetaan tavallisimmin erilaisia vesi-
pohjaisia puskuriliuoksia. Elektrolyytin puskurointitehokkuus kaytettavalla
pH-alueella vaikuttaa analyysien toistettavuuteen. Sopivaa elektrolyyttia va-
littaessa taytyy ottaa huomioon sen ionivahvuus ja elektrolyytin absorptio
UV-detektoria kaytettdessa.

Puskurin ionivahvuus on suoraan verrannollinen muodostuvaan virtaan eli
mitd suurempi ionivahvuus, sitéd suurempi virta kapillaariin muodostuu. loni-
vahvuudella on merkitystd myos elektro-osmoottiseen virtaukseen: ionivah-
vuuden kasvaessa elektro-osmoottinen virta pienenee. Yleensa sopiva elekt-
rolyyttiliuoksen ionivahvuus on 25 - 50 mM, mutta sitd voidaan kasvattaa li-

saamalla elektrolyyttiliuokseen jotakin sopivaa suolaa.

Elektrolyyttiliuoksen pH vaikuttaa elektro-osmoottiseen virtaukseen, nayte-
komponenttien dissosioitumiseen ja siten niiden elektroforeettiseen liikku-
vuuteen. Zeta-potentiaali on negatiivinen paallystamattomilla kapillaareilla ja

elektro-osmoottinen virtaus suuntautuu kohti katodia. Happamien yhdistei-
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den erotuksissa elektrolyyttiliuoksen pH-arvoksi valitaan yleensd 1 - 2 pH-
yksikkoa korkeampi pH-arvo kuin naytteiden pK,-arvot, koska talléin yhdis-
teet ovat anioneina. Vastaavasti eméaksisten yhdisteiden erotuksissa pH-
arvoiksi valitaan noin 1 - 2 pH-yksikkda alhaisempi pH-arvo kuin naytteiden
pK,-arvot, koska talloin yhdisteet ovat kationeina.

Elektrolyyttiliuokseen voidaan myds lisatéd aineita, jotka vaikuttavat muun
muassa selektiivisyyteen ja liukoisuuteen. Orgaanisia liuottimia (esimerkiksi
metanoli) kaytetddn usein lisddmaéan hydrofobisten naytekomponenttien liu-
koisuutta, alentamaan virtoja seké parantamaan selektiivisyytta ja resoluutio-
ta. Elektrolyyttiliuoksen viskositeetin muuttuessa modifioidaan analyyttien
elektroforeettista liikkuvuutta ja elektro-osmoottista virtausta. Orgaaniset liu-
ottimet vaikuttavat myo6s zeta-potentiaaliin, koska liuoksen dielektrisyysvakio
muuttuu. Orgaanisen liuottimen osuuden kasvaessa puskuriliuoksessa zeta-
potentiaali yleensa laskee. Mitd korkeampi puskurin pH on, sitd voimak-
kaampi vaikutus on. [8, s. 229 - 231.]

3.6 Naytteensyo6tto

Kapillaarien pienien tilavuuksien vuoksi injektoitavat naytemaarat ovat pie-
nid, muutamia nanolitroja. Yleensa nayte syodtetddn suoraan kapillaarin al-

kuosaan paineen tai jannitteen avulla.

Lapponaytteensyottod

Naytteensyottoon tarvittava paine-ero muodostetaan nostamalla nayteasti-
aa, jolloin nayte virtaa kapillaariin nestepintojen korkeuseron aiheuttaman

paine-eron vuoksi.
Kerdysastian alipaineistaminen tai nayteastian ylipaineistaminen

Keraysastia voidaan alipaineistaa, tai nayteastia ylipaineistaa, naytteen-
syoton ajaksi, jolloin nayte virtaa kapillaariin. Paine poistetaan naytteen-
syoton jalkeen. [8, s. 231 - 233]

Elektrokineettinen naytteensyotto

Elektrokineettisessa naytteensytttssa toisen puolen kapillaari ja elektrodi
siirretddn nayteastiaan injektoinnin ajaksi. Nayte siirtyy kapillaariin, kun

elektrodien valille kytketd&n lyhyeksi ajaksi jannite. Kapillaariin kulkeutuvat
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anionit, kationit ja neutraalit yhdisteet. Anionien ja kationien maara kapillaa-

rissa riippuu kytketyn jannitteen suunnasta. [6, s. 181.]

3.7 Naytevydhykkeiden konsentrointi naytteensydton yhteydessa

Kapillaarielektroforeesitekniikoissa injektoitavat nadytemaarat ovat pienia ja
pitoisuudeltaan laimeita. Naytteet vaativat usein konsentrointia ja se voidaan
tehda joko naytteen esikasittelyn yhteydessa tai naytteensyoton yhteydessa.

Ajon aikainen naytevythykkeen fokusointi

Ajon aikainen naytevyohykkeen fokusointi (stacking) syntyy, kun néayte-
vyO6hykkeen ionivahvuus on oleellisesti pienempi kuin puskuriliuoksen. Tal-
16in naytevyobhyke vakevdityy kulkusuunnassa kapeammaksi vydhykkeeksi,
mika ilmenee piikin korkeuden kasvuna. Fokusointilahtékohdat saavutetaan

helposti liuottamalla naytteet vesiliuoksiin. [11, s. 665 - 666.]

3.8 Erotuskapillaarit

Kapillaarielektroforeesitekniikoissa kaytetaan ulkopinnalta polyimidilla paal-
lystettyja silikakapillaareja, joiden sisahalkaisija on 25 - 100 um. Kapillaarin
sisdseindma voidaan padllystdaa dynaamisesti tai sitomalla paallystemateri-
aali kapillaarin pinnan silanolirynmiin. Kapillaarin paallystamisella pyritdan
kontrolloimaan elektro-osmoottista virtausta ja vahentdmé&an naytteen ad-

sorptiota kapillaarin seinamaan.

Kapillaarin pintaa voidaan modifioida lisddmalla elektrolyyttiin sopivia yhdis-
teitd, jolloin puhutaan kapillaarin pinnan dynaamisesta paallystamisesta. Dy-
naaminen paallystdminen voidaan toteuttaa ajo- tai huuhtelupuskurin sisal-
tamilla paallystemolekyyleilla. Yleisimmin kaytettavia lisdaineita ovat kationi-
set pinta-aktiiviset aineet ja amiinit. Amfoteeristen pinta-aktiivisten aineiden
avulla voidaan muuttaa elektro-osmoottisen virtauksen suuntaa muuttamalla
liuoksen pH-arvoa. Lisdaineet vuorovaikuttavat kapillaarin sisédpinnan kans-
sa muuttaen sen varausta ja hydrofobisuutta. Dynaamisen paallystyksen
etuna on sen stabiilisuus, koska p&allystys uusiutuu jatkuvasti. Modifiointiai-
neet saattavat muodostaa erilaisia komplekseja néaytekomponenttien kans-
sa, mikd hankaloittaa niiden kayttod. Liséksi ne saattavat hairitd detektointia

tai vaikuttavat liuoksen johtokykyyn. [8, s. 238 - 240.]
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3.9 Detektorit

Kapillaarielektroforeesitekniikoissa naytetilavuudet ovat hyvin pienia. Tavalli-
sin kapillaarielektroforeesissa kaytettava detektointimenetelm& on suoraan
kapillaarista mitattava absorptio tai fluoresenssi. Kapillaarielektroforeesi on
myds mahdollista liitté& massaspektrometriin.

3.9.1 UV/VIS-detektori

Kapillaarielektroforeesissa suoraan kapillaarin 1api tehtavien absorptiomitta-
usten herkkyyttad heikentaa lyhyt kapillaarinsisdinen valotie. Valotien lyhyytta
voidaan kuitenkin kompensoida kayttamalla lamppua, jolla on suuri intensi-
teetti, mika parantaa signaali-kohinasuhdetta. Liséksi kapillaari taytyy asen-
taa oikein sateeseen nahden seka valita hilan asetukset oikein. Detektointi-

herkkyyttd voidaan parantaa kasvattamalla valotien pituutta.

Kaanteista UV-detektointia kaytetaan erityisesti pienten ionisten yhdisteiden
detektoinissa, koska niiden UV-absorptio on hyvin heikko. Tall6in elektrolyyt-
tiin lisdtaén jotakin voimakkaasti UV-absorboivaa yhdistetta, mika aiheuttaa
taustasignaalin. Epaaktiivisen analyytin kulkeutuessa detektorille, havaitaan
yhdiste taustasignaalin alenemana eli negatiivisina piikkeind. Suorassa UV-
detektoinnissa elektrolyytista puuttuu absorboivat yhdisteet. [11, 667 - 668.]

3.9.2 Fluoresenssidetektori

Fluoresenssidetektoria kaytetddn kapillaarielektroforeesitekniikoissa fluo-
resoivien yhdisteiden analytiikassa. Se on selektiivisempi ja herkempi kuin
UV/VIS-detektorit. Yhdisteiden detektointiherkkyytta voidaan parantaa kas-
vattamalla viritysvalon intensiteettid. [8, s. 241 - 243.]

3.9.3 Diodirividetektori

Diodirividetektorilla (Diode-array detector, DAD) voidaan detektoida yhta tai
useampaa aallonpituutta samalla mittauskerralla. Diodirividetektorissa akro-
maattinen linssi ohjaa valon kapillaariin ja valosdde hajotetaan hilan avulla.
Hajonneet eri aallonpituiset valosateet osuvat eri diodeihin, joista kukin mit-
taa itsendisesti siihen tulevaa valoa. Yhteen diodiin osuvan aallonpituuskais-
tan leveys riippuu diodien mé&arastd ja kaytettdvasta kokonaisaallonpituus-

alueesta.
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Diodirividetektorin merkittdva etu on sen nopeus, koska silla pystyy mittaa-
maan koko aallonpituusalueen (esimerkiksi 190 nm - 600 nm) yhdella mitta-
uskerralla. Tall6in kaikki kyseisellda aallonpituusalueella absorboivat yhdis-
teet detektoidaan. Mittauksen jalkeen voi maarittdd, milla aallonpituuksilla
nayte absorboi eniten ja valita ne aallonpituudet seuraaviin mittauksiin. [9, s.
105 - 106.]

4 TYOSSA KAYTETYT ANALYYSILAITTEET JA MATERIAALIT

Kuulakarkikynamustenaytteiden analysoiminen suoritettiin Rikosteknisen la-
boratorion jo olemassa olevalla kapillaarielektroforeesilla. Joitakin ajoliuoksia

ja variaineita hankittiin mittauksia varten.

Mittaukset suoritettiin Beckman Coulter P/ACE MDQ kapillaarielektroforeesil-
la, jossa ilmaisimena oli diodirividetektori (DAD, A = 190 - 600 nm). Kaytdssa
oli pakkaamaton silikakapillaari, jonka kokonaispituus oli 60 cm ja pituus de-

tektorille (=tehollinen pituus) 50 cm. Kapillaarin sisahalkaisija oli 75 pm.

Tybn mittaukset suoritettiin suurimmaksi osaksi 25 kV:n jannitteella ja kapil-
laarin termostointiyksikén ollessa 30 °C:n lampdétilassa. lImaisimessa kaytet-

tiin aallonpituutta 214 nm.

Lopulliset mittaukset suoritettiin kevyemmilla olosuhteilla, 20 kV jannitteella,
20 °C:n lampdtilassa ja aallonpituuksilla 214 nm ja 580 nm. Lopullisten mit-

tausten tarkemmat mittausolosuhteet ovat liitteena.

4.1 Ajoliuokset

Ajoelektrolyytteind kaytettiin kaupallisia ionianalyysiin tarkoitettuja kitteja. Kit-
tien kayttoon paadyttiin, koska niiden kayttd kapillaarielektroforeesilla hallit-
tiin jo ennestdan. Kitit ovat laitevalmistajan suosittelemia ja maahantuomia
(liite 2). Tyossa kaytettiin kolmea erilaista elektrolyyttikittia, CEofix Kit pH 9,2,
CEofix Kit pH 4,3 ja CEofix Cations HR Kit.

CEofix Kit pH 9,2 on tarkoitettu pienten orgaanisten happoluonnetta omaauvi-
en molekyylien erotteluun kapillaarielektroforeesilla. Kitti sisaltdd 80 ml fos-
faattipuskuria (pH 2,5), joka toimii kapillaarin sisédpinnan pinnoittajana. Kitti
siséltaa myos 240 ml 150 mM boraattipuskuria (pH 9,2), joka toimii erottele-

vana elektrolyyttiliuoksena ja kapillaarin sisépinnan uusijana.
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CEofix Kit pH 4,3 on vastaavanlainen kitti kuin CEofix Kit pH 9,2, mutta
elektrolyyttiliuoksena on 60 mM omenahappopuskuri (pH 4,3). Kitti on tarkoi-
tettu emé&sluonnetta omaavien orgaanisten yhdisteiden ja ep&dorgaanisten

kationien toteamiseen.

CEofix Cations HR Kit on tarkoitettu alkalien, maa-alkalimetallien seka ali-
faattisten amiinien analysointiin. Kitti sisaltda 9 ml 4-aminopyridiinipuskuria
(pH 4,2), joka toimii kapillaarin sisdpinnan muodostajana. Kitti sisdltda myos
7 ml 4-aminopyridiinia (pH 4,2), joka uusii mittausten valissa kapillaarin pin-
noituksen. Kitissa on lisaksi 28 ml 4-aminopyridiinia (pH 4,3), joka toimii
elektrolyyttipuskurina. Elektrolyyttipuskuri sisaltaa UV-aktiivista ainetta, joten

se on tarkoitettu ioneille, joilla ei ole omaa UV-vastetta.

4.2 Naytteet

Tutkimuksen naytemateriaaliksi valittiin satunnaisesti 11 sinimusteista kuu-
lakarkikynaa. Kynia kerdiltiin rikosteknisenlaboratorion tiloista ja kotoa. Valin-
taperusteena oli pddasiassa kynan ulkonakd ja kynaan painettu teksti, jotta
kynéat voitiin jotenkin nimetéd. Naytekynien musteiden valmistajista tai niiden
maarista ei ollut mitdan tietoa. Naytekynat on lueteltu taulukossa 1.

Taulukko 1. Naytekynat lajiteltuna valmistajan ja mainostekstin mukaan

Nayte valmistajan mukaan Nayte mainostekstin mukaan
Parat Vip Vescor Oy
Bic Soft feel Stop Rust Oy
Bic (perus) Al
Staedtler Stick 430 M NBC — laiton laboratorio
Pilot Mikropaino Oy (valkoinen kuori)
Mikropaino Oy (punainen kuori)

Naytekynien lisdksi mittauksia varten hankittiin yksittaisia variaineita. Variai-

neet, valmistajat ja CAS-numerot on lueteltu taulukossa 2.
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Taulukko 2. Hankitut véariaineet, niiden valmistajat ja CAS-numerot

Variaine CAS-numero Valmistaja
Metyylivioletti 8004-87-3 Fluka
Kristallivioletti 548-62-9 Riedel-de Haén

Viktoriasininen B 2580-56-5 Fluka

4.3 Kapillaarielektroforeesin kaytt6

Kapillaarielektroforeesin kayttéonotto mittauspaivina on hidasta. Ensimmai-
seksi kaynnistetddn laitteen UV-lamppu, koska lampun on lammettava va-
hintd&n 30 minuuttia ennen mittauksia. Laitteen kapillaaria huuhdellaan ajo-
paivind 20 minuuttia 0,1 M natriumhydroksidilla ja viela 10 minuuttia vedella.
Kapillaari huuhdellaan, jotta kapillaarin pinta puhdistuu ja sisépinta varautuu
negatiivisesti vastaanottamaan uuden kaksoispinnoitteen. Yhteensa 30 mi-
nuutin kapillaarin huuhtelun jalkeen laite on valmis kaytettavaksi. Laitteen
naytetarjottimille asetetaan tarvittavat liuokset puskurikittien ja metodien oh-
jeiden mukaisesti. Mittausten alussa ja lopussa on lyhyitd huuhteluja. Mitta-
uksen alussa kapillaarin kaksoispinnoite uusitaan ja mittausten lopussa ka-
pillaariin mahdollisesti jadneet naytepartikkelit huuhdotaan jateastiaan. Mit-
taussarjojen lopuksi kapillaaria huuhdellaan esimerkiksi kahden minuutin
ajan vedella ja UV-lamppu sammutetaan. Kosteana kapillaari sailyy muuta-
man paivan kayttdmattd, mutta pitempaa sailytysta varten kapillaari taytyy
kuivata. Kuivaus tapahtuu puhaltamalla ilmaa kapillaarin |&pi muutaman

minuutin ajan.
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5 TYON SUORITUS

Tutkimuksen mittauksissa on kaytetty ajo-olosuhteina 25 kV:n jannitetta, 30
°C:n lampdtilaa ja aallonpituutta 214 nm, ellei toisin mainita.

5.1 Alkumittaukset

Kuulakarkikynamusteet olivat niukkaliukoisia veteen sideainekomponenttien
osalta [12]. Taman vuoksi naytteet tuli liuottaa orgaaniseen liuottimeen.
Aluksi siis selvitettiin, kuinka paljon orgaaninen liuotin hidastaa elektro-
osmoottista virtausta ja seuraako suuresta orgaanisesta osuudesta kapillaa-

rin kaksoispinnoituksen hajaantuminen.

Tybhon lahdettiin olemassa olevalla Cations HR -puskurikitilla. Naytteena
kaytettiin kitin mukana tullutta testiliuosta, joka sisaltaa kuusi pienta epéor-
gaanista kationia. Nayte mitattiin ajopuskureilla, joissa oli kahta eri orgaanis-
ta liuotinta, metanolia ja asetonitriilia [13]. Ajopuskureiden liuotinpitoisuudet
olivat 30 % ja 50 %. Ajot suoritettiin 30 kV:n jannitteelld ja kapillaari oli ter-

mostoitu 20 °C:n lampdétilaan.

Kaksoispinnoituksen hajoamisesta orgaanisilla puskurisysteemeilla ei ollut
merkkeja. Kaikki testiliuoksen kuusi piikkid saatiin detektoitua, mutta migraa-
tioajan pitenivat oletetusti. Metanolilla migraatioajat pitenivat enemman kuin

asetonitriililla. Suurempi orgaaninen osuus johti pitempaan migraatioaikaan.

Aluksi naytteind kaytettiin markamusteita, vaikka tamé ei vastaa todellista,

paperinaytteisiin kohdistuvaa analyysitilannetta.

Bic Soft -kynan mustesailiosta otettiin markamustetta ja liuotettiin 2 ml:aan
metanolia. Tasta tehtiin noin 1:10 laimennos 30 % asetonitriiliajopuskuriin ja
nayte ruiskusuodatettiin. Nayte mitattiin samoilla laiteasetuksilla kuin edella
ja ajopuskurilla, jossa oli 30 % asetonitriilia. Aallonpituudella 214 nm detek-
toitiin vain muutama pieni piikki, eika tulos muuttunut nékyvéan alueen aal-
lonpituuksilla (400 - 600 nm). Cations HR -kitin puskuri oli tehty kdanteiseen

UV-ilmaisuun, joten tuloksen heikkoutta pidettiin sen syyna.
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5.2 Mittaukset mustenaytteista

Seuraavia mittauksia varten hankittin suoraan ilmaisuun tarkoitetut CEofix
Kit pH 4,3 ja CEofix Kit pH 9,2 -puskurikitit. Kitit eivat siséltaneet UV-
aktiivista ainesosaa, joka oli Cations HR -kitin ajopuskurissa.

Aluksi selvitettiin elektro-osmoottisen virtauksen paikka pH 4,3-ajopuskurilla,
johon oli sekoitettu 30 % metanolia. Elektro-osmoottisen virtauksen paikka
selvitettiin, koska kationiset yhdisteet (musteet) migroituvat ennen elektro-
osmoottisen virtauksen piikkid. 30 % metanolilla elektro-osmoottinen virtaus

oli jo 24 minuuttia.

Bic Soft -markamustenayte laimennettin 1:10 30 % metanoli-pH 4,3 -
ajopuskurilla. Mittaukset suoritettiin pH 4,3 -ajopuskureilla, joissa oli 30 %
metanolia. Bic Soft -naytteesta todettiin selkeita piikkeja, joten loput 10 mus-
tenaytetta valmistettiin ja mitattiin kuten edella. Kuvassa 12 on esitetty Vip

Vescor -markamustendaytteen elektroferogrammi.
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Kuva 12. Vip Vescor -markamustenaytteen elektroferogrammi

Markamustenaytteet muodostivat erilaisten elektroferogrammien perusteella

aallonpituudella 214 nm nelja ryhmaa, jotka on esitetty taulukossa 3.
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Taulukko 3. Markamustenaytteiden muodostamat ryhmat

NBC, Mikropaino punainen, Mikropaino valkoinen, Al,
Ryhma 1 . _
Staedtler, Stop Rust, Vip Vescor, Bic Soft
Ryhma 2 Bic perus
Ryhmé& 3 Pilot
Ryhma 4 Parat

Liséksi selvitettiin, tuleeko ndkyvan alueen ilmaisulla enemmaén ja isompia
piikkeja. Keltaisen véarin aallonpituus (noin 580 nm) ei kuitenkaan kasvatta-
nut piikkeja, vaikka kohdeyhdisteet olivat sinisid; absorboivat siis keltaista
aallonpituutta. Tasta seurasi se, ettei tiedetty, mitk& piikit olivat itse variai-
neiden aiheuttamia piikkeja. Markamusteilla ei tehty en&dé mittauksia.

5.3 Paperinaytteiden valmistus

Kopiopaperille piirrettiin  ndytekynilla mustejalkid. Parat-mustenaytteesta
puhkaistiin nahkapaskalilla kaksi palaa kahteen pieneen putkeen. Toinen
mustenayte liuotettiin pyridiiniin ja toinen pyridiinipuskurisysteemiin. Pyri-

diinid kokeiltiin, koska se on suosittu uuttoliuotin paperinaytteiden musteille.

Pyridiiniuutetta ei voitu syottdd sellaisenaan laitteeseen, koska pelkkaa or-
gaanista liuotinta sisaltava naytevydhyke kapillaarissa katkaisi virrankulun ja

tuloksena oli vain kohinaa. Mukana oli oltava vesi- tai puskurikomponentti.

Paperinaytteen valmistus ja uutto oli muutoin helppoa ja suoraviivaista.
Naytteen kokonaistilavuutena oli noin 50 pl. Aluksi annosteltiin orgaaninen
liuotin (50 % kokonaisuudesta) ja tdman jalkeen vesi- tai puskuriosa. Talla
tavoin ei havaittu musteen liukoisuusongelmia ja suodatettuna nayte oli val-

mis syotettavaksi laitteeseen.
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5.4 Mittaukset véariainestandardeista ajopuskurilla pH 4,3

Metyylivioletti-, kristallivioletti- ja viktoriasininenyhdisteisté valmistettiin stan-
dardiliuokset véariaineiden migraatioaikojen selvittamiseksi. Véariaineita sekoi-
tettiin metanolipuskuriliuokseen. Liuosten pitoisuuksia ei tunnettu, koska tar-
koituksena oli saada vain piikit ndkymaan. Kolme standardiliuosta mitattiin
30 % metanoliajopuskureilla ja 25 kV/ 30 °C -asetuksilla.

Kristallivioletti ja metyylivioletti migroituivat lahes paallekkain, noin 7,5 mi-
nuutissa. Yhta lukuun ottamatta kaikissa aiemmissa mark&mustemittauksis-
sa esiintyi tama piikki. Kristallivioletin piikki on esitetty kuvassa 13. Vikto-

riasinisen piikkeja ei nakynyt.
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Kuva 13. Kristallivioletin piikki, A =214 nm
5.5 Mittaukset paperinaytteista ajopuskurilla pH 4,3

Lahtdkohtana oli, ettd musteissa olisi useampia variaineita kuin kristalliviolet-
ti, metyylivioletti ja viktoriasininen. Piikkien vahaisyys johtui kenties liukoi-
suusongelmista, jotka johtivat siihen, etta jotkut muut viela tunnistamattomat
mahdolliset vériaineet yksinkertaisesti saostuivat kapillaarin seinille tai jaivat
suodattimelle uutteen kasittelyssa. TAman johdosta mitattiin vertailun vuoksi
kaksi satunnaisesti valittua paperindytettéd, Bic perus ja NBC, 50 % ja 30 %

metanolipuskurisysteemeilla.

Uusia piikkeja ei ilmennyt, mutta 50 % systeemissa kristalliviolet-
ti/metyyliviolettipiikin ymparist6 alkoi saada hienorakennetta, olkapaita seka
pienia piikkeja ennen ja jalkeen. 50 % metanolipuskuri kasvatti viskositeettia

ja hidasti mittausta. Elektro-osmoottinen virtaus oli jo 28 minuutin kohdalla.
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Tama hitaus kenties edesauttoi hienorakenteen syntymista. Hitaudesta huo-

limatta mitattiin loput yhdeksan paperinaytetta.

Pelkastaan kristallivioletti/metyyliviolettipiikin ymparistossa ollutta hienora-
kennetta tarkastelemalla voitiin havaita 4 - 5 erilaista musteryhm&a. Mustei-
den erottelun kannalta keskeista oli kuitenkin, ettéd kristalliviolet-
ti/metyyliviolettialueen ulkopuolella kationisia piikkeja oli hyvin vahan.

5.6 Orgaanisen liuottimen vaihdon vaikutus mittauksiin

Kuulakarkikynamusteiden erottelu perustui piikkien rakenne-eroihin. Kristalli-
violetin/metyylivioletin lisdksi muita piikkeja ei ollut havaittu. Seuraavaksi
keskityttiin naytejoukon piikkihienorakenteeseen. Perusedellytyksen mukaan
hienorakenne piti saada pohjaviivalla erotettua paapiikista. Tuloksiin paase-
miseksi jannitetta ja kayttélampdtilaa olisi pitdnyt muuttaa pienemmiksi, esi-
merkiksi 15 kV/20 °C. Metanoliajopuskurisysteemilla elektro-osmoottinen vir-
taus olisi hidastunut jo l&hes tunnin mittaiseksi. Projektin alusta kuitenkin tie-
dettiin, ettd asetonitriiliajopuskurisysteemeilld on selvasti nopeampi elektro-
osmoottinen virtaus. Lisaksi tiedettin myds, ettd asetonitriilisysteemeilla
elektro-osmoottinen virtaus on paitsi nhopeampi, myos verraten riippumaton
asetonitriilipitoisuudesta. Ajoliuoksen ja naytteiden orgaaninen liuotin vaih-

dettiin metanolista asetonitriiliin.

Mitattiin Bic perus- ja NBC-paperinaytteet 50 % asetonitriiliajopuskurisys-
teemilla. Ajassa saastettiin paljon, mutta muuta hyotya piikkierotteluun ei

syntynyt. Tamahan tehtiinkin viela 25 kV / 30 °C -olosuhteissa.

5.7 Variainestandardien ajonaikainen naytevydhykkeen fokusointi

Ennen kuin asetonitriiliajopuskurisysteemilla alettiin mitata naytteitd alem-
malla jannitteelld ja alemmassa lampdtilassa, kokeiltin, miten ajon aikainen
naytevyohykkeen fokusointi vaikuttaisi tuloksiin. Standardit ja paperinaytteet

liuotettiin ajopuskuri-liuotinseoksen sijasta vesi-liuotinseokseen

Standardiaineet  valmistettin  sek& asetonitriili-vesi- ja  metanoli-
vesisysteemeihin ja ajettiin 50 % asetonitriiliajopuskurilla (pH 4,3), 50 % me-
tanoliajopuskurilla (pH 4,3), 50 % asetonitriiliajopuskurilla (pH 9,2) ja 50 %

metanoliajopuskurilla (pH 9,2).



23

Puskuri pH 9,2 otettiin mittauksiin mukaan, koska korkeammassa pH:ssa

elektro-osmoottinen virtaus on nopeampi suuremmasta kapillaarin pinnan
varausasteesta johtuen.

Kuvan 14 elektroferogrammissa metyylivioletti on sekoitettu metanoliin ja
ajopuskuriin. Kuvan 15 elektroferogrammissa metyylivioletti on sekoitettu
metanoliin ja veteen. Kuvan 14 mittauksissa kaytettin 30 % metanoli-
ajopuskuria ja kuvan 15 mittauksissa kaytettiin 50 % metanoliajopuskuria.
Taman vuoksi elektro-osmoottisen virtauksen piikki on kuvassa 14 noin 15

minuutin kohdalla ja kuvassa 15 vasta 28 minuutin kohdalla.
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Kuva 14. Metyylivioletti sekoitettu metanoliin ja ajopuskuriin, A= 214 nm. 30 % me-
tanoliajopuskurilla (pH 4,3) metyylivioletin migraatioaika noin 7,5 minuuttia.
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Kuva 15. Metyylivioletti sekoitettu metanoliin ja veteen, A= 214 nm. 50 % me-
tanoliajopuskurilla (pH 4,3) metyylivioletin migraatioaika noin 11,5 minuuttia.
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Ajonaikainen naytevyohykkeen fokusointi toi siis paljon herkkyytta ja myos
piikin hienorakennetta esiin. Lisdksi 600 nm (keltainen) aallonpituus oli kayt-
tokelpoinen ja toi edelleen lisdherkkyytta.

Kautta linjan pH 4,3-ajopuskurilla saatiin isommat piikit, mutta monissa tapa-
uksissa pH 9,2-ajopuskuri toi esiin enemman hienorakennetta.

5.8 Paperinaytteiden ajonaikainen naytevythykkeen fokusointi

Edelleen kristallivioletti/metyylivioletti -alueen piikkihienorakenteen toteamis-
tarkoituksessa Mikropaino (valkoinen) -paperindytetta uutettiin asetonitriililla,
metanolilla ja pyridiinilla. Uuttovaiheessa putkiin lisattiin vield vetta, ajopus-

kuri pH 4,3 tai ajopuskuri pH 9,2 taulukossa 4 esitetylla tavalla.

Taulukko 4. Mikropaino-paperinaytteen kasittelyssa kaytetyt liuokset

Asetonitriili - Vesi Metanoli - Vesi Pyridiini - Vesi
Asetonitriili - Ajopuskuri pH 4,3 Metanoli - Ajopuskuri pH 4,3 Pyridiini - Ajopuskuri pH 4,3
Asetonitriili - Ajopuskuri pH 9,2 Metanoli - Ajopuskuri pH 9,2 Pyridiini - Ajopuskuri pH 9,2

Nama uutteet mitattiin 50 % metanoliajopuskurilla (pH 4,3), 50 % asetonitrii-
liagjopuskurilla (pH 4,3), 50 % metanoliajopuskurilla (pH 9,2) ja 50 % asetonit-
riiliajopuskurilla (pH 9,2).

Vesiuutetut paperinaytteet tuottivat puskuriuutettuja suuremmat piikit. Or-
gaanisella liuottimella ei ollut merkitysta piikin korkeuteen, mutta pyridiinia ei
voitu kayttad pH:ssa 4,3, koska oli itsekin protonoitunut. Ajopuskuri pH 9,2 ei
soveltunut uuttoon, koska piikit jaivat hyvin pieniksi. Metanoliajoliuoksessa
syntyi hieman useammin piikin hienorakennetta kuin asetonitriililla. TAma

johtui kenties siitd, ettd metanolilla migraatioajat olivat jo hyvin pitkat.

5.9 Naytejoukon erottelu kapillaarielektroforeesilla

Projekti vietiin loppuun tarkastelemalla, mitd paavaripiikin (kristalliviolet-
ti/metyylivioletti) ymparistbéssa esiintyva piikkihienorakenne ja muu ennen

elektro-osmoottista virtausta migroituva kationinen aines tarjosi erotusmie-
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lessa. Kayttojannitettd ja lampdotilaa laskettiin, jotta piikkirakenteen erottumi-

nen tehostuisi.

Lopulliseen paperinaytteiden kapillaarielektroforeesierotteluun valittin 50 %
asetonitriiliajopuskuri pH 4,3, erottelu tehtiin 20 kV:n jannitteella, 20 °C:n
lampdtilassa ja aallonpituuksilla 214 nm ja 580 nm. Paperinaytteet uutettiin
50 % asetonitriili-vesi -yhdistelmaan, jossa naytteen kokonaistilavuus oli 50

VIR

Taulukossa 5 on esitetty ennen elektro-osmoottista virtausta migroituneet,

teorian mukaan positiivisesti varautuneiden piikkien lukumaarat.

Taulukko 5. Naytteiden migroituneiden piikkien lukumaéarat

Nayte Piikkie_n lukumaara Piikkie_n lukumaara
A=214nm A=580nm

Mikropaino punainen 3 3
Stop Rust Oy 5 5
Bic perus 2 1
Parat 9 3
Pilot 5 3
Al 3 2
NBC - laiton laboratorio 4 3
Staedtler Stick 430M 2 2
Bic Soft feel 6 4
Vip Vescor Oy 3 2
Mikropaino valkoinen 2 1

Naytekohtainen tarkempi piikkiaineisto on liitteen& 3.
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Musteet voitiin karkeasti erottaa kahdeksaan ryhmaan:
1. Bic (perus)
2. Parat
3. Pilot
4. Staedtler Stick 430M
5. Bic Soft feel
6. Mikropaino (punainen)
7. Mikropaino (valkoinen)
8. Vip Vescor Oy, Al, Stop Rust Oy ja NBC

Piikkihienorakenteeseen perustuva tarkastelu paljasti odotettua enemmaéan
laadullista erotteluvoimaa. Huomattakoon kuitenkin, ettd naytteista ajettiin
vain yksi toisto. Aallonpituuskohtainen tarkastelu paljastaa, etta vain osa pii-
keistd absorboi nakyvalla alueella (eli ovat varillisid), joten ylla havaittu nay-
tejoukon laadullinen kapillaarielektroforeesierottelu perustuu variaineiden li-
saksi muuhunkin kationiseen yhdistejoukkoon. Kuvassa 16 ja 17 on esi-
merkki musteiden kapillaarielektroforeesierottelusta runsaimmillaan ja pelkis-

tetyimmillaan.
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Kuva 16. Parat-paperinaytteen elektroferogrammi
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Kuva 17. Mikropaino (valkoinen)-paperinéytteen elektroferogrammi

TULOKSET JA PAATELMAT

Saatujen tulosten perusteella laskettiin kapillaarielektroforeesin erotteluvoi-
ma kaytetylle naytejoukolle. Erotteluvoima on forensinen késite, joka kuvaa
menetelman kykya erottaa laadullisesti materiaaleja. Tassa tapauksessa
erotteluvoima kuvaa kuinka monta erilaista mustevalmistetta naytejoukossa

voidaan kapillaarielektroforeesilla todeta olevan [14].

Erotetut nayteparit
Nayteparie n lukumaaréa

Erotteluvo ima =

n¢-1_

Nayteparie n maara = > n=11

Nayteparie n maara = na-1 o

Mittauksissa saatiin kahdeksan eri musteryhmad, joten kuusi paria 55:sta
jaisi erottumatta:

Erotteluvo ima = % =0,89

Muutetaan tama viela prosenteiksi kertomalla tulos sadalla.

0,89-100 % =89 %
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Erotteluvoiman perusteella kapillaarielektroforeesi erottelee naytejoukon
kuulakarkikynamusteet lahes 90 %:sesti. Kapillaarielektroforeesin erottelu-
kyky voi olla vielakin parempi, koska naytekynien musteiden koostumuksia
ei tiedetty ja saman ryhmén kynissa voi hyvin ollakin samanlainen muste-

koostumus.

Cations HR -kitin ajopuskurilla saadut mittaustulokset olivat heikkoja ja pus-
kurit eivat toimineet kuulakarkikynamusteiden analysoimisessa niiden omien

UV-vasteiden vuoksi.

CEofix pH 9,2 -kitin ajopuskurit eivat myoskaan sopineet naytejoukon analy-
soimiseen. Elektrolyyttikitin pH oli lilan korkea, minkd vuoksi naytteiden vari-
aineet olivat varauksettomia eli neutraaleja. Talléin variaineet olisivat migroi-

tuneet yhdessa elektro-osmoottisen virtauksen kanssa.

CEofix pH 4,3 -kitin ajopuskuri sopi variaineiden analysoimiseen parhaiten.
Elektrolyyttikitin pH oli hieman hapan, jolloin jo neutraalissa ympéristossa
varautuneet vdriaineet olivat varmuudella positiivisesti varautuneita. Kitin
ajoliuoksia taytyi kuitenkin kasitella naytteiden liukoisuusongelmien vuoksi.
Naytteiden saostumista kapillaarin seinamille pyrittiin vahentamaan lisaamal-
I& ajoliuoksiin orgaanista liuotinta. Metanolin ja asetonitriilin vaikutuksia tu-
loksiin tutkittiin. Ajoliuoksen suuri metanolipitoisuus pidensi mittausaikaa
huomattavasti ja naytteiden analysointi olisi vienyt paljon aikaa. Asetonitriilia
kaytettdessa ei vastaavia ongelmia ollut ja mittausaika ei muuttunut, vaikka

asetonitriilipitoisuus kasvoi.

Paperinaytteiden kasittelyssa aluksi nayte liuotettiin orgaaniseen liuottimeen
ja ajopuskuriin. Talléin mittauksista saadut piikit eivat olleet kovin isoja.
Ajonaikainen naytteen fokusointi kasvatti piikkien kokoa ja tulokset saavutet-

tiin helposti vaihtamalla naytteen kasittelyssa ajopuskurin tilalle vesi.

Mittausolosuhteiden muuttamisella ei ollut niin suurta merkitysta kuin ajoliu-
oksilla ja naytteen kasittelylla. Isommalla jannitteelld ja kapillaarin lampdtilal-
la mittausajat olivat lyhyempid. 20 kV:n jannitteella ja 20 °C:n lampdtilalla

mittausaika oli pitempi ja piikkien hienorakenne saatiin esille.

Naytejoukon erottelu perustui piikkien hienorakenteen tarkasteluun. Piikki-
joukossa oli muitakin positiivisesti varautuneita yhdisteitd kuin variaineita.

Na&ita muita piikkeja ei tunnistettu, mutta siihen ei pyrittykdan. Hyvat mittaus-
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tulokset paperinaytteista saatiin 50 % asetonitriiliajopuskurilla (pH 4,3), 20
kV:n jannitteella ja 20 °C:n lampotilassa. Piikit detektoitiin aallonpituuksilla
214 nm ja 580 nm. Kahdella aallonpituudella mitattaessa saatiin selville, mit-
k& piikit ovat peraisin sinisista variaineista ja mitka olivat muista yhdisteista

peraisin.

7 YHTEENVETO

Tyo6n tavoitteena oli selvittdd kapillaarielektroforeesin erotteluvoimaa sinisten
kuulakarkikynien laadullisessa luonnehdinnassa. Naytteina oli 11 ulkonadl-
taan erilaista sinisavyista kuulakarkikynaa ja kolme musteissa yleisesti kay-
tettya variainetta, viktoriasininen, metyylivioletti ja kristallivioletti. Kuulakarki-
kynamusteita ja variaineita eroteltiin kapillaarielektroforeesilla. Hyvia mitta-
usolosuhteita haettiin muuttamalla sahkoéjannitettd, kapillaarin lampétilaa, il-
maisimen aallonpituutta ja ajoliuosten koostumusta sekéd naytteen kasittelyl-

1a.

Kapillaarielektroforeesianalytiikasta 16ytyi musteiden laadullista erotteluky-
kya. Mittaustuloksia tarkasteltaessa havaittiin, etta naytejoukon kuulakarki-
kyndmusteiden variainevariaatiot olivat odotettua vahaisempia. Hyviin tulok-
siin paastiin, kun naytteiden erottelu ulotettiin variaineista kaikkiin positiivi-
sesti varautuneisiin musteiden ainesosiin. Suoritettujen mittausten perusteel-
la kapillaarielektroforeesin erotteluvoima on hyva ja kehitetyllda menetelmalla

voidaan erotella sinisia kuulakarkikynamusteita toisistaan.

Saadut tulokset antavat hyvan pohjan menetelmén kehittamiselle. Menetel-
man kehitysta tullaan tekemaan naytteensyoton, ajopuskurin seké naytteen
liuotinosuuden osalta. Naytteensyottona tullaan kokeilemaan elektrokineet-
tistd naytteensyottda, jolloin kapillaariin saadaan naytteesta pelkat varautu-
neet yhdisteet. Myts pitempaa naytteensyottdaikaa voi kokeilla. Talldin nay-
tettd imetaan kapillaariin 0,5 sekunnin sijaan esimerkiksi koko sekunnin ajan,
jolloin naytemaara kapillaarissa kasvaa. Ajopuskurin ja ndytteen liuotinosuut-
ta voi muuttaa. Edellisissa mittauksissa asetonitriilipitoisuus oli 50 %, seu-
raavaksi kokeillaan pienempdaa liuotinpitoisuutta ja sen vaikutuksia tuloksiin.
Naistd mittauksista saatujen tulosten perusteella tehd&&n paatds menetel-

man mahdollisesta validoinnista ja kayttbonotosta.
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Toimeksiantonaytteiden kohdalla ongelmaksi muodostunee vahdiset nayte-
maarat. Kapillaarielektroforeesilla analysoitavat liuokset ovat ruiskusuodatet-
tavia, mita varten naytetta taytyy olla riittavasti. Menetelmaa ei voi mydskaan
kayttaa asiakirjoihin, joita ei saa vahingoittaa, koska mustetahra leikataan

asiakirjasta ennen liuotusta.

Kapillaarielektroforeesianalyysia ei kannata soveltaa toimeksiantotydssa en-
nen kuin asiakirjatoimi on suorittanut omat mikroskopiaan ja eri valolahteisiin
perustuvat visuaaliset mittauksensa. Silloinkaan instrumentaalisia mittauksia
ei kannata soveltaa naytepapereihin, jotka asiakirjatoimi on jo todennut var-
masti erilaisiksi. Kapillaarielektroforeesin kayttdalueeksi on mielekasta hah-
mottaa tilanteet, joissa nadytepaperin samanlaisuutta koskevat asiakirjatoi-
men havainnot ovat epavarmat tai positiiviset, siis silloin kun halutaan lisa-

erottelua.
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LITE2 1(1)

ELEKTROLYYTTIKITTIEN VALMISTAJA JA MAAHANTUOJA
Elektrolyyttikittien valmistajan yhteystiedot:
Analis s.a.
Z.l. de Rhines
Rue de Néverlée 11

B-5020 Suarlée, Belgium

Elektrolyyttikittien maahantuojan yhteystiedot:
Ordior Oy
Konalantie 47 A

00390 Helsinki
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NAYTEKOHTAINEN PIIKKIAINEISTO AALLONPITUUDELLA 214 NM JA 580 NM
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