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Tiivistelma

Tassa Pro gradu -tutkielmassa oli tarkoitus selvittdd pintavoimistetun Raman-spektroskopia -
ilmion (SERS) kayttémahdollisuuksia erilaisten forensiikassa tutkittavien materiaalien ver-
tailu- ja materiaalintunnistustutkimuksissa. SERS-ilmid perustuu pintaplasmoniresonanssi-il-

midon (SPR) ja sen keskidsséd ovat substraatteina toimivat hopea- ja kultananopartikkelit.

Tyon kirjallisuusosassa kaytiin kattavasti l1api Raman-spektroskopiaan ja SERS-menetelméén
liittyvat keskeisimmat kokonaisuudet, kuten matemaattinen tausta, hairiét ja laitteiston rakenne.
SERS-menetelmassa tarkasteltiin substraattien, hot spottien ja aggregaation merkitystd ilmion
kannalta. SERS-menetelman ké&yttomahdollisuuksia variaineiden ja rdjahdeaineiden tutkimuk-
sissa tarkasteltiin Kirjallisuudesta 16ytyneiden esimerkkien kautta.

Tyon kokeellisessa osassa, ennen varsinaisia SERS-tutkimuksia, sitraattipelkistettya hopeakol-
loidia valmistettiin substraatiksi. My6s kaupallista kultakolloidia kokeiltiin. Nanopartikkelei-
den aggregoinnin vaikutusta SERS-ilmion ilmentymiseen tutkittiin kaliumnitraatin ja natrium-
kloridin avulla. Hopeakolloidin laatu varmistettiin mittaamalla siitd UV-Vis -spektri ja sen na-

nopartikkelijakauman kokoa selvitettiin pyyhkaisyelektronimikroskoopilla kuvantamalla.

Tyo6hon valittiin ndytematriiseiksi vériaineet ja rdjahdeaineet. Vriaineiden SERS-tutkimus oli
tyon paépainopiste ja naytteiksi valittiin punaiset spray- ja tyokalumaalit sek& kuulakarkikynien
ja tussien musteet. Rajahdeaineet valittiin, koska niiden forensiset tutkimukset ovat haastavia
perinteisilla tutkimusmenetelmilld. Tutkittavaksi rajahdeaineeksi valittiin trinitrotolueeni
(TNT) ja selvitettiin, voidaanko SERS-menetelmaa hyddyntaa rajahdeainejadmien tunnistami-
sessa laimeasta TNT-liuoksesta.

Ty0Ossa pystyttiin todistamaan, ettd SERS-menetelma toimii ja sitd voidaan hyoddyntéa edell
mainittujen ndytemateriaalien vertailututkimuksissa ja apuna materiaalin tunnistuksessa.
SERS-menetelmé&n toiminta on vahvasti riippuvainen tutkittavan molekyylin rakenteesta, jol-
loin kaikista tuntemattomista spray- ja tyokalumaalinéytteistd ei pystytty mittaamaan SERS-
spektrid. Kuulakarkikynien ja musteiden spektrit onnistuttiin mittaamaan SERS:114. Kasittele-
mattomastad TNT-liuoksesta ei saatu mitattua hyvad SERS-spektrid, mutta pH 13 -s&d&detysta
liuoksesta saatiin spektri mitattua. SERS-menetelma soveltui hyvin spray- ja tydkalumaalien
sekd musteiden mittauksessa. Menetelmén soveltuvuus osoittautui huonoksi TNT:n mittauk-

sessa. Rajahdeaineiden SERS-mittaus vaatii liséa tutkimusta.
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Kirjallinen osa

1 Johdanto

Raman-spektroskopian mahdollisuudet forensisessa analytiikassa ovat alkaneet kiinnostamaan
enemman viimeisen kahden vuosikymmenen aikana. Ramanilla on suuri hyoty useisiin muihin
kéytettavissa oleviin menetelmiin ndhden. Laitteiston kehittymisen my6té sen suurin vahvuus
on, ettd se ei tuhoa naytettd in situ -tutkimuksessa. Raman-tekniikalla on myds suuri herkkyys
ja se antaa yhdessd muiden tekniikoiden kanssa taydentivia tietoa tutkittavista yhdisteista.*?
Raman-spektroskopiaa kdytetdankin usein FTIR-spektroskopian kanssa yhdessé, jolloin teknii-

kat tdydentdvat toisiaan.

SERS-menetelmassa on kyse Raman-spektroskopisesta ilmidsta, jossa tekniikan herkkyytta ja
selektiivisyytta kasvatetaan huomattavasti.* Raman-signaalia voidaan saadaan parannettua 10°-
10° kertaiseksi metallisten nanorakenteiden avulla. Raman-sironnan intensiteetin kasvu perus-
tuu padasiassa metallisten nanopartikkeleiden luomiin lokalisoituneihin pintaplasmonireso-
nansseihin. Taman lisaksi tutkittavan yhdisteen kemiallinen rakenne vaikuttaa siihen, kuinka
hyvin se kiinnittyy nanopartikkelin pinnalle. Raman-spektroskopiassa yleisimpana héirioteki-

jana toimiva fluoresenssi saadaan myos minimoitua SERS:n avulla.'*

Pro gradu -tutkielman aiheena oli Raman-mikroskopiassa kéytetyn SERS (Surface Enhanced
Raman spectroscopy) -menetelman sovellutukset forensisessa materiaalianalytiikassa. Tyon
tarkoituksena oli kartoittaa SERS-menetelmén soveltuvuutta erilaisten forensiikassa tutkitta-
vien materiaalien rutiininomaiseen tutkimukseen. Tyon forensisiksi materiaaleiksi valikoitui

spray- ja tydkalumaalit, tussien- ja kuulakarkikynien musteet seké rajahdeaineista TNT.



2 Raman-spektroskopia

2.1 Periaate

2.1.1 Ramanin perusteoria

Spektroskopiassa kasitelladn sdhkdmagneettisen séteilyn (kuva 1) ja aineen vuorovaikutusta
toisiinsa.® Sahkomagneettinen séteily koostuu sashkdmagneettisista aalloista, jotka ovat sahkoi-
sen ja magneettisen kentan synkronisoituja varahtelyja.® Spektroskopiassa voidaan tutkia eri-
laisia ilmioita, kuten absorptiota, emissiota, fluoresenssia tai sirontaa.> Raman spektroskopiassa
tutkimus perustuu sahkémagneettisen sateilyn sirontaan ndytteestd, kun sita kohdistetaan voi-

makkaalla UV-Vis tai IR-alueiden lasersateella.’

H

Y

Kuva 1. Z-akselin suuntaan kulkeva sdéhkdmagneettinen séde, jossa x-akselilla kulkee sahkoi-

sen komponentin aalto ja y-akselilla magneettisen komponentin aalto. Kahden samansuuntai-

sen aaltohuipun valista etdisyytta kutsutaan aallonpituudeksi, A. Aallot kulkevat kohtisuoraa
toisiinsa nahden.” Copyright (2003) Elsevier B.V.

Valon sironta jakautuu Raman-spektroskopiassa kahteen tyyppiin: Rayleigh- ja Raman-siron-
taan (kuva 2). Rayleigh-sironta on vahvaa elastista sateilya ja silla on suurin todennékoisyys
tapahtua. Sen taajuus on sama kuin vaikuttavan lasersateen (vo). Raman-sironta on taas epéelas-
tista ja silla on pienempi todennakoisyys tapahtua. Taman takia sen taajuus on heikko, noin 10°
pienempi kuin vaikuttavan sateen voimakkuus, ja se saa taajuudet vo £ Vm, Missé vim 0N mole-
kyylille ominainen vérdhtelytaajuus. vo - Vim ja Vo + Vi tiloja kutsutaan Stokes- ja anti-Stokes -

siirtymiksi.”®
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Kuva 2. Raman-spektroskopian valon sirontaperiaate.” Copyright (2003) Elsevier B.V.

Raman-spektroskopiassa mitataan molekyylin vérahtelytaajuuden (vm) siirtymda verrattuna
vaikuttavan sateen taajuuteen (vo). Fotoni virittdd molekyylin korkeaenergisemmalle virtuaali-
tilalle. Huoneen lampdtilassa suurin osa molekyyleistd on niiden vérahtelyn perustilalla. Boltz-
mannin lain mukaan hyvin pieni osa molekyyleista on kuitenkin virittyneina kyseisessa lampo-
tilassa. Taman ja Maxwell-Boltzmannin jakauman perusteella voidaan sanoa, etta suurin osa
molekyyleista sijaitsee ennemmin tilalla v=0 kuin tilalla v=1. On siis voitu todeta, ettd mole-
kyyli todennakdisemmin vapauttaa véhemman energiaa varédhtelytilan virittymisen seurauk-
sena (Stokes-siirtymad). Stokes-siirtymalld on ndin suurempi intensiteetti kuin anti-Stokes-siir-
tymaélla. Stokes- ja anti-Stokes-siirtymat vastaavat samoja siirtymid, jolloin Raman-spektrissa
nihdaan intensiteetiltdan suuremmat piikit eli Stokes-siirtyman piikit.”® Kuvassa 3 on esitetty

energiatasodiagrammi Raman-spektroskopiassa esiintyville tiloille.

Virtual A
energy

states
Al 1

Vibrational
energy states

’ “" " Y

Infrared Rayleigh Stokes Anti-Stokes
absorption scattering Raman Raman
scattering scattering

O = NWAR

Kuva 3. Energiatasodiagrammi Raman-spektroskopiassa esiintyville tiloille.®



Klassinen Raman-teoria perustuu saéhkémagneettisen séteilyn (laserin) sahkoiseen osaan. Kaa-
vassa 1 on esitetty sahkoisen kentan E voimakkuuden vaihtelu ajan suhteen:’

E = Ey cos 2 my,t, (1)

missé Eo on séateilyn amplitudi, vo on sateilyn taajuus ja t on aika. Kaksiatomisen molekyylin
altistuessa sahkomagneettiselle séteilylle, tdytyy ottaa huomioon sahkoinen dipolimomentti P,

joka saadaan kaavan 2 mukaan:’

P = aF = aE, cos 2 mvyt, (@)

missa o on verrannollisuuskerroin nimelt4 polaroituvuus. Polaroituvuus on matemaattinen ten-
sori, joka on riippuvainen kemiallisen sidoksen koosta ja ulottuvuuksista.'® Kun molekyyli va-

rahtelee tietyll4 taajuudella v, sen ytimen siirtymaa q tarkastellaan kaavan 3 mukaan:’

q = q,CoS2muyt, (3)

missé qo on vérdhtelyn amplitudi. Kun molekyyli varéhtelee pienella taajuudella, o on suoraan

verrannollinen ¢ nahden. Nain polaroituvuudelle a voidaan ilmoittaa kaavan 4 mukaan:’

oa

a=a0+(aq)oq0 +..., 4)

missé ao on polaroituvuus ja (6e/6q) on a:n muutosnopeus verrattuna g:n muutokseen tasapai-
notilassa. Kun kaavat 2-4 yhdistetddn, saadaan Raman-spektroskopian klassisen teorian mukai-

nen kaava ilmi6n sahkoiselle dipolimomentille ja se on esitetty kaavassa 5:”



P = aE,cos 2yt
Ja
= agEycos2 vyt + (—) qE, cos2 vyt
aq/,
Ja ®)
= agEycos2 vyt + (%> qoEqy cos 2 vyt cos 2 Ty,
0

1 /0a
= ayE, cos 2 vyt + 2 (%> qoEolcos{2m(vy + vt} + cos{2m(vy — vt}
0

Kaavan 5 ensimmainen termi aoEocos2nvot esittdé Rayleigh-sironnan oskilloivan dipolin, joka
séteilee valoa taajuudella vo. Toinen termi esittdd Raman-sironnan taajuudella vo+vm (anti-Sto-
kes) ja Vo-vm (Stokes). Miké&li molekyylin polaroituvuus ei muutu ytimen vérahtelyn mukana eli
(Ga/0q)o on nolla, varéhtely ei ole Raman-aktiivinen. Toisin sanoen, molekyyli on Raman-ak-

tiivinen, kun sen polaroituvuuden muutosnopeus ja varahtely eivat saa arvoa nolla.’

Tutkimalla lisdéd Raman-tapahtuman kvanttimekaanista tulkintaa, voidaan todeta, ettd sirottu-
neen sateen voimakkuus Ps on yht& suuri kuin johtuvien fotonien intensiteetin tuotannon lo ja
ns. Raman-poikkileikkauksen, or, arvo. Raman-poikkileikkaus voidaan ilmaista kaavan 6

avulla seuraavasti:*
1
ORr X 2> (6)

missa A on vaikuttavan laserséteen aallonpituus. Taman jalkeen sirottuneen sateen voimakkuus

Ps voidaan ilmaista kaavan 7 avulla:

I
P o2 (7)

Kaavan 7 perusteella voidaan sanoa, ettd sirottuneen valon voimakkuuden ja vaikuttavan valon
intensiteetin vélilla on yhteys. Kuten on my®s sirottuneen valon voimakkuuden ja kaanteisen

aallonpituuden neljannen potenssin valilla.*

Raman-spektroskopiassa mittaus tapahtuu fokusoimalla ndytteen pinnalle voimakasta lasersa-

teilya. Sirottuneen séteilyn intensiteetti mitataan laitteella aallonpituuden funktiona. Raman-



spektrissa siteen intensiteetti on ilmaistu yleensa aaltoluvun A% (cm™) funktiona. Aaltoluku
saadaan selville, kun Raman-spektrometri laskee sirottuneen valon ja johtuvan lasersateen va-

lisen taajuuden erotuksen kaavan 8 mukaan:*°

AG=v, —vy =22 (8)

mIissé vm ja Vo ovat sirottuneen valon (mitattu) ja vaikuttavan laserséteen taajuudet ja ¢ on va-

lonnopeus.

2.1.2 Molekyylien varahtely

Mikéali molekyylien energia ei muutu esimerkiksi fotonien absorption ja sitd seuraavan elektro-
nin virittymisen kautta, molekyylin energia voi jakaantua moneen eri osaan tai ns. vapausas-
teiksi. Kolme naistd vapausasteista selittdd molekyylin translaatiota avaruudessa ja kolme
muuta selittavat molekyylin kiertoliikettd. Tama toimii muille kuin lineaarisille molekyyleille,
joille on mahdollista vain kahdentyyppiset kiertoliikkeet. N vastaa atomien maaréd molekyy-
lissa. Vardhtelyjen vapausasteiden méaara ja nain ollen mahdollisten varahtelyjen méaara on 3N-
6 muille kuin lineaarisille molekyyleille ja lineaarisilla molekyyleilla tima on vastaavasti 3N-
5. Kaksiatomiset molekyylit voivat siis varahdella vain yhden sidoksen kautta (esim. happimo-
lekyyli, O,).12

Esimerkki kolmiatomisten molekyylien varéhdystiloista on esitetty kuvassa 4, jossa pallot esit-
tavat atomeja ja viivat niiden valilla atomien valisia sidoksia. Kyseinen malli on hyvin yksin-
kertainen ja atomien valisten sidosten vérahtelytaajuutta voidaan ilmaista Hooken lain mukaan.
Yksinkertaisesti Hooken laki selittd4 atomien massan ja niiden vélisten sidosten voimakkuuden
suhdetta molekyylin vérahtelytaajuuteen. Mit& suurempi massa atomilla on, sitd pienemman
vardhtelytaajuuden se saa. Mitd voimakkaampi sidos atomien Vélilla on, sitd suurempi vérahte-
lytaajuus saadaan. Suurten atomien véliset heikot sidokset varahtelevat pienemmaélla taajuu-

della kuin voimakkaat sidokset pienten atomien valilla.1?
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Kuva 4. Kolmiatomisilla molekyyleilld esiintyvia varahtelytiloja: symmetrinen venytys, sym-
metrinen taivutus ja epasymmetrinen venytys. Esimerkkina vesi ja hiilidioksidi.'? Copyright
(2005) John Wiley & Sons Ltd.

Kuvassa 4 on esitetty yksinkertainen malli molekyylien véréahtelylle, joiden perusteella vérah-
telyspektrit yleensa tulkitaan. Molekyylit ovat kuitenkin kolmiulotteisia ja niitd ymparoi
elektronipilvi. Kun molekyyli varahtelee, sen ympérilla oleva elektronipilvi muuttuu positiivi-
sen ytimen paikan muuttuessa. Tdm& muutos voi saada aikaan dipolimomentin tai polarisaation
muutoksen molekyylissd. Symmetrinen venytys siis todellisuudessa muuttaa kolmiatomisen
molekyylin polarisaatiota merkittavasti ja samalla dipolimomentti pienenee. Tama nakyy si-
doksen voimakkaana Raman-sirontana ja samalla heikkona IR-absorptiona. Symmetrisen tai-
vutuksen kohdalla tapahtuma on kéaanteinen eli dipolimomentti kasvaa ja polarisaatio pysyy
l&hes muuttumattomana. Tdma nakyy voimakkaana IR-absorptiona ja heikkona Raman-siron-
tana. Edella kasiteltya pohdintaa voidaan soveltaa helposti pienten molekyylien Raman-tulkin-
nassa, mutta suurempien ja monimutkaisempien molekyylien Raman-vérahtelyjen tulkinnassa
kaytetadan apuna tiheysfunktionaaliteoriaa (DFT), joka on teoreettinen laskutoimitus vérahtely-
jen selvittdmiseksi. DFT:hen perustuvaa molekyyli- ja materiaalimallinnusta tehddén tietoko-

neella erilaisten ohjelmistojen avulla.'?



2.2 Kaytdnnon Raman-spektroskopiassa esiintyvat hairiot

2.2.1 Absorptio

Laserilla sateilytetty ndyte tai matriisi absorboi valoa, jos laserin aallonpituus osuu naytteelle
ominaisen absorptiovydhykkeen sisalle. Absorptiossa molekyyli absorboi sateilyé ja sen elekt-
ronit virittyvat korkeammalle tilalle. Sateily taajuus vaikuttaa siihen, virittyykd molekyyli
elektroniselle (UV-Vis) vai véardhtelevélle (IR) viritystilalle. Virittyneen molekyylin palautu-
essa takaisin perustilalle, energia purkautuu suurimmalta osin sateilemattomasti lampoener-
giana ympaéristoon. Koska naytteesta sirottuvan sateilyn voimakkuus on suoraan verrannollinen
kohdistuvien fotonien mééraén, voidaan sanoa absorption olevan selvasti ongelmallinen Ra-
man-mittauksissa. Absorptiosta seuraavaa ongelmaa voidaan yrittdd korjata vaihtamalla mit-

tauksessa kaytettava laser toiseen.

Myo6s Raman-sironta voi absorboitua tutkittavaan naytteeseen. Téall6in suositellaan, kuten
edelld, toisella aallonpituudella suoritettavaa mittausta. Toinen vaihtoehto tdssa tapauksessa on

kéyttaa anti-Stokes -sirontaa mittauksissa.°

2.2.2 Fluoresenssi

Fluoresenssi luo vaihtelevan hdirion Raman-mittauksissa. Fluoresenssissa molekyyli virittyy
séhkdmagneettisen sateilyn vaikutuksesta korkeampienergiselle tilalle. Tdman jalkeen tapahtuu
virityksen purkautumista sateilematta alemmalle tilalle ja tastd edelleen elektroniselle perusti-
lalle emittoimalla nakyvaa sateilyé (kuva 5). Hairid vaikuttaa Raman-mittauksissa, koska emit-

toituvalla séteilylla on pienempi energia kuin vaikuttavalla lasersateell4.*
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Kuva 5. Fluoresenssitapahtuman energiadiagrammi.*®

Fluoresenssista johtuvaa héiriota voidaan yrittad poistaa muun muassa vaihtamalla laitteeseen
pidemman aallonpituuden laser. Pidemman aallonpituuden sateilyn energia ei riita virittdmaan
molekyylid energialtaan korkeammalle tilalle ja ndin fluoresenssia ei tapahdu. Energialtaan hei-
komman laserin ongelmana taas on se, ettd Raman-sironta on heikompaa, jolloin signaali heik-
kenee. Mité lahemmaksi laserin aallonpituus menee IR-aallonpituuksia, sitd heikompi Raman-

intensiteetti saadaan.®

Laserin vaihdon sijasta voidaan fluoresenssin korjaukseen kéyttdd menetelmééa (photobleach),
jossa on ideana sateilyttda naytettd vahan aikaa ennen varsinaisen mittauksen suorittamista. Ta-
man seurauksena laser tuhoaa fluoresenssia aiheuttavat molekyylit tai yhdisteet lAmmon tai va-
lon avulla. Menetelma toimii useimmiten, jos fluoresenssi johtuu analysoitavan néytteen mole-

kyylien sijaan tutkittavan naytteen matriisista.°

Fluoresenssin haitallista vaikutusta voidaan eliminoida my®os laiteteknisilla ratkaisuilla. YKksi
ratkaisu on kéyttéa aikariippuvaista mittaustekniikkaa. Fluoresenssi on varsin hidas prosessi
verrattuna raman-sirottumiseen. Laiteteknisesti tdima antaa mahdollisuuden kéyttdd mittauk-

sissa pulssitettua laseria ja detektoria, joka on mahdollista sulkea. T&llgin tietyn ajan sisalla
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Raman-sironnan ilmentyessd, detektorin ovi on auki ja se sulkeutuu ennen kuin fluoresenssi

ehtii saapua detektorille.®

Myo6s matemaattista ratkaisua on hyddynnetty fluoresenssiongelman poistoon. Menetelmén
ideana on poistaa fluoresenssi mitatun spektrin taustalta ottamalla Raman-spektristd ensimméi-
sen tai toisen asteen derivaatta. Tallgin fluoresenssi poistuu, mutta siitd aiheutuva kohina ei.
Tama perustuu siihen tietoon, ettd fluoresenssin emissiovyon viivanleveys on suurempi kuin

Raman-sironnan viivanleveys.°

Fluoresenssiongelman poistoon on esitetty myds ratkaisuna kahden erilaisen Raman-spektrin
yhdistamista. Tassé on ideana mitata kaksi erilaista Raman-spektrid kayttdmalla kahta aallon-
pituudeltaan lahekkaista laseria ja véhentamalla spektrit tdmén jalkeen toisistaan. Muodostuvan
spektrin derivaatta voidaan matemaattisesti muuttaa takaisin alkuperéiseksi spektriksi. Lasku-
toimituksien seurauksena fluoresenssi ja myds taustakohina saadaan poistettua lahes koko-

naan.t°

2.2.3 Lammon vaikutus, valohajoaminen ja laser-ablaatio

Néyte voi kuumentua ja mahdollisesti vaurioitua, kun sita sateilytetdan laserilla. Raman-inten-
siteetti on verrannollinen lasersateen voimakkuuteen ja usein kdytetd&dn mahdollisimman suurta

laserin tehoa, jotta tutkittavasta yhdisteesta saadaan mitattua optimaalinen spektri.*

Jos energian siirtyminen ndytteeseen on liian suurta, voi tapahtua naytetta vaurioittavia ilmigita.
Tama johtuu siitd, ettd ndyte ei pysty siirtdmaan absorboidusta sateilysté syntyvaa lampoa te-
hokkaasti ympéristoonsa, jolloin [ampo keraantyy pienelle alueelle ja ndyte kuumenee. Lam-
mon kerdantyminen on tyypillista kaikille lasereille, mutta erityisesti IR-alueen laserit ovat

herkki télle ilmiolle.1®

Valohajoamista tapahtuu varsinkin lyhyill& aallonpituuden lasereilla. T&mé& johtuu siit4, etta
laserin aallonpituuden energia on yht& suuri kuin tutkittavan molekyylin vélisten sidosten ener-

gia. Seurauksena tastd molekyylien valiset sidokset voivat hajota.”
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Laser-ablaatiolla tarkoitetaan termisté tai ei-termista ilmi6ta, jossa intensiivisen jatkuvan tai
pulssitetun lasersateilyn (kuva 6) seurauksena kiintedstd ndytteestd poistuu atomeja haihtu-
malla. Kuvassa 7 on esitetty ablaatioprosessi pulssitetulla laserilla. Laserin kohdistuessa nayt-
teeseen erilaiset fysikaaliset prosessit, kuten absorptio, sironta, heijastus ja transmissio vaikut-
tavat tapahtumaan. Ablaatio tapahtuu, kun naytteeseen kohdistuvan energian maara saavuttaa
sille kriittisen arvon (ablaatio raja-arvo). Ablaatio tapahtuu todenndkdisemmin lyhyen aallon-
pituuden laserilla, mutta my6s tutkittavan naytteen materiaalilla on valia.’* Ablaatio nikyy

néytteessé selvasti vauriona ja on kraatterin muotoinen.°

Peak output power
A A
5 Average output power s — Average
= & Peak output power 3 output power
j= 5 =
= / S
"D_'- - - E S R LR R . B
=3 =]
S 2 S
—~ -

Time Time

(a) Continuous wave (CW) (b) Pulsed laser beam

laser beam
Kuva 6. Esimerkkikuva jatkuvan (a) ja pulssitetun (b) laserséteilyn lahtotehon ilmentymisesta
ajan funktiona.* Copyright (2014) Elsevier B.V.

Long-pulsed laser

Ejected matter

Focus lens

Droplets The surrounding damage
LD o

o

Kuva 7. Havainnekuva laser-ablaatiosta pulssitetulla laserilla (muokattu lihteestd).** Copy-
right (2014) Elsevier B.V.
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2.2.4 Ymparoiva valo ja taustasateily

Raman-sironta on heikko tapahtuma, joten ympardiva valo ja taustasateily voivat helposti peit-
t&& sen eikd mittaus t&stéd syysté onnistu. Ymparoivélla valolla tarkoitetaan mittaustilan valosé-
teilyd. Taustasateilyd taas syntyy tutkittavasta ndytteestd. YmparOiva valo voidaan helposti
poistaa suorittamalla mittaukset pimedssa. Pimed ympéristd saadaan usein aikaan laitteiston
omilla ratkaisuilla, joissa mittaustilan luukku suljetaan ennen mittausta. Jos tdma ei jostain
syysté onnistu, voidaan hairioté yrittd4 poistaa pulssitetulla laserilla ja k&yttamalla suljettavaa
detektoria, kuten fluoresenssin tapauksessa. Taustasateilya voidaan yrittaa poistaa vaihtamalla

laseria.1?

2.3 Laitteisto

Erilaisten laitteiden valinta Raman-spektroskooppisiin mittauksiin perustuu hyvin pitkalle tar-
peeseen kayttad tietyn aallonpituuden laseria, joka valitaan kaytettavien menetelmien ja nayt-
teiden perusteella. Laserin aallonpituus voi mééaratd millainen spektrometri (dispersiivinen ja
ei-dispersiivinen eli FT-Raman) ja detektori (yksi- ja monikanavainen) tarvitaan. Tdma taas

vaikuttaa suoraan siihen, kuinka suuri signaali/kohina -suhde maksimissaan saadaan.*®

Normaalilla Raman-tekniikalla (NR) tarkoitetaan mittausasetelmaa, jossa ndytteet mitataan Ra-
man-laitteella ilman erityistd nédytteenkasittelyd, mika vaikuttaa Raman-spektrin ilmentymi-
seen. Raman-spektrometrit voidaan jakaa kahteen erilaiseen laitetyyppiin, dispersiivisiin ja ei-
dispersiivisiin FT-Raman laitteisiin. Kummassakin laitetyypissa paaperiaate on mitata Raman-
intensiteetin (fotoneja sekunnissa) ja Raman-siirtyméan (aaltoluku, cm™) vélista yhteytts, mutta
tdma saadaan aikaiseksi erilaisilla laiteratkaisuilla. Kummassakin laitetyypissa voidaan kdyttaa
samanlaista laseria ja ndytemoduulia, ja niihin on mahdollista liittad kayttoon erilaista kui-
tuoptiikkaa, mikroskooppeja sek& muita lisdosia. Lasereiden k&ytdssé 16ytyy poikkeuksia, kun
laserin aallonpituus lahestyy IR-aluetta. FT-Raman-laitteissa kaytetddn 1064 nm IR-lasereita.
Dispersiivisessa Raman-laitteessa ei kaytetd IR-laseria, koska sen detektori ei pysty kerddméaén
séteilya tehokkaasti. Tekniikoiden erot tulevat esiin Raman-sironnan kasittelyssad mikroskoop-
pioptiikan jalkeen. Dispersiivisessd tekniikassa tutkittavan sironnan aallonpituudet jaetaan
spektrometrilld ja havaitaan joko yhdelld detektorilla tai monella rinnakkaisella detektorilla.

FT-Raman tekniikassa aallonpituuksia ei jaeta tutkittavasta sironnasta vaan ne muutetaan niin,
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ettd jokaisella aallonpituudella on tyypillinen modulaatiotaajuus. Modulaatiotaajuudet yhdiste-
taan interferometrilla (kuva 8 b-kohta, multiplexer) ja yhdistetty signaali tunnistetaan detekto-
rilla. Detektori muuttaa modulaatiotaajuudet interferogrammiksi, joka muutetaan Fourier-
muunnoksella Raman-spektriksi.*® Kuvassa 8 on esitetty dispersiivisen ja FT-Raman -spektro-

metrin kaavakuvat.

A) ﬂ ‘ B) I l <+—— Raman spectrum
i Raman spectrum
Ak AJL_J& P

(TIAMITD  Mvuttichannel detector | T j interferogram

( i --/j___ | . —
spectrograph \} \ ] = detector multiplexer ! { “#’
| SR sample L U sample

blue

e \
!— laser »—/ r laser r-——J/

L —— | /

Kuva 8. Kaavakuvat dispersiivisestd (A) ja FT-Raman (B) -spektrometristd (muokattu lah-
teestd).t® Copyright (2000) John Wiley & Sons Inc.

Raman-spektroskopiassa valoldhteend toimii jatkuvatoiminen laserséde. Lasereita I0ytyy UV-
alueelta lahi-IR -alueelle saakka. Taulukkoon 1 on keratty Raman-spektroskopiassa yleisesti

kéytdssa olevien lasereiden tyypit ja niitd vastaavat aallonpituudet.6?

Taulukko 1. Yleisimpid Raman-spektroskopiassa kaytossa olevia laser-tyyppeja ja niiden aal-

lonpituusalueet (muokattu lihteests)*6?

Laser Laserin aallonpituusalue  Aallonpituus (nm)
Taajuus-tuplattu Ar* uv 244
Ar* VIS 488
Ar* VIS 5145
: 3+ .
L?ja;:fis\/tgglattu Nd*":YAG tai VIS 530
He-Ne VIS 632,8
Diodi l&hi-IR 785
Diodi l&hi-IR 830
Diodi: Nd*":YAG tai Nd*":YVOs l&hi-IR 1064

Yleisimmin kéytetty detektori kaupallisissa Raman-spektrometreissa (viritysvalo alle 1000 nm)

on monikanavainen CCD-ilmaisin. CCD-detektorit menettavat herkkyyttaan, kun lahestytééan
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10000 cm™* alempia taajuuksia, jotka ovat lahella IR-aallonpituuksia. Lahi-IR -alueen viritys-
valon aallonpituuksilla kaytetddn CCD-detektorin sijaan puolijohdepohjaisia detektoreja, kuten

Ge tai InGaAs -detektoreja.

3 SERS

SERS-ilmidn nimi tulee sanoista Surface Enhanced Raman Spectroscopy (tai Scattering). Siiné
on ideana voimistaa Raman-signaalia pdéosin sahkémagneettisen sateilyn vaikuttaessa metallin
kanssa. Vaikuttavan laserin kenttd voimistuu virittymisien kautta, joita kutsutaan plasmonire-
sonansseiksi (tai ts. pintaplasmoniresonansseiksi, SPR). Jotta analysoitava molekyyli vaikut-
taisi metallin kanssa, sen tulee sitoutua siihen kemiallisesti tai olla hyvin lahelld sit& (suurin
etaisyys noin 10 nm). Molekyylin kemiallinen sitoutuminen metallin pinnalle ei suoranaisesti
ole SERS-ilmi6, mutta sill& on suuri vaikutus SERS-ilmion tapahtumiseen. Esimerkiksi nega-
tiivisesti varautunut vériaine ei pysty absorboitumaan negatiivisesti varautuneeseen hopeapar-
tikkeliin séhkostaattisen repulsion seurauksena. Positiivisesti varautunut variainemolekyyli taas
pystyy liittymaéan hopean pinnalle. Negatiivisen varauksen tapauksessa SERS:4 ei siis tapahdu
tai signaalin voimistuminen on heikkoa, mutta positiivisesti varautunut molekyyli voi antaa

hyvin voimakkaan SERS-signaalin.17318-23

Voimistuessaan Raman-signaali alkaa kilpailemaan intensiteetilld&n fluoresenssin intensiteetin
kanssa. SERS-menetelmalla mitattu molekyyli ilmenee hyvin kapeina ja teravina piikkeina Ra-
man-spektrissa toisin kuin fluoresenssi, jonka piikki on hyvin leved. Tama intensiteettien ero
saa fluoresenssin ns. sammumaan eika sitd havaita SERS-mittauksissa ihanteellisissa tilan-

teissa.?*

SERS-menetelmalld on monia hyotyjéd fluoresenssin tukehduttamisen lisdksi: SERS-spektrin
suuri resoluutio mahdollistaa samanaikaisen monen yhdisteen analyysin, ndytteenkasittely on
yksinkertaista, analyysin suorittaminen on nopeaa ja liséksi sill4 onnistuu in situ-mittausten
suorittaminen. SERS:n toimivuus perustuu suoraan kontaktiin substraatin ja analyytin valilla.
Substraattien teho laskee ajan saatossa hajoamisen seurauksena, ne voivat olla selektiivisia tie-
tynlaisille analyyteille sek& niiden kdyttokertojen madrat ja iké ovat rajallisia. Substraateilla voi
olla my6s ongelmia tuottaa homogeenisia ja toistettavia SERS-signaaleja. SERS:II& on siis
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omat rajoituksensa, mutta sen herkkyyden ja selektiivisyyden ansiosta sille on 16ydetty kaytto-
kohteita tunnistettaessa monia erilaisia kemiallisia yhdisteitd, kuten bentseeni, tolueeni, etyyli-
bentseeni, ksyleenit, polysykliset aromaattiset hiilivedyt (PAH-yhdisteet), haihtuvat orgaaniset
yhdisteet (VOC), raskasmetallin, myrkylliset tai radioaktiiviset kationit ja anionit, ioniset ra-

vinneaineet, hydnteismyrkyt, huumeet, ladkeaineet ja rajahdeaineet.?*

Kuten edelld todettiin, suuri Raman-sironnan voimistuminen SERS-menetelmassé johtuu péa-
osin sahkdmagneettisesta ja kemiallisista vuorovaikutuksista. Kyse on komplementaarisista

mekanismeista ja signaalin voimistuminen A voidaan esittda kaavan 9 mukaan:?°

A = AgmAchem® . (9)

missa Aem on sahkOmagneettisen kentan voimistuminen, Achem 0N kemiallisen resonanssin voi-
mistuminen ja @ on kerroin, joka sisaltdd absorbanteista johtuvat peitot ja elektronikonfiguraa-
tioden uudelleenjarjestaytymiset metallin vaikutuksen alaisena.

Kemiallinen signaalin voimistuminen Achem Voidaan jakaa kahteen osaan kaavan 10 mukaan:?°

Achem = Act4as (10)

missa Act on elektronien varausten siirrosta johtuva voimistava kerroin. Kerroin Aas on ns. ”ak-
titvisista kohdista” (active sites) johtuva voimistuminen, joka koostuu taajuuden funktiosta

ja aktiivisten kohtien” méérastd metallin pinnalla.

Voimistumismekanismeja voidaan tutkia edellistd tarkemmin. Teoreettisesti SERS-signaalin
voimistuminen voidaan jakaa neljdén paamekanismiin ja ne on esitetty kuvassa 9. A-C -koh-
dissa kuvataan kemiallista voimistumista. A-kohdassa voimistuminen johtuu perustilaisten ke-
miallisten vuorovaikutusten kautta molekyylin ja nanopartikkelin vélillg, jotka eivét liity virit-
tymisisté johtuviin tapahtumiin molekyyli-nanopartikkeli -systeemissé. B-kohdassa on kyse re-
sonanssitapahtumasta, jossa viritysvalon aallonpituus on resonanssissa molekyylin siirtyman
kanssa. Kohdassa ¢ on kyse, jo edelld mainitusta, varauksen siirrosta (CT), jossa viritysvalon
aallonpituus on resonanssissa molekyyli-nanopartikkeli -systeemin varauksen siirtymisen

kanssa. Kohdassa d on kuvattu SERS-voimistumisen séhkoémagneettista osaa (EM). Voimakas



16

paikallinen séhkokentté syntyy, kun viritysvalon aallonpituus resonoi metallisen nanopartikke-

lin virittyvan plasmonin kanssa.?:

Metal Molecule Metal Molecule Metal Molecule Metal Molecule
— LMo | —wmo
— HOMO — HOMO
E E
a) Ground state b) Resonance Raman |c) Charge-transfer d) Plasmon Resonance
chemical enhancement | enhancement resonance enhancement | enhancement

Kuva 9. SERS-menetelméssé esiintyvien signaalia voimistavien mekanismien yhteenveto.?

Copyright (2008) Royal Society of Chemistry.

Kaikki edelld mainitut SERS-ilmion signaalia voimistavat ilmi6it ovat vahvasti riippuvaisia
Raman-viritysvalon (laser) aallonpituudesta, joten ilmididen vaikutus mittauksissa on hyvin
aallonpituusriippuvaista. 1Imidité on kuitenkin vaikea tutkia kokeellisesti, koska vain tietyt raja-
arvot voidaan erottaa ja tutkia ilmididen takana.?! Luvuissa 3.1-3.5 kaydaan SERS-ilmiéta l4pi

yksityiskohtaisemmin mekanismien, substraattien ja aggregaattien kautta.

3.1 Sahkomagneettiset mekanismit

SERS-menetelmén keskidssa ovat vuorovaikutukset niin valon ja molekyylin kuin valon ja me-
tallin valilla. Plasman vérahtelyt yhdessa sahkdisten voimien kanssa osoittavat, etta fotonit kyt-
keytyvat metallien johtavuuselektronien varauksien tiheysvérahtelyiksi. Jotta SERS-menetel-
man sdhkdmagneettista mekanismia voidaan ymmartaa, taytyy asiaa kdydéa lapi alkaen harmo-
nisen varahtelijan fysiikasta. Harmonisen varahtelijan mallin keskigssa on sen luonnollinen taa-

juus o (kaava 11):23

w = (k/wW"?, (11)
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jossa varéhtely on selitetty voimavakiolla k ja systeemin redusoidulla massalla . Vastaavasti,
lasersateily ulkoisena voimana voi resonoivasti virittad metallin delokalisoituneet johtoelektro-
nit (plasman varéhtelyt). Metallisten nanopartikkelien plasman vérahtelyjen resonanssitaajuu-
det (plasmonit) wmax riippuvat muun muassa metallin ja ymparoivéan aineen dielektrisista funk-

tiosta emetal(®) ja em(w).?

Kolloidisilla kulta- ja hopeananopartikkeleilla plasmonihuiput ndhdaan nakyvan valon alueella,
jolloin ne virittyvat optisilla taajuuksilla n. 10*4-10%° Hz. Resonanttisen virittymisen liséksi saa-
puvan lasersateen vérahtelevé sdhkokenttd saa metallin pinnalla olevat johtavuuselektronit va-
réhtelemadn, minka seurauksena nanopartikkelin varaukset erottuvat (kuvat 10 ja 11). Tapah-
tumaan vaikuttavat saapuvan lasersateen kulmataajuus winc ja amplitudi Eo. Tdmén tyyppista
resonanssia kutsutaan dipolaariseksi lokalisoituneeksi pintaplasmoniresonanssiksi (LSPR).?3
LSPR esiintyy, kun metallisten nanopartikkelien valenssielektronien kollektiivinen vérahtely
on resonanssissa vaikuttavan lasersateilyn taajuuden kanssa (kuva 11).22 Indusoituneen dipolin

voimakKuus Mind(metaly Voidaan madritelld kaavan 12 mukaan:?

Hind = AmetalEo (C’Jinc) ) (12)

mMissé ameta ON Metallisen pallon polaroituvuus ja Eo(winc) on vaikuttavan sahkokentan voimak-
kuus. Lokalisoidun indusoidun dipolin ping merkki muuttuu elektromagneettisen aallon kulma-

taajuuden winc Muuttuessa.?®
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Kuva 10. Esimerkki pintaplasmoniresonanssi -ilmidstd, kun séhkémagneettinen sateily vai-
kuttaa metallisten nanopartikkeleiden kanssa. Muokattu lahteest.?? Copyright (2008) Annual

Reviews.

Matrix

WDine
electromagnetic wave

Kuva 11. Kultananopartikkeli voimistaa signaalia dipolaarisen lokalisoidun pintaplasmonire-

sonanssin (LSPR) virittymisen kautta. Muokattu lahteesta.?® Copyright (2014) WILEY-VCH.

Metallinen nanopartikkeli toimii siis ns. ’nanoantennina”, joka pystyy emittoimaan siteilyi sa-
malla taajuudella kuin vaikuttavan lasersateen kulmataajuus on. Toisin sanoen, kun resonoiva
elastinen valo sirottuu metallisesta pallosta, paikallinen séhkdkentta Eioc (winc) voimistuu ver-

rattuna vaikuttavaan sahkokenttain Eo (winc) lahelld metallista nanopartikkelia.?

Pyoredn metallisen nanopartikkelin vaikutusta SERS-signaalin voimistamiseen voidaan tutkia
tarkemmin kvasistaattisella lahestymistavalla, jossa otetaan huomioon nanopartikkelin séde a,

séteilyttdva polaroitu valo z ja sen aallonpituus /. Edellisen perusteella on paatelty, ettd na-
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nopartikkelin ymparill4 oleva sdahkokenttd on yhtendinen ja tapahtuman séhkostatiikkaa voi-
daan tutkia Maxwellin yhtaloilla. Tamé lahestymistapa sopii hyvin SERS:n sdhkémagneettisten
mekanismien ennustamiseen, mutta rajoittuu ultraviolettivalon alueelle hyvin pienill& nanoko-
koluokan partikkeleilla sidosten vélisten siirtymien ja muiden virittymisien seurauksena. Sah-
kdmagneettisen kentén voimakkuutta metallipartikkelin ulkopuolella (Eout) voidaan tutkia ana-

lyyttisesti kaavan 13 avulla:?

= A 3 = - -
Eoue(%,y,7) = Eo— aFy | — 2 (X + yy + 7)), (13)

missé X, y, ja z ovat koordinaatiston koordinaatit; r on elektromagneettisen kentén sateen pituus;
X, ¥ ja Z ovat koordinaatteja vastaavat vektorit; ja o on metallin polaroituvuus. Metallin pola-

roituvuus voidaan ilmoittaa SERS:n tapauksessa kaavan 14 mukaan:2

a=ga®, (14)

misséd a on metallipallon sade. Muuttuja g on méaritetty kaavan 15 mukaan:?2

_ €in —€&out
(gin + 2&0ut) '

g (15)

missé ein on metallisen nanopartikkelin dielektrinen vakio ja eout On nanopartikkelin ympéaroivéan
tilan dielektrinen vakio. Edellisten kaavojen perusteella voidaan todeta, ettd SERS:n signaalin
voimistuminen on riippuvainen kéytettavan lasersateen aallonpituudesta. Tama johtuu siitd, etta
metallisen nanopartikkelin dielektrisen vakion reaaliosa on vahvasti riippuvainen aallonpituu-
desta. Né&in ollen, sshkdmagneettisen kentén voimistuminen saa suurimman arvonsa, kun muut-
tuja g lahestyy nollaa. Kaavasta 13 huomataan myds, ettd magneettikentan voimistuminen vé-

henee nopeasti etaisyyden kasvaessa nanopartikkelista.?

Tutkitaan seuraavaksi nanopartikkelin transmissio-ominaisuutta. Mie-teorian mukaan nanopar-
tikkelin, jolla ei ole tiettyd muotoa, transmissiospektri E(4) voidaan ilmoittaa kaavan 16 mu-

kaan:%?
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24n? Na3 s(?;l/lzt g (1)
E(A) - A1n(10) [(sr D) + x gout)? + & (/1)2]' (16)

MIissé &r ja & ovat reaalinen ja imaginaarinen osa metallisen nanopartikkelin dielektrisessé funk-
tiossa ein, 4 on aallonpituus, N on partikkelien mééra tietyssa tilavuudessa ja a on kappaleen
sade. Myos tassa tapauksessa dielektrisen vakion reaaliosa on riippuvainen kaytettavasta aal-

lonpituudesta.??

Kaava 16 on my0s yleistetty pienten pallomaisten partikkelien kautta korvaamalla lukuarvo 2
kaavassa 15 y:lla. y on ns. ”muoto-tekijd”, joka selittdd poikkeamaa pallomaisten hiukkasten
geometrioissa suurempien kuvasuhteiden omaaville rakenteille. Tallainen olettamus on tehty,
koska Mie-teoriaa ei pystyta ratkaisemaan analyyttisesti muille kuin pallomaisille raken-
teille. "Muoto-tekija” y on yleistetty LSPR:n transmissiospektrin herkkyydeksi dielektrisessa
ymparistossa, koska se voimistaa nanopartikkelin ulkopuolella vaikuttavaa dielektrista vakiota
eout. Pallomaiselle kappaleelle y saa arvon 2 ja se voi saada arvoja 20 asti riippuen metallisen

kappaleen muodosta.??

Suuren kuvasuhteen (suuri y) omaavilla metalleilla, kuten hopea ja kulta, tavataan dielektrisia
resonanssiolosuhteita ndkyvan valon aallonpituuksilla, kun metallin dielektrisen komponentin
reaaliosan &r ja -yeout -termilla ovat arvot l&hell& toisiaan (er = -yeout). Tasta syystd SERS on
tavanomaisesti suoritettu olemassa olevalla Raman-laitteistolla tekemattd siihen muutoksia

juuri kulta- ja hopeananopartikkeleilla.??

Edellisten kaavojen pohjalta voidaan siis tutkia vain pallomaisten kappaleiden transmis-
siospektreja analyyttisesti. Muun mallisille kappaleille transmissiospektrien tutkimiseen taytyy
soveltaa approksimaatiota ja tata tarkastelua varten on kehitetty numeerisia menetelmia, jotka

kuvaavat nanopartikkelia, jolla on &rellinen maara (N) polaroituvia elementteja (dipoleja).??

Paikallisen sdhkokentan vaikutusta molekyylin ja metallisen pallon valilla pitdd myds tutkia,
jotta voitaisiin ymmartaa taysin, kuinka signaali voimistuu SERS-menetelmaéssa (kuva 12). Ku-
ten metallisen pallon tapauksessa, molekyylin dipolit voidaan indusoida (kaavan 12 termi ametal
korvataan termilla amotecute). Indusoitu dipolimomentti Wing ja vaikuttava paikallinen séhkodkentté

Eloc(winc) Ovat vektorisia ominaisuuksia, kun taas elektroninen polaroituvuus amolecule ON Sym-



21

metrinen toisen asteen tensori, jolla on kuusi maarédavaa komponenttia. Epéelastisen valonha-
joamisen esiintyminen voidaan selittda klassisesti vaikuttavan sahkokentan Ejoc(winc) modulaa-
tiolla. Tassa kdytetdadn apuna luonnollisen kulmataajuuden omaavaa varahtelevaa molekyylia
wvib, jonka seurauksena mukaan tarkasteluun voidaan ottaa dipolimomentit: Mind(@inc), Mind(@inc
- wvib) ja Mind(winc + wvib), jotka vastaavat Raman-spektroskopiassa esiintyvia valon sirontatiloja
Rayleigh, Stokes ja anti-Stokes.?

LSPR-supporting metal nanostructure

Kuva 12. Sdhkdmagneettisen sdteilyn “tuleva” (vihred) ja ”lahtevd” (oranssi) kenttd voimistuu
pintaplasmoni resonanssi -ilmi6téa tukevan metallisen nanomateriaalin avulla. Muokattu lah-
teestd.?® Copyright (2014) WILEY-VCH.

Kuvassa 12 winc - wvib Vastaa Raman-sironnoista Stokes-sirontaa ja siind on otettu huomioon
kulmataajuus yhdelle tietylle vérdhtelytilalle. Kuvan 12 vasen oranssi nuoli vastaa taajuudel-
taan siirtynytta steilyd kohdassa winc - wvin, joka voi itsessaén virittdd metallikolloidin pintap-
lasmoniresonanssin. Tahan lisataan valon elastinen sirottuminen metallista (kuvan 12 oikean
puolimmainen nuoli), jolloin emittoitunut séateily voidaan havaita sahkémagneettisen séteilyn

pidemmall aallonpituudella.?

Kokonaisuudessaan SERS-signaalin intensiteetti riippuu niin tulevasta” kuin 1dhtevésta” ken-

tastd. Kaavassa 17 on esitetty SERS-signaalin intensiteetille yksinkertaistettu kaava:?

Isgrs = Iinc(winc)l(winc_wvib) = |Einc(winc)|2|E((‘)inc_wvib)|2- (17)

Optimaalisen SERS-signaalin voimistumisen aikaansaamiseksi tarvitaan, etta sateilyn taajuus
kohdassa winc ja Stokes-siirtyneen séteilyn taajuus kohdassa winc - wvib Ovat resonanssissa me-

tallisen nanopartikkelin plasmonipiikin kanssa. Kun vaikuttavan lasersateilyn (winc) ja Stokes-
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sironnan (winc - wvib) taajuudet ovat lahella toisiaan (winc = winc - wvib), Voidaan SERS:n intensi-
teetille kayttad approksimaatiota |E[*, jossa Isers = [E(winc)|*. Tdma approksimaatio toimii tyy-
pillisesti winc:lle sinisen ja vihredn valon aallonpituusalueilla, mutta ei niin hyvin punaisen ja

lahi-infrapunavalon alueilla.?®

E* voimistumista voidaan tarkastella tarkemmin seuraavasti. Sirottuneen valon intensiteetti on
suoraan verrannollinen Raman-spektroskopiassa vaikuttavan magneettikentdn voimakkuuteen
EZ2. Koska tdma magneettikentan voimistuminen tapahtuu partikkelin pinnalla, Raman-intensi-
teetti on liitetty Eout:n absoluuttiseen nelidon, joka on arvioitu tapahtuvan partikkelin pinnalla.
Kaavassa 18 on esitetty johdos |Eoui? pyorealle metallipallolle ja se on saatu kasittelemlla kaa-
voja 13-15:%

|Eoutl® = E§[I1 — gl* + 3cos?6(2Re(g) + 1g1*)], (18)

missé 6 on vaikuttavan magneettikentan vektorin ja nanopartikkelin pinnalla olevan molekyylin
sijainnista syntyvan vektorin valinen kulma. Kulman suuruudella on valig, silla kentén voimis-
tuminen on voimakkainta, kun 8 on 0° tai 180°. Tamé vastaa tapahtumaa, jossa molekyyli osuu
etenevin valonsateen akselin tielle. Myds g:n arvolla on vélia. Kun g saa suuren arvon, |Eou?

voidaan esittaa kaavan 19 avulla seuraavasti:??

IEoutI2 = 4-E(2)|g|2. (19)

Raman-sironnassa magneettikentta indusoi nanopartikkelin pinnalla olevan molekyylin oskil-
loivan dipolin. T&mé&n seurauksena dipoli sateilee ja télla sateilevélla valolla on pieni todenna-
koisyys Stokes-sirota molekyylin varéhtelytaajuudella. Vaikka kaava 18 ilmaisee vaikuttavan
sdhkdmagneettisen kentdn voimistumisen, siiné ei oteta huomioon, ett4 dipolista syntyvén sa-
teilyn emissio voi myds voimistua. Emission intensiteetin voimistumisen selvittdminen mate-
maattisesti on monimutkainen laskutoimitus ja se voidaan ilmoittaa yksinkertaisemmin ensim-
maisen asteen approksimaatiolla. Tdm& on samankaltainen l&hestymistapa kuin kaavassa 18,
mutta se on arvioitu Ramanin Stokes-siirtyman taajuudella. TAma approksimaatio voidaan il-

maista kaavan 20 avulla seuraavasti:22
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_ |Eout|2|E,out|2

EF = — = 4lgl*lg'I?, (20)
|Eo|

missa heittomerkilliset suureet vastaavat magneettikentan arvioitua suuruutta sirottuneen sétei-
lyn taajuudella. Edellistd lauseketta kutsutaan SERS:n sahkémagneettisen séteilyn (EM) teo-
reettiseksi voimistumiskertoimeksi (EF). EF tarkoittaa siis Raman-sironnan poikkileikkauksen
(o, kaava 6) suurenemisen voimakkuutta, kun molekyyli on absorboitunut SERS-aktiivisen

substraatin pinnalle.??

Jos Stokes-siirtyméan suuruus on pieni, g ja g’ ovat arviolta samalla aallonpituudella ja EF skaa-
lautuu g*:44n. Tata skaalautuvuutta kutsutaan yleisesti kirjallisuudessa E*-voistumiseksi tai ns.
sdhkdémagneettisen kentdn voimistumisen neljénteen potenssiin nanopartikkelin paélla. Edelli-
sen mallin avulla arvioituna |g| saa arvon 10 pienen pallomaisen kappaleen tapauksessa, jolloin
SERS EM -voimistumisen suuruus on luokkaa 10%-10°. Korkeamman Kkertaluvun ho-
peananopartikkeleissa (AgNP) |g| voi saada suuremman arvon, jolloin EM EF voi nousta jopa

108 suuruiseksi.?

SERS:n voimistumiskerrointa ei yleensé selvitetd ndin monimutkaisesti E*-approksimaatiolla
normaaleissa laboratoriokokeissa. Yleensa on yksinkertaisempaa tarkastella voimistumisker-

rointa analyyttisen voimistumiskertoimen AEF mukaan (kaava 21):*"®

_ Isgrs/ Csgrs

AEF ,
Irs/Crs

(21)

missa Irs ja Isers vVastaavat NR-tekniikalla ja SERS-menetelmélld mitatuista molekyyleista il-
menevaa signaalien vahvuutta. Analyyttisesti tarkastellessa tdma tarkoittaa Raman-spektreissa
saatavien piikkien korkeutta tai pinta-alaa. Crs ja Csers Vastaavat nain analysoitavan molekyy-
lin pitoisuutta. Irs skaalautuu lineaarisesti vaikuttavan lasersateen tehokkuuden ja molekyylin

konsentraation mukaan.
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3.2 Kemiallinen mekanismi

Sahkdmagneettiset mekanismit selittavat suurimmalta osin SERS-ilmion tapahtumisen. Néiden
lisaksi tarvitsee kuitenkin ymmartad, kuinka molekyyli vaikuttaa kemiallisesti metallisen na-
nopartikkelin kanssa. Sdhkomagneettisen signaalin voimistumisen suuruus peittad kemiallisen
signaalin voimistumisen alleen. Kemiallinen voimistuminen on tarke&d, koska se mahdollistaa
sdhkomagneettisen voimistumisen.t’¢?® Kemiallisella sitoutumisella on tarkea rooli SERS-il-
midssa senkin takia, ettd se maarad SERS-spektrin piikkien ilmentymisen (esim. Raman-siirty-

mat ja piikkien intensiteettien suhteet).?

Molekyylin absorboituminen substraatin pinnalle voidaan jakaa naiden valisten vuorovaikutus-
ten voimakkuuden perusteella fysisorptioon ja kemisorptioon. Fysisorptiolla tarkoitetaan fysi-
kaalista absorptiota, jossa vuorovaikutuksen entalpia on enemman kuin -25 kJ/mol. Kemisorpti-
olla tarkoitetaan kemiallista absorptiota, jossa vuorovaikutuksen entalpia on vdhemman kuin -
40 kJ/mol. Fysisorption tapauksessa Van der Waals -voimat ohjaavat tapahtumaa eikd mole-
kyylin rakenteessa tapahdu muutoksia. Kemisorptiossa molekyylin ja pinnan valille voi muo-
dostua uusi sidos. Kummassakin tapauksessa molekyylin elektroninen ja geometrinen rakenne
muuttuu molekyylin ja pinnan valisten vuorovaikutusten seurauksena. Tdman seurauksena mo-
lekyylin vérahtelytilojen Raman-poikkileikkaukset ovat yleensa erilaiset vapaisiin molekyylei-

hin verrattuna.?®

SERS-menetelmén kemiallinen mekanismi ja signaalin voimistuminen perustuvat padasiassa
niin sanottuun varauksen siirtoon (CT). Varauksen siirtoa voidaan kdyda l&pi kolmenlaisen ta-
pauksen kautta. Ensimmainen tapaus on yksinkertaisin ja siind absorboituva molekyyli ei si-
toudu kovalenttisesti metallin kanssa. Metalli toimii tdssa tapauksessa ainoastaan hairiéna ja
muuttaa vain hieman elektronien jakautumista molekyylin ympérilla. Tdma voi muuttaa mole-

kyylin polaroituvuutta ja johtaa lopulta sen Raman-sironnan tehokkuuden muutokseen.’

Toisessa tapauksessa otetaan huomioon metallin ja molekyylin vélille muodostuva kompleksi.
Metalli ja molekyyli muodostavat pysyvammaén sidoksen joko suoraan kovalenttisesti tai epa-
suoraan elektrolyytin avustuksella toistensa kanssa. Tdma voi saada aikaan suuren muutoksen
molekyylin polaroituvuudessa, jonka voimakkuus riippuu kaytettavissa olevien optisten siirty-
mien maarasta. Paallekkain olevat molekyyliorbitaalit mahdollistavat uudet” epdsuorat siirty-

mat, jotka tarjoavat mahdollisuuden polaroituvuuden muutokselle molekyylissa. Kompleksin
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on mahdollista saada aikaan my6s uusi elektroninen tila, joka on resonanssissa tai lahell& reso-
nanssia laserin kanssa. T&ma resonanssi voi johtaa tapahtumaan, jossa signaalin voimistuminen
liittyy resonanssi-Raman -ilmiodn (SERRS).}"¢ Kuvassa 13 on esitetty kaavakuva toisesta ta-

pauksesta.

8
LUMO
>
5 @
o
@
HOMO

adsorbate

metal

Kuva 13. Kaavakuva varauksen siirto -mekanismista SERS-ilmidssa. Laserin energia voi olla

suoraan resonanssissa elektronin siirtymisen kanssa molekyyli-metalli-kompleksissa (kohta-

a). Tai se voi hyotya epésuorasta kytkeytymisesta (varauksen siirto) metallin kautta (kohta b
ja c).1’¢ Copyright (2009) Elsevier B.V.

Kolmannessa tapauksessa on kyse edellisen tapauksen tarkemmasta selityksesta ja siiné otetaan
mukaan valon vaikutus varauksen siirrossa. Siiné on kyse siis valo-ohjautuvasta varauksen siir-
rosta tutkittavan molekyylin ja metallin valilla. N&in voi tapahtua, kun metallin Fermi-taso (Er)
ja HOMO tai LUMO -energiat vastaavat kaytettavan laserin energiaa.’® Fermi-tasolla tarkoi-
tetaan kiinteassa aineessa olevien elektronien kemiallista tai ts. sdhkokemiallista potentiaalia.?®
Talléin valo-ohjautuvan varauksen siirron mekanismi voi tapahtua HOMO-tason ja miehitta-
mattoman tilan valilla 1ahelld Fermi-tason ylapuolta tai LUMO-tason ja miehitetyn tilan valilla
lahelld Fermi-tason alareunaa. Kyseinen tapahtuma paljastettiin kokeiden avulla sahkdkemial-
lisissa kennoissa, joissa pystyttiin muuttamaan energioita tutkittavan aineen ja metallin valill4
ulkoisen potentiaalin avulla. Kokeiden avulla saatiin selville, ettd suurin SERS-intensiteetti saa-
daan aikaan eri potentiaaleilla eri laserin energioilla. Tastd on voitu paatelld, ettd SERS-mit-
tauksissa tarvitaan erilaiset viritysolosuhteet riippuen kéytettavasta laserin energiasta ja viritys-

olosuhteet saadetaan ulkoisen potentiaalin avulla.t’
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3.3 Hot spottien merkitys

Sahkokentan voimistuminen on jakautunut plasmonisen materiaalin pinnalle hyvin epého-
mogeenisesti, ja se on lokalisoitunut pienille alueille, joita kutsutaan ns. "’hot spoteiksi”. Hot
spotit ilmennetaan yleensé pieniksi nanoaukoiksi nanopartikkelien valilla tai nanopartikkelin ja

tutkittavan molekyylin pinnan valilla.?°

Kuvassa 14 on esitetty kuva siitd, kuinka hot spotit ilmentyvat nanopartikkelien valilla. Na-
nopartikkelien vélille syntyy voimakas sahkdkenttd, kun ne ovat l&helle toisiaan. Kun tutkittava
molekyyli osuu tdmén sahkokentan sisadn, sahkokentté voi vaikuttaa siihen eri tavoin, riippuen
nanopartikkelien suuntautumisesta toisiinsa ndhden. Kuvan 14 a-kohdassa sdhkokentta on po-
larisoitunut dimeerin péaakselin suuntaisesti, kun taas b-kohdassa se on polarisoitunut kohti-
suoraan akselia vasten. Syntynyt séhkokenttd polarisoi nanopartikkeleja, jolloin nanopartikke-
lien vastakkaisille puolille muodostuu ylimaaréisié positiivisia ja negatiivisia varauksia. Akse-
lin suuntaisessa polarisaatiossa lahekkain olevat nanopartikkelit vahentavét pintojen varauksien
eroa, jolloin niiden valilla oleva séhkdkenttd voimistuu. Taman liséksi nanopartikkeleiden vas-
takkaismerkkiset varaukset lisaavat polarisaatiota partikkeleiden vélissa. Kuvan 14 a-kohdassa
nanopartikkeleihin vaikuttavat siis sekd ulkoinen s&hkokentt4 etté indisoiduista varauksista joh-
tuva polarisaatiovaikutus nanopartikkelien lahelld. Edellinen ei padde kuvan 14 b-kohdassa.
Tassa tapauksessa sahkdkenttd on polarisoitunut kohtisuoraan dimeerin akselia vastaan. Taman
seurauksena positiivisten ja negatiivisten varausten valimatka eri nanopartikkelien valilla on
niin suuri, ettd samanlaista yhtendista séhkokentan voimistumista ei tapahdu kuin a-kohdassa.
Toisin sanoen, b-kohdassa nanopartikkelien voimat eivat riit4 pienentdmaan niiden valista auk-

koa tarpeeksi.?®
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Kuva 14. Kahden nanopartikkelin muodostama dimeeri, joka on polarisoitunut ulkoisen séh-
kokentan Eo seurauksena. Dimeerin valissa on pieni aukko, johon tutkittava molekyyli on
asettautunut. Ulkoinen sahkokentta voi olla polarisoitunut samaan suuntaan (a) tai kohtisuo-
raan (b) dimeerin akseliin ndhden. Siniset nuolet nanopartikkelien sisalla vastaavat indusoitu-

jen dipolien suuntaa.®

3.4 Substraatit

SERS-ilmidn tapahtumisen suurin edellytys on toimivan substraatin kéytt0. SERS-substraatilla
tarkoitetaan yleisesti sellaista ainetta, joka saa aikaan signaalin voimistumisen NR-tekniikkaan
verrattuna. Substraatit voidaan jakaa karkeasti neljaan luokkaan: metalliset nanopartikkelit, ta-
somaiset metallilla paéllystetyt pinnat, nanolitografialla rakennetut metalliset pinnat ja mallin-
nustekniikka. Metalliset nanopartikkelit viittaavat usein kolloidisiin liuoksiin. Metallilla p&&l-
lystetyt pinnat ovat yleensé nanokolloidilla paallystettyja tasomaisia lasista, silikonista, metal-
lista tai vastaavista materiaaleista valmistettuja levyja. Rakennetut metalliset pinnat valmiste-
taan litografisin menetelmin kaivertamalla substraatin pinnalle kuviota tietyn muotin mukaan.
Mallinnustekniikassa metalliset nanopartikkelit liitetddn tietynlaisen geometrisen muotin
paille. 742427 Ajkaisemmin myo6s metallisia elektrodeja kaytettiin  SERS-tutkimuksissa

substraatteina, mutta ne ovat nyky&an véistyneet uudempien substraattien tielts.t’
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3.4.1 Metalliset kolloidit/suspensiot

SERS-tutkimuksissa kéytettaviksi kolloideiksi ovat muodostuneet hopeasta (Ag) ja kullasta
(Au) valmistetut kolloidiliuokset. Myds kuparia (Cu) kaytetaan jonkin verran SERS-tutkimuk-
sessa. Nailla metalleilla on huomattu olevan parhaat ominaisuudet SERS-intensiteetin voimis-
tamisen kannalta. Kolloidien parhaita puolia ovat niiden suhteellisen helppo ja halpa valmista-

minen laboratoriossa kahteen muuhun substraattiluokkaan verrattuna.’

Kolloidisten metallien valmistamiseen 16ytyy erilaisia tapoja kemiallisista synteeseisté fysikaa-
lisiin menetelmiin. Fysikaalisissa menetelmissa nanopartikkelien valmistus perustuu pulssite-
tun laserin ja nesteessa olevan bulkkimetallin véliseen vaikutukseen. Pulssitettua laseria satei-
lytetddn nesteen (vesi tai orgaaninen liotin) peittdman metallin pinnalle, jolloin se absorboituu
ja muodostuu plasmasoihtu, joka laajenee nopeasti ympardivadn nesteeseen paineaaltoina ja
hajoaa. Plasma saa metallin hajoamaan atomeiksi, jonka jalkeen metalliatomit vaikuttavat tois-
tensa kanssa, yhdistyvit ja kasvavat nanopartikkelien kokoon. Fysikaalisten menetelmien etuna
kemiallisiin néhden on se, ettd menetelmissa ei kdyteta yliméaaraisia aineita ja ndin epapuhtauk-

sien maara on minimissaan.?*

Kemialliset synteesit perustuvat yleisesti hopea- tai kultaionien pelkistamiseen vesiliuoksessa.
Pelkistdminen voidaan tehda kayttamalla erilaisia pelkistimi&, kuten sitraattia, natriumborohyd-
ridia, hydratsiinia tai hydroksyyliamiinin hydrokloridia.?* Naista pelkistimista sitraattia on kay-
tetty paljon kolloidisynteeseissé. Erityisesti Lee ja Meiselin?® sitraattipelkistettyja hopeakol-
loideja on kaytetty laajalti ja pitkdan synteesin helppouden takia.'”® Kemiallisen synteesin yh-
teydessé kaytetdan suoja-ainetta (capping agent), joka liittyy nanopartikkelin pinnalle ja véhen-
t&a nain niiden kokoon keradntymista (ts. aggregoitumista) kesken&an ajan mittaan. Tyypilli-
sesti suojausaineina kéaytetddn natriumsitraattia, dodekaanitiolia, polyetyleeniglykolia (PEG),
cetrimonium bromidia (CTAB), tanniinihappoa, hydroksyyliamiinin hydrokloridia ja polyvi-

nyylipyrrolidonia (PVP).2*

Nanopartikkelin koolla ja muodolla sekd virittdvan laserin aallonpituudella on vaikutusta
SERS-ilmidssé ilmentyvaan intensiteetin kasvuun. Pienill& nanopartikkeleilla séhkdnjohtavuu-
den tehokkuus ja valon sirottuneisuusominaisuudet voivat olla niin tehottomat, ettd SERS-sig-
naalin voimistuminen voi olla huomattavasti pienempi kuin suuremmilla nanopartikkeleilla.

SERS-ilmidon voimistuminen pienenee, kun nanopartikkelien koko lahestyy virittdvan valon
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aallonpituutta. T&ma tapahtuu, koska nanopartikkelit suosivat sateilyttémié viritystiloja. Hopea
ja kultananopartikkeleiden kokoa ja muotoa on tutkittu siltd kannalta, kuinka SERS-voimistu-

miskerroin (EF) muuttuu koon ja muodon muuttuessa.?*

Stamplecoskie et al.?® ovat tutkineet py6reiden hopeananopartikkelien optimaalista kokoa. Tut-
kimuksessa valmistettiin eri kokoisia nanopartikkelikolloideja kéayttden hyvaksi ns. siementek-
niikkaa, jossa valmistettiin pienida hopeananopartikkelisiemenia ja tdmén jalkeen niista kasva-
tettiin eri kokoisia nanopartikkeleja L-askorbiinihapon avulla. Nanopartikkelien koot vaihteli-
vat 20 nm ja 70 nm vélilla ja niiden tuottamaa signaalin voimistumista tutkittiin rhodamiini 6G
-molekyylin (R6G) avulla. Hopeananopartikkelien optimaaliseksi kooksi I0ydettiin tassa tutki-

muksessa noin 50 nm kokoiset partikkelit.

Hong ja Li*° tutkivat omassa tutkimuksessaan pyoreiden kultananopartikkelien optimaalista ko-
koa erilaisissa olosuhteissa. Kultakolloidien valmistuksessa kaytettiin hyvaksi myds siemen-
tekniikka, jossa synteesisarjassa saatua pienempad partikkelia kéytettiin siemenend suurempien
partikkelien valmistuksessa. Kultakolloidien kokojakauma vaihteli 17 nm ja 80 nm valilla. VVoi-
mistumiskerrointa tutkittiin 4-nitrotiofenolin (4-NTP) ja 4-aminotiofenolin (4-ATP) avulla.
Kultananopartikkelien optimaaliseksi kooksi huomattiin noin 50 nm partikkelit, kun kolloidien
konsentraatio ja pinta-ala pidettiin samana kokojakauman valilla. Kun partikkelien maaré pi-
dettiin samana kokojakauman valilla, 80 nm partikkelit antoivat suurimman voimistumisker-

toimen. Tulokset olivat samanlaiset kummallekin molekyylille.

Tian et al.®* ovat tutkineet eri muotoisten kultananopartikkelien vaikutusta SERS EF:n suuruu-
teen. Tutkittavina muotoina olivat pyoreédn, kolmion ja tdhden muotoiset partikkelit. Partikkelit
valmistettiin samalla periaatteella kuin edellisissé esimerkeissd. Pydreiden nanopartikkelien
kohdalla on huomattu, ettd aggregoinnilla saadaan nostettua hot spottien maaréa ja ndin EF:&a.
Tutkimuksessa saatiin selville, ettd eri muotoiset nanopartikkelit nostavat hot spottien mééraa
ilman aggregointia ja EF on suurempi kuin aggregoiduilla pyoreilla partikkeleilla. SERS EF oli
tutkimuksen perusteella suurin tdhden muotoisilla nanopartikkeleilla, seuraavaksi tulivat kol-
mion muotoiset ja viimeiseksi ympyrdn muotoiset nanopartikkelit. Kuvassa 15 on esitetty

TEM-kuvat eri muotoisista nanopartikkeleista.



Kuva 15. Pyoreén (a), kolmion (b) ja tdhden (c) muotoiset kultananopartikkelit kuvattuna
TEM-tekniikalla.?*

3.4.2 Metallilla paallystetyt pinnat

Kolloidisten partikkelien hot spottien maarda voidaan lisata helposti aggregoimalla niité tietty-
jen suolojen tai tutkittavan analyytin avulla. Kolloidien aggregointi luo ongelmia, jotka liittyvat
EF:n heikkoon uusittavuuteen. Tama tarkoittaa sité, ettd mitattaessa saman pitoisuuden nayt-
teelld ja kdyttaessa samaa ndytteenvalmistustekniikkaa, ei saada valttaméatté samaa EF:84. Tois-
tettavuusongelmat voivat pienentyéd, kun tietty pinta paallystetdan metallilla. Pinnan paéallystys
metallilla voidaan tehdd muutamalla eri tavalla: Syntetisoidut kolloidit lisatdan pinnan péalle,
johon ne jarjestaytyvat ja liittyvat pintaan. Nanopartikkelit voidaan myds kasvattaa kemialli-

sesti ja valokemiallisesti suoraan pinnan paalle.?’

Pinnan paélle liittyvat nanopartikkelit voivat sitoutua siihen kemiallisesti, sdhkostaattisten tai
kapillaaristen voimien avulla seka liittaméalla valmistettu nanopartikkelifilmi suoraan pinnan
paalle. Kemiallisessa sitoutumisessa tietty molekyyli liitetddn pintaan. Molekyylin toinen puoli
liittyy pintaan ja toinen puoli ja4 vapaaksi, johon nanopartikkeli liittyy. Esimerkiksi lasilevyn
paélle voidaan liittdd amino- tai tioliryhmid pintapolymerisaatio reaktiolla, jonka jalkeen lasi
upotetaan nanopartikkelisuspensioon tietyksi ajaksi.?” Lasin silylointiin voidaan kayttaa esim.
(3-merkaptopropyyli)trimetoksisilaania (MPTMS) tai (3-aminopropyyli)trimetoksisilaania
(APTMS).2* Paillystetyn pinnan SERS-ominaisuuksiin voidaan vaikuttaa muun muassa vaih-
tamalla lasin pinnalle liittyvd molekyyli, muuttamalla levyn inkubointiaikaa kolloidissa ja kayt-

tamalla eri nanopartikkelipitoista kolloidia. Paallystettyja pintoja on tutkittu paljon ja erilaisia
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vaihtoehtoja on kokeiltu SERS-ilmion kannalta. Pydreiden nanopartikkelien lisdksi mm. sau-
vamaisia nanopartikkeleita on kokeiltu.?” Kuvassa 16 on esitetty kaavakuva paallystysproses-

sista.
(RO),Si(CH,).X Immersion in
lass slides _—> -_d>
¢ surface polymerization Au or Ag‘ colloi
suspension

Kuva 16. Kaavakuva lasilevyn pinnoituksesta kulta- ja hopeananopartikkeleilla. X on CN,
NHz, 2-pyridyyli, P(CsHs) tai SH. R on CHs tai CH2CHs.2” Copyright (2011) Elsevier B.V.

3.4.3 Nanolitografialla rakennetut metalliset pinnat

Rakennetut metalliset pinnat eroavat suuresti paéllystetyista pinnoista. Rakennettujen pintojen
valmistuksessa kaytetdadn hyvéksi niin sanottua nanolitografista menetelmad, jossa pinnan
paalle kaiverretaan fyysisesti tietyn muotoinen kuvio. Kaiverruksessa on kaytetty yleisesti ns.
elektronisuihkulitografiaa (EBL), jossa kaiverrettavalle pinnalle ammutaan elektronisuihkua
10-50 keV voimakkuudella. Kaiverrettavana pintana kédytetdadn esim. SiOy/Si -yhdistelmaa,
joka on paallystetty positiivisesti tai negatiivisesti varatulla vastustusaineella. Vastustusaine
auttaa halutun muodon rakentamisessa. Positiiviseen vastustusaineeseen voidaan rakentaa ha-
luttu muoto, koska elektronisuihku pureutuu siihen. Negatiivisella vastustusaineella voidaan
taas suojata ne pinnat, joita ei haluta kaivertaa. Positiivista vastustusainetta kaytetaan yleisem-
min ja kaytetyin positiivinen vastustusaine on polymetyylimetakrylaattia (PMMA).
PMMA:han sy6vytetddn haluttu muoto, kun sithen ammutaan elektronisuihkulla ja tdman jal-
keen saadun muodon mukaan valmistetaan toimiva SERS-substraatti.?” EBL-prosessi ja SERS-

substraatin valmistus on esitetty kuvassa 17.
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Kuva 17. Kaavakuva kahdesta eri tyylistd valmistaa SERS-substraatti EBL-menetelmalld. Va-

I
|4

sen puoli vastaa ns. syovytystekniikkaa ja oikea puoli ns. nostotekniikkaa. Syovytysteknii-
kassa kappale saa kauttaaltaan nanopartikkelikerroksen, kun taas nostotekniikassa nanopartik-

kelikerros sumutetaan tiettyihin kohtiin.?” Copyright (2011) Elsevier B.V.

Kuvassa 17 on esitetty kaksi erilaista tapaa valmistaa SERS-substraatti. Kaavakuvan oikean-
puolimmaisessa haarassa on kyse ns. nostotekniikasta. Siind metalliset nanopartikkelit asete-
taan PMMA:n paélle sumutustekniikalla. Taméan jalkeen PMMA poistetaan ja EBL:lla syovy-
tettyihin aukkoihin péasseet nanopartikkelit jaavat paikoilleen. Substraatti on ndin valmis
SERS-mittauksia varten. Kaavakuvan vasemmalla puolella, ns. syodvyttdmistekniikassa,
EBL:lla syovytetty kappale asetetaan vetyfluorihappoa (HF) sisaltavaan astiaan. Taman seu-
rauksena paljaat aukot sydpyvat lisaa ja ylimaarainen PMMA poistuu samalla kasittelyssa. Syo-
vytetyn kappaleen paalle sumutetaan nanopartikkeleita samoin kuin nostotekniikassa, jolloin
kappale peittyy kauttaaltaan nanopartikkeleihin.?’

3.4.4 Mallinnustekniikka

Rakennetut metalliset pinnat ovat ratkaisseet kolloidisilla nanopartikkeleilla ilmenevia uusitta-
vuusongelmia. Naiden substraattien ongelmana kuitenkin on se, ettd niita ei ole helppo tuottaa
massatuotantona nopeasti. Mallinnustekniikka on osittain ratkaissut tdman ongelman. Mallin-

nustekniikassa on ideana liittdd metalliset nanopartikkelit tietynlaisen mallin pinnalle, joko s&h-
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kokemiallisesti vai kdyttaméalla nanopartikkelihdyryd. Mallinnustekniikka eroaa metallilla paal-
lystetyista pinnoista sill&, ettd tietyilla muodoilla pyritddn parantamaan SERS EF:44 hot spotteja

lisaamalla.?’

Sahkokemiallisessa menetelmdssé metalli voidaan sitoa esimerkiksi anodisesta alumiinioksi-
dista (AAO) tai huokoisista anodisista alumiinimembraaneista (PAA) valmistettuun substraat-
tiin. AAO-substraatti valmistetaan késittelemalla sita korkealla jannitteella happamassa liuok-
sessa, jolloin sen pinnalle muodostuu kymmenien nanometrien mittaisia, sdéanndllisesti jarjes-
taytyneita heksagonin muotoisia huokosia. Metalli liitetd&dn kuvion pinnalle séhkdkemiallisesti
10-25 V jannitteelld. Menetelméssa syntyy metallisia sauvoja tai kuutioita, jotka antavat suuren
SERS EF:n.?’

Nanopartikkelihdyryn liittdminen kiinteddn substraattimateriaaliin on myds osoittautunut toi-
mivaksi menetelmaksi. Nanopartikkelihdyryn pohjalle on kehitetty muutamia tekniikoita, joilla
saadaan muodostettua erilaisia substraatteja SERS:4 ajatellen. Yhdessa tekniikassa nanopartik-
kelihdyryn avulla voidaan kasvattaa hopeisia hanosauvoja suoraan substraatin paalle. Teknii-
kassa hoyry ammutaan vinottain olevan substraatin pinnalle, jolloin muodostuu 500 nm pitki&

sauvoja.?’

Toinen yleisesti kaytetty tekniikka nanopartikkelihdyryn kaytdssé on ns. nanopallolitografinen
tekniikka (NSL). Siinéd kéytetd&n apuna itsestaan jarjestaytyvid nanopalloja, jotka asetellaan
kiintedn tuen péélle. Seuraavaksi nanopallojen padlle sumutetaan ohut kerros kultaisia tai ho-
peisia nanopartikkeleja, jonka jalkeen nanorakenteiden paalle sumutetaan kestéva kerros me-
tallia tukemaan nanopartikkeleista syntynyttéd rakennetta. Lopuksi nanopallot poistetaan, jolloin
jaa jaljelle nanopartikkelista muotoutunut tietynlainen rakenne. Myds muun kuin pallon muo-
toisia nanorakenteita voidaan kayttaa.?” Kuvassa 18 nakyy esimerkki nanopallolitografialla val-

mistetusta substraatista.
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Kuva 18. Kaavakuva (A) ja atomivoimamikroskoopilla (AFM) saatu kuva (B) nanopallolito-

grafialla (NSL) valmistettavasta substraatista. Muokattu lahteesta.?” Copyright (2011) Else-
vier B.V.

3.5 Aggregaatio

Epéstabiileille kolloidisille metallipartikkeleille on ominaista aggregoitua ajan kuluessa. Ag-
gregoitumisella tarkoitetaan tapahtumaa, jossa pienet nanopartikkelit liittyvat yhteen ja muo-
dostavat suurempia partikkeliryppditd. Aggregoituminen tapahtuu hitaasti eikéd partikkeleja
saada tdman jalkeen erilleen. Aggregoitumisesta voi olla haittaa monissa nanopartikkelisovel-
luksissa, mutta SERS-ilmion kannalta siitd on hyotyd. SERS-ilmién kannalta onkin ajateltu,

etta ihanteellisin tilanne olisi pienien nanopartikkeliryppaiden muodostama stabiili liuos.*"

Metallisten kolloidien stabiilisuus ja keskindiset vuorovaikutukset voivat muuttua, kun ne al-
tistetaan erilaisille olosuhteille. Yksi mahdollisuus aggregoimiseen voi I0ytya tutkittavasta mo-

lekyylista, joka liittyessa kolloidiin voi muuttaa pinnan varausta ja edistaa aggregoitumista.t’

Toinen vaihtoehto on lisata kolloidiseokseen passiivista elektrolyyttid, kuten kaliumnitraatti
(KNO3). K* ja NO3 eivat reagoi kolloidiliuoksen kanssa, jolloin se on turvallinen vaihtoehto
aggregoimiseen. Kolloidin ionisuuden kasvu vaikuttaa Coulombisten vuorovaikutusten (séh-
koisesti varautuneiden kappaleiden valisten vuorovaikutuksien®?) pienenemiseen, mika edes-

auttaa aggregoitumista.’



35

Kolmas vaihtoehto on k&yttaa aktiivista elektrolyyttia. Aktiivisella elektrolyytill4 tarkoitetaan
ainetta, joka vaikuttaa suoraan liittymall& kolloidin pinnalle ja muuttamalla nain sen ominai-
suuksia. SERS-ilmion kannalta tarkeimmat aktiiviset elektrolyytit ovat C1~ ja I~ anioneja si-
séltavat suolat, kuten kaliumkloridi (KCI) tai kaliumjodidi (K1). Kloridi-ioni pystyy liittyméén
tehokkaasti kolloidin pinnalle, jolloin stabiloiva molekyyli (esim. sitraatti) irtoaa ja kolloidin
ionivahvuus kasvaa (kuten KNOs tapauksessa) ja pinnan varaus muuttuu. Pinnan varauksen
muuttuminen vaikuttaa merkittavasti kolloidin ja my0s joidenkin analyyttien kayttdytymiseen

liuoksessa.l’

Aggregoitumisen estdmiseen voidaan vaikuttaa lissamalla kolloidiliuokseen polymeeria tai pit-
kaketjuista ionista yhdistettd. Yhdisteiden lisdys vaikuttaa kolloidin pinnan varaukseen, kuten
edellisten vaihtoehtojen kohdalla. Tdman lisaksi ne luovat ns. steerisen esteen kolloidipartikke-
leiden valille. Este syntyy, kun nanopartikkelit eivét paase toistensa lahelle niihin liittyneiden
pitké&ketjuisten molekyylien ansiosta. Erilaisia yhdisteitd kayttamalla voidaan vaikuttaa kol-
loidin stabiilisuuteen ja aggregoitumiseen. Optimoiduissa olosuhteissa kolloidi on stabiili ja
siina on osittain aggregoituneita partikkeleita.!’

4 Forensiset lahtokohdat

Tassa tydssa keskityttiin erilaisten pienten forensisten materiaalindytteiden analytiikkaan Ra-
man-spektroskopialla. Englannin kielessa néistd materiaaleista kdytetddn nimitysta “trace evi-
dence”, eiki sille ei ole suomenkielistd vastinetta. Termiin voidaan liittd4 Rikosteknisessi la-
boratoriossa kéytettdvid termejd, kuten “vertailututkimukset”, ’hiukkastutkimukset”, ’jaddma-
tutkimukset” tai “materiaalin tunnistus”. ’Trace evidence” -termid kdytetdan, kun puhutaan ri-
kospaikalta, rikoksen tekijalta tai uhrilta 10ydettya pientd maarad kiintedd materiaalia. Naita

materiaaleja ovat esimerkiksi maalit, lasit, kuidut, hiukset, ruutisavujaimat ja rajahdeaineet.®

Kaikkien ndiden materiaalien forensisessa analyysissa kaytetddn yleisesti tunnettua Locard:n
vaihtumisperiaatetta. Periaatteen mukaan, kun kaksi kappaletta koskettavat toisiaan, kappalei-
den omat materiaalit sekoittuvat keskenaan riippuen mm. tapahtuman voimakkuudesta ja ma-
teriaalien ominaisuuksista. Tdma tarkoittaa sité, ettd kappaleen A materiaalia l6ytyy kappa-

leesta B ja toisinpain. Materiaalien vaihtumisen perusteella voidaan tehd& johtopaatoksia siité,
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ettd rikoksen tekijé ja rikoksen kohde (rikospaikka tai uhri) ovat mahdollisesti olleet yhteydessa

toisiinsa.®®

Edelld mainittujen materiaalien forensisessa tutkimuksessa kaytetéan yleisesti ns. vertailuana-
lyysid, jossa vertailundytettd verrataan tunnettuun ndytteeseen. Vertailun avulla pohditaan mah-
dollisuutta siihen, ettd mahdolliselta tekijalta taltioitu ndyte on samanlaista kuin rikospaikalta
taltioitu néyte. Esimerkiksi epdillyn tekijan vaatteista taltioitua lasin sirua voidaan verrata ri-
kospaikalla rikotun ikkunan lasiin tai autokolarin tutkinnassa voidaan vertailla uhrin auton maa-
lia rikospaikalta poistuneen epéillyn auton maaliin. Vertailussa kdytetdan usein mikroskooppi-
sia menetelmid, joilla tunnistetaan materiaalista erilaisia ulkonadllisig, fysikaalisia ja kemialli-
sia ominaisuuksia. Vertailuanalyysia voidaan tehdd myods vertaamalla naytettd tunnettuihin
naytteisiin kayttamalla kaupallisia tai itse rakennettuja kirjastoja. Kirjastoihin vertaaminen toi-
mii yleisesti kemiallisten ominaisuuksien vertailussa, jolloin puhutaan usein materiaalin tun-

nistuksesta.?

Spektroskooppisia tekniikoita on kaytetty pitkadn apuna forensisessa tutkimuksessa. Erilaisia
naytteitd voidaan tutkia spektroskopialla kvantitatiivisesti ja kvalitatiivisesti. Kvalitatiivisessa
tutkimuksessa voidaan selvittad tutkittavan aineen koostumusta ja kvantitatiivisessa taas aineen
pitoisuutta.® Forensiikassa Raman-spektroskopiaa kaytetaan laajasti erilaisten naytetyyppien
tutkimukseen.»*° Luvuissa 4.1-4.4 kdydaan lapi forensiikassa Raman-spektroskopiaa ja SERS-
ilmiota kayttavia tutkimusmuotoja ja tutkittavia ndytetyyppeja. Kappaleissa keskitytddn maa-

lien, musteiden, rajahdeaineiden, ja kuitujen tutkimuksiin.

Edella mainittujen esimerkkien lisaksi SERS-ilmitn on ajateltu soveltuvan muihinkin foren-
siikkaa kasittavien naytealueiden tutkimukseen ja joitakin on jo kokeiltu. Namé& muut alueet
kasittavat huumeiden, biologisten ndytteiden, ymparistondytteiden, sormenjélkien, ruutisavujen

ja kemiallisten aseiden tutkimukset.>*
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4.1 Maalit

Forensiikassa tutkittavia maalindytteitd ovat yleensa autojen maalit, murtovélineiden maalit
(esim. sorkkaraudat), rikospaikoilta taltioidut maalit (esim. talojen maalit) ja spraymaalit. Maa-
lien forensisessa tutkimuksessa analysoidaan yleisimmin maalien vériaineita ja pigmentteja.
Vériaineiden ja pigmenttien erona on se, etta pigmentti sekoitetaan valiaineeseen kiinte&na par-
tikkelina, mutta se ei sekoitu eik& reagoi kemiallisesti véliaineen kanssa. Vériaine taas absor-
boituu helposti valiaineeseen ja voi muodostaa kemiallisia sidoksia tdiman kanssa. Maaleista
I0ytyy variaineiden ja pigmenttien lisaksi erilaisia side-, jatko- ja lisdaineita, jotka vaikuttavat
maalin koostumukseen. IR-spektroskopialla saadaan tietoa maalien sideaineista, pigmenteista
ja jatkeaineista. Maalien orgaanisten pigmenttien madarét ovat pienid, joten niita ei valttdmatta
saada mitattua IR:l1l&. Raman-spektroskopialla saadaan helposti mitattua myos orgaanisia pig-
menttejd. Mikroskooppi-Raman -tekniikka on hyvé vaihtoehto pienten néytteiden mittaami-
seen, koska silla saadaan kohdistettua mittausalue paljon pienemmélle alueelle kuin FTIR-mik-

roskoopilla. 23432

Maalien SERS-tutkimuksessa on tarkoitus tutkia samoja ominaisuuksia kuin NR-tekniikalla.
SERS-tekniikan hy6ty maalien tutkimuksessa on sen ominaisuus vahentdd NR-tekniikan hairi-
0it4, kuten fluoresenssia. SERS-tekniikassa maalien lisdaineet voivat vaikuttaa hairitsevasti
mittauksessa.>* Fluoresenssia esiintyy erityisesti punaisten maalien tapauksessa. My6s jotkin

keltaiset, oranssit ja ruskeat pigmentit voivat aiheuttaa mittauksessa fluoresenssia.3®

Kruglak et al.® ovat tutkineet punaisten automaalien (26 kpl) pigmentteja Raman-spektrosko-
pialla ja menetelmdn soveltuvuutta maalien identifioimiseen eri automalleista. Tutkimuksen
perusteella tutkituista maaleista saatiin identifioitua pigmentti 13:sta (50 %) naytteesta. Toinen
puoli otoksen naytteisté fluoresoi niin voimakkaasti, ettd niiden pigmenttejé ei saatu identifioi-

tua.

Maalien SERS-iImi6td ei ole suoranaisesti tutkittu auto-, tyokalu-, spray- tai rakennusmaaleille.
Erilaisten pigmenttien SERS-tutkimukseen vanhoissa taideteoksissa®? ja tekstiileissa* kay-
tetyista véreista on kuitenkin tehty paljon tutkimusta. Pigmentteja on myds tutkittu yleisesti ja
siltd kannalta, kuinka erilaiset naytteenkasittelyolosuhteet vaikuttavat SERS-spektrin ilmenty-

miseen.*>4
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Bruni et al.*® ovat tutkineet historiallisia orgaanisia vériaineita, joita eristettiin erilaisista kas-
veista. Eristettyjen vériaineiden ndytteenvalmistuksessa SERS-tutkimusta varten kokeiltiin eri-
laisia aggregaatteja, joista parhaaksi koettiin natriumperkloraatti (NaClO4). Tuloksista raken-

nettiin historiallisille vériaineille spektrikirjasto.

Ricci et al.*® ovat tutkineet ionisten orgaanisten variaineiden maarittamista kvantitatiivisesti.
Tulosten perusteella variaineiden kvantitatiivinen mittaaminen on hyvin hankalaa, koska
SERS-signaali ei muutu tassa tapauksessa lineaarisesti pitoisuuden funktiona. Ongelmana on
yleensd SERS-signaalin saturoituminen hyvin laimeillakin konsentraatioilla. Signaalin voimak-
kuuteen vaikuttaa muun muassa variainemolekyylin rakenne, jolloin on mahdotonta rakentaa
yhté tiettya tapaa vériaineiden mittaamiseen. Pienill& pitoisuuksilla (alle 1 pM) vériainemole-
kyyli liittyy ihanteellisesti nanopartikkelin pinnalle yksinkertaisella kerroksella. Téllainen yk-
sinkertainen kerros ilmentdd SERS-signaalia tehokkaasti, jolloin pitoisuuden suhde signaaliin
saadaan paremmin selville. Pienill& pitoisuuksilla on siis mahdollista tutkia vériainepitoisuuk-
sia kvantitatiivisesti, mutta kalibrointisuorasta ei saada ihanteellisen lineaarista. Kun molekyy-
likerroksia on useampia, kaikki molekyylit eivét sitoudu suoraan partikkelin pinnalle, jolloin

signaalin voimistuminen ei ole en&a verrattavissa pitoisuuteen ja signaali saturoituu.

Pozzi et al.*” ovat tutkineet luonnollisten punaisten viriaineseosten SERS-spektreja ja voi-
daanko kahden samankaltaisen variaineen seoksesta erottaa naille vériaineille tyypilliset spekt-
rit. Vriaineista mitattiin SERS-spektrit puhtaana, jonka jalkeen niita sekoitettiin eri sekoitus-
suhteissa toisiinsa ja mitattiin uudelleen. Sekoitettujen ndytteiden SERS-spektreista selvitettiin
variaineille tyypillisia piikkeja ja milla suhteella eri variaineet saatiin tunnistettua minimissaan.
Toisilla variaineilla tarvittiin 1:1 suhde, kun toisilla riitti 5:1 pitoisuudet, jotta kummallekin

variaineelle saatiin piikkeja identifioitua.

Muehlethaler et al.*® ovat tehneet forensista tutkimusta vériaineiden maarityksesta ajoneuvojen
ajovalojen suojakuvuista SERS-tekniikalla. Ajovalojen kupujen vertailututkimus on yleisesti
haastavaa. NR- ja IR-tekniikoilla saadaan yleensé tietoa vain kuvussa kdytetystd muovista, joka
on tutkimuksenkin perusteella padasiassa polymetyylimetakrylaattia (PMMA). Kuvuissa kay-
tettyjen vériaineiden pitoisuudet ovat hyvin pienet eika perinteisten menetelmien erottelukyky
riitd ndiden tunnistamiseen. Tutkimukseen kerattiin 53 suojakupundytetta, joista 23 oli tunnet-

tuja punaisia, 6 tunnettuja oransseja, 18 tuntemattomia punaisia ja 6 tuntemattomia oransseja
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naytteitd. Ty0ssé tutkittiin ensin milla liuottimella variaine saadaan liuotettua tehokkaasti muo-
vista ja sen jalkeen, kuinka SERS-spektrin mittaaminen onnistuu uutetusta naytteesta. Tehok-
kaimmaksi liuottimeksi osoittautui asetoni. Tutkimuksessa saatiin eroteltua selvésti kolme eri-
laista vériainetta: solvent orange 60, solvent red 52 ja solvent red 111. Osasta néytteista ei saatu

eroteltua pigmenttia puhtaana vaan ajateltiin, etta ne voivat koostua variaineiden sekoituksista.

4.2 Musteet ja asiakirjatutkimukset

Asiakirjatutkimukset késittavat yleisesti vaarennettyjen asiakirjojen tutkimusta ja myos késiala-
tutkimusta kirjoitetuista viesteista ja allekirjoituksista. Asiakirjatutkimusten paaasiallinen tar-
koitus on selvittad, ovatko tutkittavat dokumentit aitoja vai vaarennoksia. Kasialatutkimuksissa
tutkitaan, onko Kirjoitetun viestin tai allekirjoituksen kirjoittaja se henkil®, jonka esitetadn Kir-
joittaneen sen. Asiakirja- ja kasialatutkimuksiin voi tulla monenlaisia néytteita, kuten kirjeita,
kirjekuoria, paketteja, kalentereita, paivékirjoja, henkilokortteja, sopimuksia tai testament-

teja 35b,49

Kasialatutkimuksissa voidaan tutkia itse késialan liséksi kirjoituksessa kdytetyn musteen omi-
naisuuksia. Musteiden analyysi alkaa yleensd tutkimalla naytettd mikroskooppisilla teknii-
koilla, joilla on tarkoitus selvittaa kirjoituksesta kdytetyn musteen varia ja tyyppia stereomik-
roskooppisesti morfologisten ominaisuuksien perusteella. Musteiden tunnistaminen morfologi-
sesti vaatii paljon kokemusta. Se on tarkeé vaihe, koska sen perusteella tehdaan paatos kemial-
listen menetelmien kéaytosta tutkimuksessa. Erilaisia kirjoitusvalineitd ja musteita on olemassa
monenlaisia. Musteet voidaan jakaa kolmeen paaluokkaan: vedettdomat tai glykolipohjaiset
musteet (kuulakarkikynat), vesipohjaiset musteet (huopa-, geeli- ja pallokérkiset kynat) ja tay-

tekynien musteet. Myds tulostinmusteita voidaan tutkia kemiallisin menetelmin, 35240

Musteet koostuvat kolmesta padraaka-aineesta: vériaineista, liuottimista sekd hartseista ja
muista lisdaineista. Musteiden vari saadaan aikaan, kuten maalien kohdalla, vériaineiden ja pig-
menttien avulla. Musteissa kdytetdan usein eri vdrien sekoitusta, jolloin niihin saadaan oikea
sévytys ja koostumus. Vériaineiden liséksi tarvitaan liuotinta, jonka tehtdvané on tehdé seok-
sesta juokseva ja ndin mahdollistaa musteella kirjoittaminen. Kirjoittamisen jalkeen liuotin

haihtuu ja muste kuivuu paperin paélle. Nykyaan musteissa kaytetddn liuottimina glykolia, al-
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koholeja ja vettd. Liuotin vaikuttaa myos kynien toimintaperiaatteisiin ja usein kdytetddn mo-
nen liuottimen sekoitusta, jolloin saadaan haluttu koostumus. Hartsien tehtdvana on saitaa mus-
teen ominaisuuksia, kuten viskositeettia, kayttdtarkoitukseen sopivaksi. Hartsit toimivat myos
linkkind musteen ja substraatin valilld. Muiden lisdaineiden, kuten biosidien, tensidien, voite-
luaineiden ja sdilontaaineiden lisddmiselld saadaan musteiden koostumuksesta parempi ja kes-
tavampi, 35049

Musteiden kemiallisen analyysin ongelmana on yleisesti ollut se, ettd analyysit tuhoavat tutkit-
tavan néytteen. Esimerkiksi TLC, GC-MS ja HPLC ja FTIR -tekniikoille on kehitelty menetel-
mid musteiden analyysiin. Raman-spektroskopia on osoittautunut hyvaksi vaihtoehdoksi edel-
lisiin menetelmiin nahden, koska silla on mahdollista tutkia mustetta suoraan paperin paalta
tuhoamatta naytettd. NR-tekniikan ongelmana on, kuten maalienkin kanssa, musteiden heikko
Raman-sirottuminen ja niiden mittauksessa voi esiintya hairiona fluoresenssia. Raman-mittauk-
set voivat myos tuhota ndytteet, jos kéytetadédn liian suurta laserin tehoa. Musteiden kohdalla
onkin oltava erityisen tarkka, ettei ndyte tuhoudu, jos mittaus tehd&an suoraan paperin
paalta. >4 Myés musteiden analysoimiseen SERS-tekniikalla forensiikan kannalta on tehty

tutkimuksia.>°!

Geiman et al.®® ovat tutkineet kuulakarkikynissa kaytettavia synteettisia variaineita SERS-tek-
niikalla. Tyéhon valittiin kymmenen variainetta, jotka vastasivat kuulakérkikynien musteissa
tyypillisesti esiintyvié variaineryhmid. Véariaineet mitattiin ensin NR-tekniikalla ja tdmén jal-
keen SERS:II&. Puhtaiden vériaineiden mittausten jalkeen siirryttiin oikean musteen tutkimuk-
seen. Tyon ideana oli erotella kuulakérkikynan musteen variaineet ohutlevykromatografisesti
(TLC) ja tdman jalkeen kéyttdd SERS:4 variaineiden mittaukseen suoraan silikalevyn péalta.
Kuulakérkikynalla piirrettiin rasti suodatinpaperille, muste liuotettiin etanoliin, liuosta pipetoi-
tiin pieni maard TLC-levyn paélle ja suoritettiin ajo. Eroteltujen vériaineiden péalle pipetoitiin
pieni maara konsentroitua kolloidia. SERS-mittaukset tehtiin kuivuneen kolloidin péalta. Tyon
tuloksissa huomattiin, ettd NR-tekniikalla saatiin mitattua vain yksi variaine helposti ilman
fluoresenssia tai muita hairioitd. SERS-tekniikka toimi hyvin valittuihin variaineisiin ja ne saa-
tiin mitattua paremmin kuin NR-tekniikalla. Kuulakarkikynidn musteen analyysissé onnistuttiin

jasiita I0ydettiin paljon yhtendisyytta tutkittujen variaineiden kanssa.
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Saviello et al.>® ovat tutkineet historiallisten huopakynien (tussit) vériaineiden mittausta SERS-
tekniikalla. Tyohon valittiin kolme vanhaa kynéa, véreiltadn vaaleanpunainen, vihred ja sini-
nen. Kynien vériaineet oli tarkoitus mitata suoraan paperin paalle piirretysta viivasta. Tydssa
kaytettiin konsentroitua hopeakolloidia tai ns. hopeakolloiditahnaa, jota pipetoitiin vériaineen
padlle pieni madra, annettiin kuivua ja mitattiin. Kolloidin konsentrointi tehtiin sentrifugoimalla
valmistettua kolloidia, poistamalla supernatantti ja suspensoimalla kolloidi pieneen maaraan
vettd. Kuvassa 19 on esitetty koejarjestely variaineen mittaamiseen paperin paalta SERS-tek-
niikalla. Tutkimuksessa saatiin rohkaisevia tuloksia vériaineiden in situ -mittauksiin paperin
paaltd. Kolloiditahnan kayttdminen mahdollisti vériaineiden mittaamisen, koska se muodosti
paperin kuitujen péalle tihedn kerroksen hopeapartikkeleita eiké se imeytynyt niin tehokkaasti
kuitujen valiin. Tydssé kéytettiin vesiliukoisia tusseja. Kolloidiliuoksen vesi liuotti tusseja, joka
edesauttoi hopeapartikkeleiden sitoutumista variainemolekyylien kanssa. Tydssa onnistuttiin
selvittdméaan vesiliukoisten tussien variainekoostumuksia ja selvittdmaan eri variaineiden piik-
keja seoksista (sininen tussi). Tyosta arveltiin olevan hyotya sellaisiin tutkimuksiin, joissa ana-

lysoitaisiin erilaisten musteiden ja vériaineiden kayttaytymista niiden vanhentuessa.

a) b) Q)
Inkline ~ centrifugation
—_—
Paper
i Ag nanopastes
Analytical surface Ag Nanoparticles Ag Nanopastes loaded in p-syringe
d) e) f)
. SERS - active area / i
Ink line N P laser SERS signal
Paper
Ag nanopastesdrop- Formation of SERS
deposited on ink line active areas SERS measurement

Kuva 19. Kaaviokuva variaineiden SERS-mittaukseen suoraan paperin paalta: Kynalla piirre-
tyn viivan (kohta a) paalle annostellaan pieni méaéra (kohdat c ja d) konsentroitua hopeakol-
loidia (kohta b), annetaan kolloidin kuivua (kohta e) ja tehd4an mittaus (kohta f).>° Copyright
(2018) The Royal Society of Chemistry.
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4.3 R4&jahdeaineet

Réjahdeaineiden analytiikassa esiintyy ongelmia verrattaessa monien muiden forensiikassa
esiintyvien kemiallisten aineiden, kuten huumeiden, analyyseihin. R&jahdeaineet ovat yleensa
yksinkertaisen rakenteen omaavia yhdisteité tai yhdisteiden seoksia, jotka koostuvat polttoai-
neesta ja hapettavasta aineesta. Niiden toiminta perustuu kykyyn hajota kemiallisesti ilman ul-
koisien yhdisteiden vaikutusta (kuten ilman kanssa) vapauttaen suurella paineella 1ampoé ja
kaasua. Rdjahdeaineet voidaan jakaa kayttaytymisensa perusteella korkean ja matalan luokan
rjahdeaineiksi. Matalan luokan réjahdeaineet toimivat polttoaineina (esim. rakettimoottoreissa
ja ohjuksissa) ja niiden palamisnopeus on selvasti pienempi kuin korkean luokan rajahdeai-
neilla. Korkean luokan rdjahdeaineet voidaan jakaa priméaarisiin ja sekundaérisiin rajahdeainei-
siin. Primaaristen rajahdeaineiden tehtdvana on kaynnistad sekundaaristen rajahdeaineiden pa-
laminen. Sekundaéristen rajahdeaineet ovat padraaka-aineita ja tuottavat suurimman osan ré-
jahdeaineen voimasta. Sekundaariset rajdhdeaineet voidaan jakaa vield teollisuudessa kéytetta-
viin ja sotilaallisiin rajahdeaineisiin, 635

Rajahdeaineiden analysoiminen bulkkindytteista on yksinkertaista ja helppoa. Bulkkinaytteilla
tarkoitetaan aineita, joita voidaan tunnustella sormin ja ne ndhdaén paljain silmin. Rajahdeai-
netutkimusten ongelmana yleensé onkin se, etta niisté ei ja4 rajahdyksen jalkeen jaljelle bulk-
Kindytteen maaraa nahtavaksi. Puhutaan niin sanotuista rajahdeainejadmisté ja niiden tutkimuk-
sesta. Jadmaainetutkimuksessa analysoitavassa naytteessa voi olla rajahdeainetta mikro- tai na-

nogramman luokkaa.>*

Réjahdeainejddmien tutkimuksen yksi suurimmista haasteista on se, kuinka nayte saadaan la-
boratorioon mahdollisimman kattavasti ja puhtaasti. Rdjahdeaineen ominaisuudet vaikuttavat
sithen, kuinka paljon rajahdyksesséa jaa rajahtaméatonta ainetta rikospaikalle tai kuinka suurelle
alueelle rgjahdeainejadmat leviavat. Mita haihtuvampi tai rajahdysherkempi rajahdeaine on ky-
seessd, sitd véhemman siité jad ainejdd@mia rajahdyksen jéljiltd. R&jdhdeainendytteiden tutkimus
alkaa selvittamalla rajahdyksen keskipiste eli paikka missa rajahde on sijainnut ennen rajah-
dystd. Rajahdyksen keskipisteesta tai sen vélittoméasta laheisyydesta on suurin mahdollisuus
|0ytaé réjahdeaineen jaamia. Yleisin tapa ndytteen kerdyksessa on ottaa pyyhintanaytteita ri-
kospaikalta erilaisilta pinnoilta vedella tai liuottimella pestyilla kuivilla tai kostutetuilla puuvil-
lalapuilla. Toinen mahdollisuus on ottaa rikospaikalta rajahtanyttd materiaalia ja lahettaa se la-

boratorioon.3>¢
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R4jahdeaineiden analyysi aloitetaan naytteiden uuttamisella liuottimiin, kuten asetoniin tai ase-
tonitriiliin. Erilaisia laimeampia uutto-olosuhteisiin ja uuttosarjoihin perustuvia menetelmié on
kehitelty. Naytteiden uuttamisella erilaisilla liuottimilla saadaan eroteltua naytteissa uuttautu-
vat kontaminaatiota aiheuttavat aineet. Uuttamisen jélkeen tapahtuu itse rajahdeaineiden ana-
lyysi ja tunnistaminen. Analyyseissé kdytetadn yleisesti kromatografisia tekniikoita, kuten io-
nikromatografiaa (1C), kaasukromatografiaa (GC) ja nestekromatografiaa (LC). Viimeisen kah-
den vuosikymmenen aikana myds Raman-spektroskopiaa ja erityisesti sen erikoistekniikoita on

alettu tutkimaan réjahdeaineiden analytiikassa. 6>

SERS-ilmi6n soveltamista rajahdeainetutkimuksiin on tehty paljon. Zapata et al.>? ovat koon-
neet kattavan katsauksen SERS-ilmidlla tutkituista perinteisistd rajahdeainemolekyyleista ja
muista rajahdeaineissa esiintyvista aineista. SERS-ilmiota on hyddynnetty muun muassa TNT-,
DNT-, RDX-, PETN-, TATP- ja HMTD-molekyylien tutkimuksessa. Eniten naisté on tutkittu
TNT:t4 ja DNT:t4 niiden aromaattisuuden vuoksi ja niitd on pystytty tunnistamaan jopa 10°1'-
101® M pitoisista ndytteista. Réjahdeaineiden SERS-tutkimuksessa on kéytetty substraatteina
paljon erilaisia pintoja ja muita kolloideista valmistettuja johdoksia. My6s pelkkien kolloidien

kayttoa on tutkittu.

Réjahdeaineiden SERS-tutkimuksen kannalta kolloidisten nanopartikkeleiden kaytosséd on
omat ongelmansa, erityisesti hopeisten nanopartikkeleiden kohdalla. Kneipp et al.>3 ovat tutki-
neet TNT:n mittaamista SERS-tekniikalla jo vuonna 1995. Tyd6ssé tutkittiin, kuinka TNT:n mit-
taus onnistuu sekoittamalla ndytettd hopea- ja kultakolloidien kanssa. Kolloidien aggregointiin
kaytettiin 1 M NaCl:a ja valmistetut naytteet mitattiin erilliselld Raman-mittapaalla lahi-IR-
alueen aallonpituudella 830 nm. Tydssa huomattiin, ettd kultainen kolloidi toimi hopeista pa-
remmin mitattaessa TNT:ta. Kultaisella kolloidilla saatiin mitattua SERS-spektri jopa 7,5 - 10”7
M ndytteestd. Bulkki-TNT:n Raman-spektrissd nahdaan kuusi tyypillistd piikkia aaltoluvuilla
1648, 1570, 1360, 1204, 837 ja 752 cm™'. Hopeakolloidilla mitattaessa TNT:n Raman-spekt-
rissé saatiin nakyviin vain piikki noin 800 cm™ aaltoluvulla, joka vastaa tasosta poispain tapah-
tuvia vardhdyksia. Kneipp et al.>® arvioivat tdman johtuvan vahvasta sitoutumisesta ho-
peananopartikkeleiden ja TNT-molekyylin vélill4, minka seurauksena vain selektiivinen kemi-
allinen voimistuminen ndhdaan. He arvelivat, ettd TNT:n absorboituminen johtaa hopeapartik-
keleiden koaguloitumiseen, mika johtaa suurempiin partikkeleihin, jotka eivat pysty tuottamaan
SERS-signaalin voimistumisen séhkdmagneettista osaa. Hopean jalkeen he kokeilivat kultakol-
loidia.
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Kneipp et al.>® kultakolloidimittauksissa saatiin nakyviin TNT:lle piikkeja lahell4 niiden tyy-
pillisia aaltolukuja. Taman arveltiin johtuvan siita, ettd TNT-molekyyli ei liity yhtd voimak-
kaasti kultapartikkelin pinnalle verrattaessa hopeaan. Molekyylin arveltiin olevan eri asennossa
kultapartikkelin nahden, jolloin séhkdmagneettinen signaalin voimistuminen on mahdollista ta-
pahtua. Kultakolloidiin liittyneen TNT:n SERS-spektrissé nahtiin tyypilliset piikit aaltoluvuilla
1359 ja 1204 cm’!. Aaltoluvulle 1275 cm™! ilmestyi ylimaarainen piikki seka toinen piikki la-
hella 1600 cm™! aaltopituutta voimistui huomattavasti. SERS-spektrissa oli myds huomattavaa,
ettd 1000 cm! kohdalle nousi piikki, joka on huomattavasti pienempi bulkki-TNT:n spektrissa.
Piikki ilmestyy bentseenirenkaan varahtelyisté ja tdman ajateltiin johtuvan molekyylin kohti-
suorasta sitoutumisesta kultakolloidin pinnalle. Havaintojen perusteella ajateltiin yleisesti, etta

molekyylin symmetria muuttuu sen sitoutuessa kolloidin pinnalle.

Zhang et al.>* ovat hakeneet toisenlaista nakokulmaa TNT:n SERS-mittaukseen hopeakolloidin
avulla. Tyon keskiossa oli erityisesti nayteliuosten olosuhteiden vaikutus SERS-ndytteen val-
mistukseen ja itse mittaukseen. Tydssa tutkittiin pH:n ja aggregaattina toimivan NaCl:n vaiku-
tusta eri suuruus- ja pitoisuusluokissa TNT:n SERS-mittaukseen. pH:n saaddssé kaytettiin nat-
riumhydroksidia (NaOH). Kuten Kneipp et al.>® ty6ssd, Zhang et al.>* totesivat, etta kasittele-
mattomasta TNT-liuoksesta valmistetusta ndytteesta ei saatu mitattua jarkevaa spektria hopea-

kolloidin kanssa. He ratkaisivat ongelman saatamalla liuoksen pH:ksi 13.

Zhang et al.>* kayttivat mittauksissa 532 nm laseria ja he saivat bulkki-TNT:lle tyypilliset kuusi
piikkia aaltoluvuille 792, 823, 1210, 1360, 1533 ja 1616 cm™'. TNT:n Raman piikkien vastaavat
varédhdykset samassa jarjestyksessa ovat: C-H:n tasosta ulospdin suuntautuva vérahtely, nitro-
ryhmén symmetrinen saksivarahtely, CsH2-C vérahtely, NO> symmetrinen venytysvérahtely,
NO. asymmetrinen venytysvaréhtely ja C=C aromaattinen venytysvarahtely. TNT:n Raman-
spektri muuttuu selvasti, kun sen pH séé&detédén 13:een. Tassa tapauksessa molekyyli voidaan
tunnistaa kolmen paapiikin avulla aaltoluvuilla 1006, 1238 ja 1390 cm!. Bulkki-TNT:n piikit
1210 ja 1360 cm'ovat siirtyneet hieman korkeammalle aaltoluvulle SERS-spektrissa seka
spektriin on ilmestynyt n. 1000 cm™' kohdalle piikki, kuten tapahtui Kneipp et al.>® mittauk-

sissa.

Zhang et al.>* pohtivat tydssaian pH-muutoksen vaikutusta TNT-molekyylin rakenteeseen. Kun

nayteliuoksen pH muutetaan 13:een, molekyyli kdy lapi alkalisen hydrolyysin. Reaktiosta huo-
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limatta TNT:n nitroaromaattiset rakenteet pysyvat ehjiné, koska SERS-spektrissa nahdaan edel-
leen piikit, jotka vastaavat aaltoluvuilla 1360 ja 1006 cm™ nakyvii piikkeja NR-tekniikalla mi-
tatussa spektrissa. Kuvassa 20 on esitetty bulkki-TNT:n ja SERS-menetelmalla mitatun pH-
sdadetyn 10° M TNT-liuoksen Raman-spektrit. NaCl lisdys SERS-mittauksiin vélttimaton,
sin arveltiin vaikuttavan TNT-molekyylin kykyyn absorboitua hopeakolloidin kanssa, jonka
seurauksena Raman-signaalin voimakkuus kasvaa huomattavasti. Tutkijat totesivat myos, etté
TNT:n hydrolyysiprosessi on monimutkainen eika siind muodostuvia tuotteita taysin tunnettu

viela.
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Kuva 20. Bulkki-TNT:n ja pH 13-saadetyn 10°° M TNT-liuoksen Raman-spektrit.> Copyright
(2014) Elsevier B.V.

Botti et al.> ja Liszewska et al.*® ovat tutkineet rdjahdeaineiden SERS-tutkimusta kayttamalla
substraattina kaupallisia valmistettuja pintoja. Botti et al.>® ovat tutkineet nitropohjaisten rajah-
deaineiden maarittamista Renishaw diagnostics:n Klarite®-substraatilla. Tyossa tutkittuja mo-
lekyyleja olivat PETN, EGND, RDX ja TNT. Naytteista valmistettiin laimennokset ja pipetoi-
tiin pieni maara naytetta substraatin paalle. Naytteen annettiin kuivua substraatin paalla ennen
mittausta. Tutkittavat molekyylit saatiin maaritettya rajahdeainejaamille tyypillisistd madrista,

jopa kymmenista pikogrammoista.
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Liszewska et al.®® ovat arvioineet kaupallisten ja ei-kaupallisten SERS-substraattien kaytetta-
vyytta rdjahdeainejddmien tutkimuksissa seké sitd, pystytadnko yhdisteitd tutkimaan kyseisista
substraateista. Ideana oli luoda tydkaluja rikoksentorjuntaan ja sotilaallisiin sovellutuksiin,
joissa pystyttéisiin tutkimaan rajahdeaineja@mia suoraan rajahdyspaikalta kannettavilla Raman-
spektrometreilld. Tutkittaviksi rajahdeaineiksi valittiin AN, RDX ja TNT.

Liszewska et al.>® tyon kaupallisiksi tuotteiksi valittiin Klarite 312 (Renishaw diagnostics),
RAM-SERS-AU (Ocean Optics) ja SERSitive (SERSitive). Ei-kaupalliset tuotteet valmistettiin
paallystamalla GaN-pilareita ja -onkaloita Au-Ag -plasmonimateriaalilla. Klarite 312 toimi
substraateista parhaiten. Silla saatiin mitattua kaikki ndytteet jadmatutkimuksien pitoisuusta-
solla eika siitd aiheutunut tausta hairinnyt mittauksissa. Muilla kaupallisilla tuotteilla syntyi
ongelmia substraatin aiheuttamasta taustasta Raman-spektriin. SERSitive-substraatilla saatiin
mitattua AN ja TNT, mutta RDX:&4 ei saatu nékyviin, vaikka substraatin paalle lisattiin ndytetta
yli jddmépitoisuuden. SERSitive-substraatilla oman ongelman loi substraatin valmistuksessa
kaytettyjen materiaalien Raman-sironta. Taustan Raman-sironta oli viela suurempi ongelma
RAM-SERS-AU -substraatilla, jonka avulla ei saatu mitattua yhtaan tutkittavista rajahdeai-
neista. RAM-SERS-AU -substraatissa nanopartikkeliryppéat on kiinnitetty kuitujen paélle, jo-
ten tutkijat arvelivat, ettd analyytti absorboituu mahdollisesti kuituun ja kannettavilla Raman-
spektrometreilld ei riita kyky fokusoimaan laseria tarkasti nanopartikkeleiden paélle. GaN-pi-
larit toimivat toiseksi parhaiten kdytetyista substraateista. Niilla saatiin tutkittua kaikki aineet
eikd siitd aiheutunut taustaspektri luonut ongelmia mittauksiin. GaN-onkalot eivat mydskaan
aiheuttaneet suurta taustaspektrida mittauksissa.

4.4 Kuidut

Kuitujen esiintyvyys on yleisesti ottaen suurta, mika tekee niiden tutkimuksesta forensisesti
mielenkiintoisen materiaalin. Kuitututkimukset késittavét yleisesti kaikenlaiset kuitundytteet
eloperdisestd materiaalista synteettisiin materiaaleihin. Kuidut irtoavat helposti esim. rikoksen
epéillyn ja uhrin vaatteista ndiden koskettaessa toisiinsa. Tall6in on suuri mahdollisuus, etta
niitd 10ytyy ympari rikospaikkaa, mika tekee niista hyvén tyokalun vertailututkimuksiin rikos-

paikan ja rikoksen tekijan yhteyden selvittamiseksi.'®
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Kuidut voidaan jakaa kahteen pdaryhmaan: luonnollisiin ja synteettisiin kuituihin. Luonnolliset
kuidut voidaan jakaa edelleen kasveista ja elaimista peréisin oleviin kuituihin. Kasviperaiset
kuidut koostuvat suurimmalta osin selluloosasta ja niitd voidaan jakaa eri lajeiksi, kuten puu-
villaksi ja pellavaksi. Kasviperdisia kuituja saadaan eristettyd kasvien lehdistd, varresta ja sie-
menkodasta. Eldinperéiset kuidut taas koostuvat keratiinista ja yleisin keratiinikuitu on villa.
Forensisesti tarkeit elainperaisia kuituja ovat my6s ihmisten, koirien ja kissojen karvat.1®°

Synteettisten kuitujen kirjo on paljon suurempi kuin luonnollisten kuitujen. Yleisimpié synteet-
tisid kuituja ovat polyesteri (PET), akryyli (PAN), polyamidit (nylonit), ja polyolefiinit: poly-
etyleeni (PE), polypropyleeni (PP). Naiden lisaksi 16ytyy vdhemman yleisia kuituja, kuten po-
lyvinyylikloridi (PVC), polytetrafluoroetyleeni (PTFE), polyuretaanit (Lycra®, Spandex®) ja
aromaattiset polyamidit (Kevlar®). Oman haasteen kuitujen tutkimuksessa luo myds kopoly-

meerit, jotka on syntetisoitu kdyttiaen kahta tai useampaa polymeeri. 1%

Kuituja I6ytyy eri vérisind, miké tuo lisdarvoa forensisten vertailututkimusten suorittamiselle.
Kuitujen vériaineet lisdavat erottelukykya niité toisiinsa vertailtaessa, vaikka kuidun tyyppi
olisi sama. Kuitututkimukset suoritetaan eri tekniikoilla, kuten stereomikroskooppisesti, vertai-
lumikroskooppisesti, UV-VIS -spektroskooppisesti, fluoresenssimikroskooppisesti ja vibraa-

tiospektroskooppisesti (IR, Raman).*6¢

Kuitujen variaineiden tutkimusta SERS-tekniikalla on myos tehty. ldone et al.>’ ja Jurasekova
et al.®® ovat tehneet historiallisten variaineiden in situ -tutkimusta SERS-tekniikalla. Kummas-
sakin tyossa oli ideana lisata kuidun paalle hopeananopartikkeleita ja mitata vériaine suoraan
kuidun paaltd ilman erityistd naytteenkasittelya. Zaffino et al.>® ovat vertailleet kuiduista hap-
pohydrolyysillad kasiteltyjen ja kasitteleméattdmien historiallisten luonnollisten vériaineiden
SERS-mittauksia. Happohydrolyysikasittelyssa kuidut kasiteltiin vetyfluorihapon (HF) avulla,
minka jalkeen niiden péalle pipetoitiin hopeakolloidia. Tydss&d huomattiin, ettda happohydrolyy-

sillé saatiin eri variaineet esiin kuin kasitteleméattomasta kuidusta.

Kurouski ja Van Duyne®® ovat tutkineet, kuinka vérjatyista hiuksista saataisiin tunnistettua kéy-
tetty variaine. Tutkimuksessa varjattiin hiuksia erilaisilla mustilla ja sinisilla variaineilla, mink&
jalkeen niiden paalle pipetoitiin kultaisia nanosauvoja (AuNR). Hiukset tutkittiin tdman jalkeen
SEM-tekniikalla ja huomattiin, ett4d nanosauvat jarjestaytyivat hiusten pinnalle. Raman-mit-

taukset suoritettiin in situ -tekniikalla hiusten pinnoilta. Tydssa saatiin selville, ettd variaineet
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voidaan mitata suoraan hiusten p&alta. Tulosten perusteella voitiin my0ds péatelld, oliko hiukset

varjatty keinotekoisesti vai eivat.

Kokeellinen osa

5 Tyo6n suoritus ja tulokset

Ty0n suoritus koostui paéosin kolloidisen hopealiuoksen valmistuksesta seké sen toimivuuden
ja soveltuvuuden testaamisesta SERS-ilmion kaytannon sovellutuksissa. Hopeisen kolloidin
toimivuutta testattiin ensin rhodamiini 6G -molekyylin avulla, minké jalkeen siirryttiin foren-
sisten kaytannon sovellutuksien testaamiseen. Kéytannon soveltuvuutta testattiin ensin punais-
ten spray- ja tyokalumaalien varien tutkimuksessa. Tamén jalkeen kokeiltiin, kuinka SERS-
menetelmaa voitaisiin hyodyntééd kuulakarkikynien ja tussien musteissa esiintyvien vériainei-
den tutkimuksessa. SERS-ilmiota kokeiltiin variainetutkimuksen lisaksi rdjdhdeaineen tutki-
muksissa, joissa keskityttiin TNT:hen. SERS-ilmi6ta sovellettiin myds muutamaan oikeaan fo-

rensiseen tutkimukseen, joista on esitetty yksi esimerkki luvussa 5.3.8.

5.1 Kaytetyt reagenssit ja laitteet

Sitraattipelkistetyn hopeakolloidin valmistuksessa kaytettiin trinatrium sitraatin dihydraattia
(Sigma-aldrich, >99 %) ja hopeanitraattia (Sigma-aldrich, >99 %). Tydssa kéytettiin myos kau-
pallista py6reitd kultakolloidia (Nanopartz™, 50 nm). Aggregoitumisen séitelyyn kaytettiin
kaliumnitraattia (Riedel-de Haén, >99 %) ja natriumkloridia (Sigma-aldrich; >99,5 %). Liuos-
ten valmistuksessa kaytettiin 18,2 MQ ionivaihdettua vetté, asetonia (Merck, 99 %), etanolia
(Altia; 91,2 %), metanolia (Merck, 99 %) ja dikloorimetaania (Merck, 99 %). pH-arvon saatéon
kaytettiin 1 M NaOH -liuosta (valmis liuos). Ohutlevykromatografisissa ajoissa kéytettiin ajo-
levyina TLC Silica gel 60 F2s4 -silikalevyja (Merck, <90 %) ja ajoliuoksena 70:35:30 suhteista
etyyliasetaatti-etanoli-vesi -liuosta (valmis liuos). Tyodssé kaytettiin SERS-mittausalustana la-
sisia 76x26 mm kokoisia mikroskooppilevyja (Menzel-Glaser). Tydssé kaytetyt ndytteet otet-
tiin Rikosteknisen laboratorion vertailumaali- ja rdjadhdeainekokoelmista. TNT:n (Forcit) puh-
taus oli 99,3 %.
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Ty0On padanalyysilaitteena kaytettiin Thermo Scientific:n DXRxi-Raman-mikroskooppia, jossa
oli kéytettavissé kaksi laseria aallonpituusalueilla, 532 ja 780 nm. DXRxi:n mikroskoopissa oli
kaytettavissa kolme objektiivia: 10x, 20x ja 50x -objektiivit. Kolloidin laadunvarmistuksessa
kaytettiin mikrospektrofotometristd laitteistoa (MSP) ja pyyhkaisyelektronimikroskooppia
(SEM). MSP-laitteisto koostui Zeiss Axioplan 2-UV-mikroskoopista ja siihen liitetysta TI-
DAS-S-CCD -spektrofotometristd. SEM-laitteena kaytettiin JEOL:n JSM-1T300 -merkkisté
laitetta. Muita tydssa kaytettyja laitteita olivat VWR:n MU 6100 H -pH-mittari ja Eppendorf:n
Centrifuge 5810 -sentrifugi.

5.2 Hopeakolloidin synteesi

Hopeakolloidisynteesi suoritettiin Lee-Meisel -synteesia mukaillen.?® Synteesi suoritettiin pel-
kistamalla hopeanitraatti trinatriumsitraatin dihydraatilla. Synteesi suoritettiin 5-kertaa pienem-
malla mééaralla kuin Lee-Meiselin synteesiohjeessa on sanottu. Hopeanitraatin vesiliuosta val-
mistettiin 100 ml. Ohjeen mukaan 100 ml kohden tuli punnita 18 mg AgNQs:a, mutta sita pun-
nittiin erehdyksissa 19,3 mg ensimmaiseen synteesierdan. Tama on mahdollisesti vaikuttanut
hopeakolloin nanopartikkelikokojakaumaan ja pitoisuuteen liuoksessa. Trinatriumsitraatista
valmistettiin 1 m-% liuos 100 ml mittapulloon punnitsemalla 1 mg trinatriumsitraattia mitta-

pulloon ja tayttamalla pullo merkkiin. Liuokset valmistettiin ionivaihdettuun veteen.

Ensimmainen synteesi (E1) suoritettiin konepestyilla astioilla, joille ei tehty yliméaaraista hap-
popesua. Synteesilaitteistona toimi perinteinen refluksointilaitteisto (kuva 21). 250 ml kolviin
lisattiin 100 ml tuoretta AgNOs-liuosta ja liuos lammitettiin kiehuvaksi. Kiehuvaan AgNOz-
liuokseen lisattiin 2 ml 1 m-% trinatriumsitraatti-liuosta Pasteur-pipetilla hitaasti tipoittain. Li-
séyksen jélkeen seosta refluksoitiin tunnin ajan voimakkaasti sekoittaen. Seoksen lammitys lo-
petettiin tunnin kuluttua ja sen annettiin jadhty& refluksointilaitteistossa jatkuvasti sekoittaen,
kunnes seos oli jadhtynyt huoneenldmpd6on. Valmis jaahtynyt hopeakolloidi siirrettiin 200 ml
séilopulloon, joka vuorattiin alumiinifoliolla ja séilytettiin jddkaapissa. Hopeakolloidista val-
mistettiin my6hemmin toinen eréd (E2) samalla menetelmélld. E2-erén hopeanitraattiliuokseen

punnittiin 18,2 mg AgNOz:a.



Kuva 21. Refluksointilaitteisto.

Hopeakolloidien laadunvarmistus suoritettiin mittaamalla niistd UV-Vis -spektrit (MSP-lait-
teistolla). Lee-Meisel -menetelman mukaan kyseisten hopeakolloidien absorptiomaksimi tulisi
olla aallonpituudella 420 nm.?® Naytteestd pipetoitiin Pasteur-pipetilla pisara kvartsisen mikro-
skooppilasin péélle ja ndytteen paélle asetettiin kvartsinen peitinlasi. N&ytetausta mitattiin ult-
rapuhtaasta vedestd. Mittausalueeksi asetettiin 240-750 nm ja E1-hopeakolloidierdn UV-Vis -
spektrit 16ytyvat liitteestd 2. Kolloidin véri oli heikko, joten siité ei saatu mitattua hyvaa spektria
objektilasin paalta. Spektristd saadaan kuitenkin selville, ettd E1-hopeakolloidieran absorp-
tiomaksimi osuu 410-420 nm kohdalle. E1-kolloidierastd mitattiin UV-VIS -spektrit vield kah-
desti muutaman kuukauden vélein. Spektrien absorptiomaksimit pysyivat samana. E2-kol-
loidierdn UV-VIS -spektrit 16ytyvét liitteestd 2 ja myos niistd ndhdaan, ettd absorptiomaksimit

osuivat 410-420 nm kohdalle, kuten ensimmaisen eran kohdalla.

UV-Vis -spektrin liséksi hopeakolloidi analysoitiin pyyhkéisyelektronimikroskoopilla (SEM),
jonka avulla tutkittiin kolloidipartikkelien kokojakaumaa tarkemmin. Mittauksia varten kum-
mastakin kolloidierésta pipetoitiin 2 pl ndytettd SEM-ndytealustan paalle ja annettiin kuivua.

SEM-mittauksissa huomattiin, ettd nanopartikkelit kerd&ntyvéat yhteen vesiliuoksen kuivuessa,
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joten yksittaisen nanopartikkelin kokoa ei saada talla menetelmélla ja ndytteenkasittelyll& sel-
vitettyd. Kuvassa 22 nakyy 15000-kertainen suurennos E2-kolloidierasta. Kuvasta 22 nahdaan,
ettd nanopartikkelit ovat keréantyneet yhteen ja muodostavat nanopartikkeliryppditd, jotka na-
kyvat kuvassa harmaina kohtina. Partikkeliryppéiden yleinen kokoluokka oli mittausten perus-

teella noin 500 nm. Yhden nanopartikkeliryppéaén halkaisijaksi mitattiin 544 nm.

Kuva 22. SEM-kuva E2-kolloidierasta kuivatetun pisaran keskeltda nanopartikkeliryppaéstéa

15000x suurennoksella. Punainen mitta-asteikko vastaa 544 nm:a.

Kolloidinaytteista tehtiin myds alkuaineanalyysi ja sen tulokset 16ytyvat liitteesta 3. Alkuai-
neanalyysin perusteella voidaan sanoa, ettd synteesit onnistuivat, koska ndytteista suurin osa oli
hopeaa. Kummassakin erdssa nakyi piikkeja alumiinille ja tuloksen péateltiin johtuvan alumii-
nifoliosta, jota kéytettiin kolloidien s&ilopullojen suojaamiseen. Alumiinia padsee ilmeisesti
liukenemaan pienid maariéd liuokseen, kun sailépulloja avattiin kolloidin pipetoinnin yhtey-

dessa.
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5.3 SERS-tutkimukset

5.3.1 Naytteiden valmistus

SERS-tutkimuksissa on yleensa vaatimuksena, etté tutkittava ndyte saadaan liuosmaiseen muo-
toon, jolloin ndytemolekyylit paésevét lahelle metallista nanopartikkelia. Tydssa kéytettiin liu-

ottimina vettd, asetonia, metanolia ja dikloorimetaania.

Néaytteiden valmistuksessa voidaan kayttadd yhtendista tapaa, jossa tutkittava ndyte, kolloidi ja
aggregaatti sekoitetaan tietyissa suhteissa toistensa kanssa. Kirjallisuudesta voidaan ottaa esi-
merkkeja naytteen valmistukseen. Sekoitussuhteiden valinnassa ei ole yhta oikeaa tapaa vaan
ne pitdd kokeilla kullekin naytetyypille erikseen. Naytteenvalmistus voidaan kuitenkin tehda
tiettyjen askeleiden mukaan kaikille naytetyypeille. Ndytteenvalmistus eteni seuraavasti: ho-
peakolloidin (kuva 23a) sekaan pipetoitiin tutkittava nayte (kuva 23b) ja sekoitettiin (kuva 23c)
n. 30 s ajan, minka jalkeen seoksesta pipetoitiin 3 pl nayte etanolipestyn lasilevyn paalle (kuva
23e). Taman jélkeen liséttiin 0,5 M KNOs3 (kuva 23d), sekoitettiin samoin kuin edellan. 30 s ja
pipetoitiin 3 pl lasilevyn paalle. Lasilevyn paalle pipetoitujen ndytteiden annettiin kuivua taysin

kuiviksi ennen Raman-mittauksia. Kuivuminen kesti noin 15 min.
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Kuva 23. Rhodamiini 6G -molekyylin SERS-mittauksissa kaytetyt materiaalit: AQNP-kolloidi
(A), 1-10* M R6G-liuos (B), sekoitettu ndyte (C), 0,5 M KNOs-liuos (D) ja lasilevy, jolle pi-
petoidaan sekoitettu nayte (E). Koeputkessa (A) on pestyda AgNP-kolloidia.

SERS-mittauksien suorituksessa kaytettiin kahta tapaa. Perinteiselld manuaalisella kohdistuk-
sella laser kohdistettiin haluttuun mittauskohtaan ja odotettiin, ettd saatiin mahdollisimman
hyva spektri. Hopeiset nanopartikkelit ndkyivat mikroskoopissa kirkkaina alueina ja lasersade
kohdistettiin kirkkaan alueen péélle (kuva 24). Mittausparametrit sdadettiin kullekin naytteelle
optimaaliseksi seuraamalla ndytteen ja kolloidin spektrin kdyttaytymista. Mittaukset aloitettiin
kayttamalla pienté lasertehoa ja valotusaikaa. Jos ndin ei saatu haluttua tulosta, nostettiin para-
metrien tehoja. Mittaukset suoritettiin padasiassa 50x-objektiivilla, mutta joissakin tapauksissa
jouduttiin vaihtamaan 20x-objektiiviin. Laimeimmilla ndytteilla ei saatu signaalia 25 um pin-
hole-valotusaukolla, jolloin valotusaukoksi vaihdettiin 50 um pinhole. Normaalin mittaustavan
lisaksi DXRxi-mikroskoopissa on mahdollisuus tehdd kuvantamismittauksia. Kuvantamista ko-
keiltiin rhodamiini 6G -molekyylin mittauksissa eri vahvuisista liuoksista ja ideana oli testata,
voidaanko kolloidin seasta 16ytaa hot spotteja etenkin laimeista liuoksista.
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Kuva 24. Mikroskooppikuvat SERS-mittaustapahtumasta. Punainen rasti vastaa laserin koh-

distuskohtaa ja sen voi méaarittaa itse mittauksen aikana. Samasta ndytteesté voidaan mittausti-
lassa mitata useita spektreja naytteen eri kohdista. Vaaleat kohdat vastaavat kuivatettua ho-
peista kolloidia ja tutkittava ndyte voidaan mitata ndiden kohtien paalta. Kuvassa nakyy mik-

roskooppikuvat kahdesta eri ndytteesta ja niistd ndhdaan, kuinka erilaiset molekyylit vaikutta-
vat ndytteen valmistuksessa. A-kohdassa on 50x-objektiivilla otettu kuva R6G-molekyylin,
hopeakolloidin ja KNOz:n seoksesta. B-kohdassa on 20x-objektiivilla otettu kuva karmiinin-

punaisen pigmentin, hopeakolloidin ja KNO3:n seoksesta.

5.3.2 Aggregoinnin merkitys kdytannon mittauksissa

Kuten kappaleessa 3.8 esitettiin, aggregoinnilla on suuri vaikutus kdytdnnon SERS-mittausten
suorittamisessa.l”® Kuvassa 25 on esitetty DXRxi-mikroskoopin kameralla otetut kuvat lasile-
vyn paélle kuivatetuista kolloideista pelkéstaén ja sekoitettuna 0,5 M KNOsz:n sekéd 0,6 M
NaCl:n kanssa. Kuvasta ndhdaan, kuinka aggregaatin lisays vaikutti nanopartikkeleiden kokoon
kerdéntymiseen. NaCl:lla saatiin suurempi méaara nanopartikkeleita kokoon kuin KNOs:lla.
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Kuva 25. KNOs ja NaCl vaikutus nanopartikkeleiden kayttdytymiseen kokoon kerdéntymi-
sessd. Alkuperdisella kolloidiliuoksella (A-kohta) ei juurikaan nahda aggregoitumista. Kun
kolloidiliuos on sekoitettu 0,5 M KNOs:n kanssa (B-kohta), nanopartikkelit selvésti aggregoi-
tuivat ja ne nahdaan pienind ryppéina mikroskooppikuvassa. 0,6 M NaCl vaikutti KNO3:a
enemman aggregoitumiseen ja tamé nahdaan mikroskooppikuvassa isompina ryppéina (C-
kohta).

KNOs:n vaikutusta aggregointiin tutkittiin my6s SEM:I14. Kuvassa 26 on esitetty vertailu E2-
kolloidierasta mitatuista naytteistd, joissa toinen ndyte on mitattu ilman KNO3z:a 3000-kertai-
sella suurennoksella ja toinen KNOz:n kanssa 6000-kertaisella suurennoksella. Kuvasta 26 huo-
mataan, ettd aggregoidut nanopartikkelit ovat kerddntyneet enemman yhteen kuin aggregoimat-

tomat.

Kuva 26. N2-kolloidierasta mitatut SEM-kuvat aggregoimattomasta néytteestd 3000-kertai-

sella suurennoksella (A) ja KNOz:lla aggregoitu ndyte 6000-kertaisella suurennoksella (B).
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5.3.3 Hopeakolloidin testaaminen rhodamiini 6G -molekyylin avulla

SERS-substraattien testauksessa ja laadunvarmistuksessa kaytetaan yleisesti rhodamiini 6G -
molekyylid (R6G). R6G on voimakkaasti fluoresoiva molekyyli, joka liittyy helposti SERS-
substraattien pinnalle. SERS-substraatti saa fluoresenssin ns. ssmmumaan, jolloin R6G-mole-
kyylin Raman-spektri tulee voimakkaasti esiin. R6G on yksi voimakkaimman SERS-intensi-

teetin ilmentava molekyyli.®!

Syntetisoidun AgNP-kolloidin testaamista varten R6G-molekyylista valmistettiin veteen lai-
mennossarja (10x laimennokset): 1-10° M, 1.10% M, 1-10° M, 1-10° M; 1-10" M ja 1-108 M.
Laimennossarjan kantaliuos (1-10°3 M) valmistettiin punnitsemalla 47,9 mg R6G:t4 100 ml mit-
tapulloon, jonka jélkeen pullo téytettiin merkkiin. Laimennetut liuokset valmistettiin kantaliu-
oksesta 10 ml mittapulloihin. Laimennossarjan vahvin liuos oli vériltd&n vahvan punainen ja

laimeimmasta ndytteesta ei huomattu varia paljaalla silmélla (kuva 27).

Kuva 27. Rhodamiini 6G:stéd valmistettu laimennossarja.

R6G-liuoksista valmistettiin ndyte SERS-tutkimuksiin 1,5 ml lasipulloon sekoittamalla 400 pl
edelld valmistettua AgNP-kolloidia, 200 pl liuotettua tutkittavaa variainetta ja 200 pl 0,5 M
KNOzs:a, joka toimi aggregoivana aineena (kappale 3.8). Naytteen valmistus suunniteltiin
Muehlethaler et al.*® kayttaman menetelman mukaan, jossa 4 pl AgNP, 2 pl tutkittava nayte ja
2 ul 0,5 M KNOs sekoitettiin keskenaan. Satakertaiset sekoitusmaarét valittiin kaytannollisista
syista.
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Tutkittavan ndytteen pitoisuus pienenee ndytteen valmistuksessa AgNP-lisdyksen jalkeen viel&
kolminkertaisesti ja KNOz-lisdyksen jalkeen nelinkertaisesti. Pipetointia (3 pl) ennen KNOs:n
lisdysté ei oteta tassd tapauksessa huomioon, vaikka se pienentaa lopullista R6G-pitoisuutta.
R6G-liuosten pitoisuudet on esitetty eri suureina taulukossa 2. My6hemmin valmistettiin viela

1 nM liuos (el ndy kuvassa 27).

Taulukko 2. Rhodamiini 6G:sta valmistetun laimennossarjan liuosten pitoisuudet ja ndytteen-

kasittelyn vaikutus lopulliseen liuospitoisuuteen

Mittapullopitoisuus Pitoisuus naytteen valmistuk-  Pitoisuus naytteen valmistuk-

sen jalkeen (AgNP) sen jalkeen (AgNP + KNO3)
mol/I pmol/I mol/l pmol/I mol/l pmol/I
1-10°3 1000 3,33-10* 333,3 2,5-10* 250
1-10* 100 3,33-10° 33,3 2,5-10° 25
1-10° 10 3,33-10° 3,33 2,5-10° 2,5
1-10° 1 3,33:107 0,333 (333,3nM) 2,5-10°7 0,25 (250 nM)

1-107 0,1(100nM) 3,33-10°® 0,033 (33,3nM)  2,5-10°® 0,025 (25 nM)
1:10% 0,01(10nM) 3,33-10°  0,0033(3,3nM)  2510°  0,0025 (2,5 nM)
1-10° 0,001 (LnM) 3,33-10° 0,00033 (0,33 nM)  2,5-10"°  0,00025 (0,25 nM)

SERS-mittaukset suoritettiin ensin lasin paalta ndytteestd, johon ei ollut lisatty KNO3:a aggre-
gaatiksi. Taman jalkeen mitattiin ndytteet, joihin KNO3 oli lisatty. Niin aggregoimattomista
kuin aggregoiduista néytteista saatiin helposti mitattua kolme vahvinta R6G-naytettd. Lai-
meammilla liuoksilla aggregoinnista on selvésti hyotyd. Kun nanopartikkelit pakkautuvat l&-
hemmas toisiaan, tutkittava molekyyli 16ytyy todennakdisemmin mitattavista partikkelikim-
puista. Mittaukset suoritettiin 532 nm laserilla ja mittausolosuhteissa objektiivi (50x), laserin
voimakkuus (0,2 mW) ja valotustaajuus (50 Hz) pysyivat samana kaikille naytteille. Mittaukset
suoritettiin hyodyntamalla DXRxi-mikroskoopin kuvantamisominaisuutta, joka osoittautui var-
sin hyddylliseksi tyokaluksi etenkin laimeiden liuosten mittauksessa. Kuvassa 28 on esitetty
kuvantamisaluetta vastaavia kuvia 100 uM, 1 uM ja 10 nM néytteiden mittauskohdista ja niita
vastaavat mikroskooppikuvat. Kuvantamiskuvissa ndhdaan hot spotit joko sinisina tai punaisina
kohtina nanopartikkeliryppaiden sisalla riippuen kéytetyista kuvankésittelyparametreista. Ku-
vantamisalueiden kuvissa nahtévat punaiset kohdat vastaavat valittua spektria eniten. Spektrin
valinnassa voidaan kaytta4 erilaisia saatimid, joiden perusteella kuvan varit muuttuvat ja nah-
daan, missa kohtaa kuvannettua aluetta 16ytyy mahdollisesti samankaltainen spektri. Kuvanne-
tulta alueelta voidaan esimerkiksi etsid tiettya piikkia paikan, korkeuden tai leveyden avulla.
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Ohjelmaan on myds mahdollista ladata vertailuspektri, jolloin kuvantamisalueelta etsitadn sa-
mankaltaista spektrid. Jos alueelta 10ytyy asetettuja parametrejd vastaavia kohtia, ne nakyvat
kuvassa punaisena. Siniset kohdat vastaavat parametreja vahiten ja keltaiset kohdat ovat jotain

talta valilta.
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Kuva 28. Kuvantamalla tehdyt SERS-mittaukset A) 100 uM, B) 1 uM ja C) 10 nM liuoksista.
Kohtien ylempi kuva esittdd mikroskooppinakymaéaa mittauskohdasta ja alempi mittauskohtaa
vastaava kuvantamisaluetta. A- ja B-kohdat on mitattu 50x-objektiivilla ja niissa hot spotit na-
kyvat sinisind kohtina nanopartikkeliryppdiden sisalla. C-kohta on mitattu 20x-objektiivilla ja
kyseisen liuoksen R6G-spektri on 16ydetty kuvantamiskuvassa vasemman ylakulman hot spo-

tista punaisesta kohdasta.

Kuvassa 29 on esitetty Raman-spekitrit kaikista kuvantamalla mitatuista R6G-laimennoksista ja

kuvassa 30 nakyy kolmen laimeimman liuoksen spektrit.
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Kuva 29. R6G-molekyylin vesiliuoksesta valmistettujen laimennosten Raman-spektrit vah-
vimmasta laimeimpaan: A) 1000, B) 100, C) 10, D) 1, E) 0,1; F) 0,01 ja G) 0,001 uM. Spekt-
rit on mitattu Raman-mikroskoopin kuvantamisominaisuudella, 532 nm laserilla ja 50x-objek-
titvilla (0,001 uM liuos mitattiin 20x-objektiivilla). Laserin teho ja valotustaajuus olivat samat

kaikilla naytteilla: 0,2 mW ja 50 Hz.
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Kuva 30. R6G-molekyylin vesiliuoksesta valmistetun laimennossarjan kolmen laimeimman
liuoksen Raman-spektrit: A) 0,1; B) 0,01 ja C) 0,001 uM.

Kuvan 29 spektrit on skaalattu samaan intensiteettiasteikkoon, joten voidaan arvioida pitoisuu-
den vaikutusta SERS-spektriin. Kuvasta ndhdaan, ettd 10 uM ndytteen spektrin Raman-inten-
siteetti on voimakkain, vaikka se ei ole pitoisuudeltaan vahvin ndyte. Vahvemmat néytteet ovat

niin vahvoja pitoisuuksiltaan, ettd ne mahdollisesti peittdvat hopeakolloidin pinnan suurelta
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osin eik& pintaplasmoniresonanssi ilmenny voimakkaasti kerroksen lapi. Raman-sironnan in-
tensiteetti on selvasti heikompi 10 uM laimeammilla liuoksilla. Kuvasta 30 voidaan nihda, etta
viela 0,1 uM liuoksesta voidaan saada hyva SERS-spektri. Kahdella laimeimmalla liuoksella
Raman-sironnan intensiteetti on jo huomattavasti alempi ja 1 nM liuoksesta ndhdaan vain

R6G:lle tyypilliset isoimmat piikit.

Kuvantamisalueiden kuvat tukevat mitattuja spektreja. Naytteistd, joista saatiin mitattua hyva
SERS-spektri, voitiin kuvasta nahda selvasti hot spottien paikkoja ja mittaus oli helppo ja nopea
suorittaa. Kahdella laimeimmalla néaytteell& kuvantamismittausten kesto kasvoi huomattavasti.
Tama johtui siitd, ettd hot spottien sijoittuminen kolloidiin oli harvempaa ja oikeiden hot spot-
tien I6ytdminen kuvantamisalueelta oli vaikeaa. Laimeimmilla naytteilla jouduttiin siis kuvan-

tamaan suurempia alueita, jotta spektri saatiin mitattua.

5.3.4 Spraymaalien SERS-tutkimukset

Ennen spraymaalien SERS-tutkimusta selvitettiin, kuinka punaisia, vaaleanpunaisia ja violet-
teja voidaan mitata DXRxi-Raman laitteella. Tydssa kéytettiin Rikosteknisen laboratorion
spraymaalikirjastosta l6ytyneita spraymaaleja. Nama vaérit valittiin, koska punaisten vérien mit-
taukset Ramanilla on oletettu haasteellisimmiksi niiden fluoresenssi- ja absorptio-ominaisuuk-

sien perusteella.

Fluoresenssi voi nostaa Raman-spektrin pohjaviivaa niin paljon, etta varistd syntyvat piikit jaa-
vét pohjaviivan alle. T&mé vaikeuttaa spektrien vertailua, koska spektrissa nakyy joko spektrin
suurimmat piikit tai piikkeja ei ndy ollenkaan. Kuvassa 31 on esitetty NR-spektri punaiselle
spraymaalille ja tdmé& on hyvin tyypillinen tilanne, kun punaisia spraymaaleja mitataan 532 nm
laserilla. Fluoresenssia voidaan pienentad, kuten kappaleessa 2.2.2 on ilmaistu, vaihtamalla la-

ser pidemman aallonpituuden laseriksi.
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Kuva 31. Voimakkaasti fluoresoivan punaisen spraymaalin NR-spektri lasilevylle kuivatetun

maalin paaltd 532 nm laserilla. Voimakas fluoresenssi ndkyy korkeana huippuna spektrissa.

Rikosteknisella laboratoriolla on kédytdssa toinen laser, aallonpituudella 780 nm, mutta myds
pidemmaén aallonpituuden laserilla on omat haasteensa punaisten maalien mittauksessa. 780 nm
laser ei aiheuta yhta paljon fluoresenssia kuin 532 nm laser, mutta vériaineiden Raman-sironta
on yleensa heikompaa. Kuvassa 32 on esitetty punaisen spraymaalin esimerkkispektri mitattuna
780 nm laserilla. Tutkittavien varien ongelma ei rajoitu pelkéstdén spraymaaleihin, vaan NR-
mittausten ja kolloidisynteesin jalkeen SERS-menetelmaa sovellettiin spraymaalien lisaksi

mm. punaisiin tyokalumaaleihin.
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Kuva 32. Punaisen spraymaalin NR-spektri lasilevylle kuivatetun maalin paalta mitattuna 780

nm laserilla.
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Alkumittauksissa tutkittiin myds erilaisten liuottimien liuotusominaisuuksia spraymaalien ta-
pauksessa. Yksi vaihtoehto SERS-menetelman mittauksessa on sekoittaa liuosmuodossa oleva
nayte kolloidin kanssa. Taman jélkeen seosta kuivatetaan pieni maaré lasilevyn péalle. Téhan
vaihtoehtoon tarvitaan siis liuennutta maalia. Maalien liuottamiseen kaytettiin lahinna kahta
liuotinta: asetonia ja metanolia. Namé liuottimet valittiin siksi, ettd ne liukenevat pienind méa-
rind veteen ja ne ndin liukenivat hyvin kolloidiliuoksiin, jotka olivat vesiliuoksissa. Myos
dikloorimetaania kokeiltiin, mutta oman haasteen tdssa tapauksessa toi liuottimen liukenemat-

tomuus veteen.

Alkumittausten jalkeen spraymaaleille tehtiin SERS-mittaukset. N&ytteenvalmistus suoritettiin
samoin kuin R6G-testeissd, jossa kolloidia, naytetté ja aggregaattia sekoitettiin suhteessa 4:2:2.
Spraymaalien SERS-spektrit mitattiin perinteiselld manuaalisella tavalla, jossa mittauskohdat
valittiin kasin. Mittausparametrit valittiin jokaisen spraymaalin kohdalla erikseen. Liitteessa 1
on esitetty taulukko, johon on keratty kaytettyjen spraymaalindytteiden vérit ja maarat. Kuvassa
33 on esitetty punaiselle spraymaalille SERS- ja NR-spektrit vertailtuna omilla intensiteettias-
teikoillaan. Intensiteettiasteikolla tarkoitetaan yksikotonta suuretta, jolla kuvataan mitatun mo-
lekyylin Raman-sironnan voimakkuutta. Mitd korkeamman intensiteetin molekyylin piikit saa-
vat, sitd voimakkaammin sironta tapahtuu. Kuvassa 34 on esitetty samat spektrit paallekkéain

intensiteettiasteikot maksimoituna.
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Kuva 33. Punaisen spraymaalin SERS- (A) ja NR-spektrit (B) mitattuna 532 nm laserilla.

Vertailu omilla intensiteettiasteikoilla.
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Kuva 34. Punaisen spraymaalin SERS- (A) ja NR-spektrit (B) mitattuna 532 nm laserilla.
Vertailussa paéllekkain intensiteettiasteikko on maksimoitu kummassakin spektrissa.

Kuvista 33 ja 34 ndhdaan selvasti, kuinka punaisen spraymaalin spektri muuttuu NR- ja SERS-
tekniikan valilla. NR-spektrissd nahd&an voimakas fluoresenssi, joka nostaa signaalin intensi-
teetin yli 45000. NR-spektristd ndahddén vain suurimmat piikit. Pienemmat piikit jadvat pohja-
viivan peittdmaksi. NR-spektrien vertailu samankaltaisista fluoresoivista naytteistd on mahdol-
lista, mutta ei edullista. SERS-spektristd huomataan, ettd spraymaalin piikit tulevat paremmin
esille ja ne erottuvat pohjaviivasta selvasti paremmin verrattuna NR-spektriin. Spektrien ver-
tailun perusteella voidaan sanoa, etté fluoresenssi ei héiritse juurikaan SERS-spektrissé.

Kuvissa 33 ja 34 on esitetty esimerkit ihanteellisesta tapauksesta, jossa punaisen spraymaalin
variainemolekyylit hyotyvat selvasti plasmoniresonanssista ja fluoresenssi vahenee. Kuvissa 35
ja 36 on esitetty tapaus punaisesta spraymaalista, jonka variainemolekyyli ei pysty hyédynta-

maan plasmoniresonanssia laheskaan yhta voimakkaasti kuin edella.
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Kuva 35. Toisenlaisen punaisen spraymaalin SERS- (A) ja NR-spektrit (B) mitattuna 532 nm

laserilla. Vertailu omilla intensiteettiasteikoilla.
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Kuva 36. Toisenlaisen punaisen spraymaalin SERS- (A) ja NR-spektrit (B) mitattuna 532 nm
laserilla. Vertailussa paallekkain intensiteettiasteikko maksimoitu kummassakin spektrissa.

NR-spektri on siirretty vertailun vuoksi ylospéin eiké se ndy kokonaan.

Kuvan 35 NR-spektrista (B) ndhdaan, kuinka punainen spraymaali fluoresoi niin voimakkaasti,
ettd siit4 saadaan vain muutama pieni piikki ndkyviin. Kuvassa 36 ndhddén spektrien vertailua
ja vertailun perusteella voidaan sanoa, ettd NR-spektrin suurimpien erottuvien piikkien pai-
koille 10ytyy vastaavia piikkejd SERS-spektrissd. SERS-spektristd huomataan, ettd variainemo-
lekyyli ei pysty hyddyntdmadn plasmoniresonanssia hyvin. Téassa tapauksessa fluoresenssia

saadaan pienennettyd sen verran, ettd spektri saadaan paremmin esille kuin NR-spektrissa. Ei
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voida kuitenkaan sanoa, etta spektri olisi hyva, koska fluoresenssia esiintyy edelleen ja pohja-

viivan kohina on suurta.

535 Tyokalumaalien SERS-tutkimukset

Tyokalumaalien tutkimus suoritettiin samoin kuin spraymaalien tapauksessa. Tutkitut tyokalu-
maalit otettiin satunnaisella otannalla Rikosteknisen laboratorion tydkalumaalikirjastosta. Tut-
kitut tyokalumaalit olivat sorkkarautojen maaleja. Maalien liuottamisessa kaytettiin samoja
liottimia kuin spraymaalien tapauksessa. Jotkin sorkkarautojen maalit liukenivat hyvin aseto-
niin ja metanoliin, mutta otoksessa 16ytyi myos maaleja, jotka eivat liuenneet kaytettyihin liu-
ottimiin. SERS-néaytteet valmistettiin samoilla suhteilla kuin spraymaalien tapauksessa ja néyt-
teenvalmistus tehtiin samoin, lasilevyn péalle pipetoiden. Kuvissa 37 ja 38 on esitetty yhdelle
plasmoniresonanssia hyvin hyddyntavalle punaisen sorkkaraudan maalille esimerkkispektrit.
Samoin kuin spraymaalien tapauksessa, sorkkarautojen maaleja pystytaan mittaamaan SERS-

tekniikalla. Mitatut tydkalumaalit nakyvat liitteen 1 listassa.
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Kuva 37. Punaisen sorkkaraudan SERS- (A) ja NR-spektrit (B) mitattuna 532 nm laserilla.

Vertailu omilla intensiteettiasteikoilla.
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Kuva 38. Punaisen sorkkaraudan maalin SERS- (A) ja NR-spektrit (B) mitattuna 532 nm lase-
rilla. Vertailussa paallekkéin intensiteettiasteikko on maksimoitu kummassakin spektrissa.

NR-spektri on siirretty vertailun vuoksi yléspdin eiké se ndy kokonaan.

5.3.6 Musteiden ja tussivarien SERS-tutkimukset

Musteiden ja tussien SERS-tutkimuksissa kéytettiin pohjana Geiman et al.>! ja Saviello et al.>°
tutkimuksia. Kuulakérkikynien ja tussien SERS-tutkimukseen valittiin ndytteet sattumanvarai-
sesti laboratoriotilojen tyopoydilta 16ytyneiden kynien joukosta. Liitteen 1 taulukkoon on ke-

ratty kéytetyt kuulakérkikynat ja tussit.

Musteiden ja tussivarien SERS-tutkimuksissa kokeiltiin, voidaanko kynélla paperin paalle piir-
retyn merkin paaltd mitata musteen tai tussivarin Raman-spektri SERS-menetelmalla. Ennen
SERS-mittauksia, nédytteista mitattiin vertailuspektrit NR-tekniikalla. Valmistetusta hopeakol-
loidista tehtiin ns. “nanotahnaa” konsentroimalla kolloidia. Konsentrointi tehtiin sentrifugoi-
malla n. 5 ml kolloidia 15 min 20000 rpm nopeudella, minka jalkeen supernatantti poistettiin
lahes kokonaan ja nanopartikkelit suspensoitiin jaljelle jd&neeseen vesimééraan. SERS-mit-
tauksissa kolloidia pipetoitiin paperin paalle piirretyn merkin paalle pieni maaré (0,5-2 pl) na-
notahnaa, annettiin sen kuivua ja mitattiin spektri kolloidin paaltd. Menetelmén vaiheet on ku-
vattu kuvassa 19 (luku 4.2). Kuvassa 39 ndhddin mikroskooppikameralla 20x-objektiivilla ku-

vattuja kuvia musteiden ja tussivarien péélle pipetoiduista nanotahna-kohdista.
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Kuva 39. Esimerkkikuva kuulakarkikynan (A), mustan tussin (B), geelikynan (C) ja punaisen
tussin (D) paélle pipetoidusta nanotahna-kohdasta. Kuvat ovat kuvattu DXRXxi-mikroskoopin

kameralla 20x-objektiivilla.

Nanotahna ndkyy mikroskoopilla katsottaessa hopeisen varisend kohtana. Kuulakarkikynan
(kuva 39, A-kohta) viiva oli niin ohut, ettd nanotahna ei jaanyt kunnolla viivan paalle vaan
imeytyi osin paperiin. Spektri pystyttiin kuitenkin mittaamaan helposti, vaikka hopeista kohtaa
ei néhty selvésti. Kuvissa 40-42 on esitetty esimerkkeja kuulakérkikynan, mustan tussin ja pu-
naisen tussin variaineiden NR- ja SERS-spektreista.
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Kuva 40. Kuulakarkikynan sinisestd musteesta mitattu SERS- (A) ja NR-spektri (B). SERS-

spektri mitattiin suoraan kuivuneen nanotahnan paalta mitattuna 532 nm laserilla.
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Kuva 41. Mustan tussin vériaineesta mitattu SERS- (A) ja NR-spektri (B). SERS-spektri mi-

tattiin suoraan kuivuneen nanotahnan paéltd mitattuna 532 nm laserilla.
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Kuva 42. Punaisen tussin variaineesta mitattu SERS- (A) ja NR-spektri (B). SERS-spektri mi-

tattiin suoraan kuivuneen “nanotahnan” pailta mitattuna 532 nm laserilla.

Kuulakarkikynan ja tussien spektrien vertailusta ndhdaan, kuinka piikkien intensiteetit vaihte-
levat SERS- ja NR-spektrien valilla. Kuulakarkikyndn ja mustan tussin spektreissé nahdaan,
ettd NR-tekniikalla saadaan vériaineelle tyypilliset piikit nédkyviin, mutta piikkien intensiteetit
eivat ole suuret ja pohjaviivan kohina haittaa mittauksissa. Spektrin perusteella myds musta
tussi fluoresoi. Punaiselle tussille ei saada fluoresenssin takia hyvéa spektrid NR-tekniikalla.
Kaikkien variaineiden SERS-spektrissd nahdaan piikeille suuri intensiteetin nousu eika spekt-

reissa ndhdé pohjaviivan kohinaa.
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Edellisia kokeita jalostettiin seuraavalle asteelle ja mukaan lisattiin ohutlevykromatografinen
(TLC) l&hestyminen musteiden ja tussien vdriaineiden tutkimuksessa. TLC-testiin valittiin
kolme kuulakarkikynaa ja kaksi mustaa tussia. Kynilla piirrettiin rastit suodatinpaperille, minka
jalkeen vadrit uutettiin laimentamattomaan etanoliin pienissa lasisissa nédytepulloissa. TLC-
ajoissa kaytettiin ajoliuoksena 70:35:30 suhteista etyyliasetaatti-etanoli-vesi -liuosta. TLC-ajo-
kammioon laitettiin sopiva maara ajoliuosta (noin puoli senttid TLC-levyn ajoviivasta) ja an-
nettiin liuoksen hoyrystya kammion sisélla rauhassa. Kuvassa 43 on esitetty TLC-kokeen alku-

asetelma ennen TLC-mittauksia.

Kuva 43. TLC-SERS kokeen alkuasetelmat. Véariaineet ovat liuotettu papereilta etanoliin. A-
ja E-kohdat ovat mustien tussien ja B-D -kohdat ovat sinisten kuulakérkikynien musteita ja

vdriaineita.

Uutetusta variaineesta applikoitiin noin 5 pl ohuiden lasikapillaarien avulla TLC-levyn péaalle
pieni méara kerrallaan niin, ettd mittauskohdat eivat levinneet laajoiksi ympyroiksi. Lisdysten
valissa odotettiin hieman, ettd edellinen lisdys ehti kuivua. Kun kaikki applikoinnit oli tehty ja
néytteiden annettu kuivua rauhassa, TLC-levy asetettiin ajokammion sisélle ja annettiin ajon
tapahtua noin 15 min tai niin kauan, kun oltiin tyytyvéisia ajon tuloksiin. Variaineiden erottu-
mista ei endd huomattu 15 min ajon jélkeen. Ajon jalkeen TLC-levy otettiin pois ajokammiosta
jaannettiin kuivua. Vériaineiden SERS-mittaus suoritettiin periaatteeltaan samoin kuin paperin
paalle piirretyistd merkeistd. Nanotahnaa pipetoitiin 2 pl TLC-levyn péalle niille kohdin, mista
variaine haluttiin mitata. Kuvassa 44 on esitetty TLC-levyt ennen ajoa, ajon jalkeen ja nanotah-
nan lisdyksen jalkeen.
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Kuva 44. Kuulakéarkikynien musteiden ja tussien vériaineiden ohutlevykromatografinen ajo.

Néytteet applikoitiin levyn paéalle (A), suoritettiin ajo (B) ja applikoitiin nanotahna vériainei-

den paalle (C) haluttuihin mittauskohtiin. Naytteet on applikoitu samassa jarjestyksessa kuin

ne nékyvat kuvassa 43 eli reunimmaiset taplat vastaavat mustia tusseja, ja naiden valissé on
kuulakérkikynien musteet.

TLC-ajot onnistuivat hyvin. Kuulakérkikynien ja toisen mustan tussin varit kulkeutuivat hyvin
ajoliuoksen mukana ja mustan tussin varit erottuivat. Vasemmalta katsottuna, ensimmaisen
kuulakérkikyndn musteessa erottuu selvésti kaksi variainetta. Toisen mustan tussin vériaineet
eivat erottuneet, koska ajoliuos oli timén koostumukselle vadranlainen. SERS-spektrit ajettiin
applikoitujen nanotahna-kohtien kohdalta. Kaikista ndytteistd saatiin samanlainen SERS-
spektri (kuva 45). Mustasta tussista ei saatu mitattua toista, selvasti punaisemman, variainekoh-
dan spektrid. Punaisempi kohta fluoresoi nanotahnasta huolimatta niin voimakkaasti, ettei
spektria saatu mitattua. Myds vasemmalta ensimmaisen kuulakarkikynén vaaleansinista vériai-
netta yritettiin mitata (C-levy, kaksi vierekkaisté taplaa mittauksen alkukohdassa), mutta siité-
kaan ei saatu mitattua spektria.
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Kuva 45. TLC-SERS -mittausten spektrit, joista A-C kohdat ovat kuulakarkikynien spektreja,
ja D-kohta kuvaa mustan tussin spektrid mitattuna 532 nm laserilla.

5.3.7 Ré&jahdeaineiden SERS-tutkimukset

Réjahdeaineiden SERS-tutkimus rajoitettiin yhteen réjahdeaineeseen, trinitrotolueeniin (TNT).
TNT valittiin, koska se on eniten tutkittu rajahdeaine SERS-tekniikalla. Bulkki-TNT saatiin
Rikosteknisen laboratorion vertailuainekokoelmasta. TNT-hiutaleet jauhettiin huhmareessa
hienoksi jauheeksi, josta valmistettiin 1000 M kantaliuos asetoniin. Kantaliuoksesta laimen-
nettiin 1 uM liuos, joka toimi tutkittavana naytteenda SERS-tutkimuksissa. TNT:n SERS-tutki-
mus ei juurikaan poikennut variaineiden tutkimuksesta, koska ndytteen valmistus tehtiin sa-
moin, sekoittamalla kolloidia, tutkittavaa naytetté ja aggregaattia kesken&én. Erona vériainei-
den tutkimukseen oli se, ettd aggregointiaineena kaytettiin 0,6 M NaCl -liuosta ja sekoitussuh-

teet olivat erilaiset.

TNT:n SERS-tutkimuksissa kéytettiin substraatteina itse valmistettua hopeakolloidia ja kaupal-
lista 50 nm kokoista kultakolloidia (Nanopartz™). TNT-molekyylin 1 pM liuosta yritettiin tut-
kia suoraan liuoksesta sekoittamalla sita kolloidin ja aggregaatin kanssa. Naytteet valmistettiin
suhteessa 8:1:1 kolloidia, NaCl:a ja naytettd, jolloin nédytteen viimeinen pitoisuus voidaan il-

moittaa 1/10 laimennettuna, jos niin halutaan.

Kuvassa 46 on esitetty 1 UM TNT-liuoksen SERS-spektri ja bulkki-TNT:n NR-spektri skaalat-

tuna samaan kuvaan. Kuvasta ndhdaan, ettd TNT:n SERS-spektrissé ilmentyy ainoastaan yksi
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tunnistettava piikki aaltoluvulla 1360 cm™, joka vastaa NO2-ryhméan symmetrista venytysvé-
réhtelyd. Tulos vastaa hyvin luvussa 4.3 esitettyja havaintoja hopeakolloidin toiminnasta TNT-
molekyylin SERS-tutkimuksissa. SERS-ndytteen sekoitussuhteita vaihdeltiin ja kokeiltiin vai-
kuttavatko sekoitussuhteet TNT-molekyylin ilmentymisessa. Todettiin usean yrityksen jalkeen,
etta kuvan 46 spektri vastaa hopeakolloidilla saatavaa SERS-spektrid TNT:lle. SERS-spektrista
voidaan my0Qs erottaa kohoumia vastaamaan bulkki-TNT:n spektrin muista piikeistd, mutta

nama eivat ole vertailtavissa, koska ne jaavét osittain pohjan kohinan alle.
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Kuva 46. Hopeakolloidin kanssa mitatun 1 uM TNT-liuoksen SERS-spektri (A) ja bulkki-
TNT:n NR-spektri (B) mitattuna 532 nm laserilla. Spektrit on skaalattu samaan kuvaan ja in-
tensiteettiasteikko vastaa SERS-spektrin intensiteettia.

Hopeakolloidin lisaksi kokeiltiin kaupallisen 50 nm kokoisen kultakolloidin toimivuutta TNT:n
SERS-maédrityksessa. Kuvassa 47 on esitetty 100 uM TNT-liuoksen SERS-spektri, bulkki-
TNT:n spektri ja kultakolloidin taustaspektri mitattuna 780 nm laserilla omilla intensiteettias-
teikoillaan. Néaytteet valmistettiin suhteessa 8:1:1, kuten edelld ja aggregaattina kaytettiin
NaCl:a. Kuvasta 47 ndhdaan kaupallisten tuotteiden kaytOsta syntyvid ongelmia. Kaupallisiin
tuotteisiin on lisétty erilaisia kolloidia stabiloivia yhdisteitd, joita ei itse tehdyssa kolloidissa
ole. Nama yhdisteet saattavat tulla nakyviin tilanteissa, joissa tutkittava molekyyli ei pysty liit-
tymaan tehokkaasti kolloidin pinnalle eikéd nain syrjayta stabiloivaa molekyylid. Kuvan 47 A-
spektri vastaa mittauksen taustaa ja se on mitattu kolloidin ja NaCl:n seoksesta. Kuvan 47 B-

spektri vastaa varsinaista ndytetta ja spektrista ndhdaan selvésti, etté taustan piikit tulevat eniten
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esille. Bulkki-TNT:n spektri on esitetty kuvan 47 C-kohdassa. Bulkki-TNT:lle tyypillisi& piik-
keja voidaan tunnistaa SERS-spektrista vain yksi, aaltoluvulla n. 1085 cm™.

Raman ntansity

Kuva 47. Kaupallisen 50 nm kokoisen pyo6rean kultakolloidin kanssa mitatun 100 uM TNT-
liuoksen SERS-spektri (B), bulkki-TNT:n NR-spektri (C) sek& mittauksen taustaspektri (A)
(kultakolloidi + NaCl). Spektrit on mitattu 780 nm laserilla.

Kasittelemattoman TNT:n SERS-mittauksien jalkeen kokeiltiin Zhang et al.>* tutkimuksessa
kaytettyd menetelméad, jossa 1 uM TNT-liuoksen pH s&&dettiin arvoon 13 1 M NaOH-liuoksella
ja tésté liuoksesta mitattiin hopeakolloidin avulla SERS-spektri. Liuoksen vari muuttui proses-
sissa Kirkkaasta hieman kellertavaksi. SERS-naytteen valmistus tehtiin samoin kuin aikaisem-
min TNT-mittauksissa eli suhteessa 8:1:1. SERS-spektri mitattiin 780 nm laserilla. Kuvassa 48
on esitetty bulkki-TNT:n NR-spektri ja pH arvoon 13 sé&detyn TNT-liuoksen SERS-spektri.
Zhang et al.>* artikkelissa esitettiin (luku 4.3), etta pH arvoon 13 sdadetyn TNT:n SERS-spekt-
rissa nahtiin paapiikit aaltoluvuilla 1390, 1238 ja 1006 cm™. Itse mitatusta SERS-spektrista
nahdaan, etta siitd 16ytyy lahes samoilla aaltoluvuilla piikit eli 1390, 1237 ja 1002 cm™. Kuvan

48 mitattu SERS-spektri vastaa muutenkin profiililtaan kuvassa 20 nakyvaa spektri.



74

1330 41

Raman intensity

2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 800 400

Kuva 48. pH arvoon 13 saadetyn 1 uM TNT-liuoksen hopeakolloidia kayttamalla saatu
SERS-spektri (A) ja vastaavasti bulkki-TNT:n NR-spektri (B) mitattuna 780 nm laserilla.

5.3.8 SERS esimerkki forensisessa tutkimuksessa

SERS-tekniikkaa sovellettiin muutamaan Rikostekniseen laboratorioon tulleeseen oikeaan ri-

kostutkimukseen liittyvadn tyohon. Tassa luvussa kerrotaan yhden tallaisen tyon esimerkki.

Tyon lahtdkohdat olivat, etta vesistoon oli padssyt valumaan ainetta, joka oli varjannyt vesiston
punaiseksi. Tydssa kysyttiin mité vesistéon valunut aine on ja onko se vesistolle vaarallista.
Ty0n esitietojen pohjalta rajattiin mahdollisia variaineita muutamaan esimerkkiaineeseen (ba-
sic red 14 ja 49), joita verrattiin tuntemattoman aineen valumapaikalta taltioituun punaiseksi
varjattyyn kaivoveteen. Variaineita laimennettiin ensin niin, ettd ne vastasivat savyltaan kaivo-
vesindytteen varia ja niita verrattiin toisiinsa varin perusteella (kuva 49). Kuvasta 49 nahdaan,
ettd basic red 49 -vdriaineen vari ndyttad silmin katsottuna kaivovesindytteen vérilt4 ja basic

red 14 -vériaineella vari on taysin erilainen.
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Kuva 49. Vertailuvériaineiden ja kaivovesinéytteiden visuaalinen vertailu. Kaivovesindyte (C)
on laimentamaton ja vertailuvériaineet laimennettiin vastaamaan kaivovesindytteen vahvuutta.

A-kohdassa on basic red 14 ja B-kohdassa basic red 49 -vériaineiden laimennetut nédytteet.

Visuaalisen vertailun lisdksi naytteet mitattiin NR-tekniikalla ja tdmén jélkeen SERS-teknii-
kalla. Naytteista tehtiin petrimaljalle haihdutusjadnnos NR-tekniikkaa varten. SERS-mittaukset
ja ndytteenkasittelyt tehtiin samoin kuin aikaisemmin on esitetty vérien mittausten tapauksissa.
Kuvassa 50 on esitetty NR-tekniikalla mitattujen naytteiden spektrit. Kyseisen kuvan perus-
teella voitiin todeta jotain vériaineiden samanlaisuudesta. NR-spektreistd ndhdaan, etta kuiva-
tetuista naytteistd ei saatu mitattua hyvaa spektrid, koska pohjaviivan kohina oli voimakasta
eikd piikkien intensiteetti erottunut selvasti pohjaviivasta. Kaivovesi ja basic red 49 -variaine
kayttaytyivat samankaltaiseksi NR-mittauksissa, kun taas basic red 14 -vériaineella fluoresenssi
oli voimakkaampaa ja spektrin pohjaviiva nousi selvésti enemman. Myos spektrien piikit vas-
tasivat paremmin toisiaan kaivoveden ja basic red 49 -vériaineen tapauksissa. Toisaalta spekt-

rien vertailu oli hankalaa taustan kohinan takia.
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Kuva 50. Kaivovesinaytteen (B) seka basic red 49 (C) ja basic red 14 (A) -vériaineiden NR-

spektrit mitattuna 532 nm laserilla.

Kuvassa 51 on esitetty naytteiden SERS-spektrit. SERS-spektreistd huomataan, ettd kaikille
naytteille saatiin parannettua Raman-sironnan intensiteettid huomattavasti ja spektrien vertailu
oli helpompaa kuin edelld NR-spektrien tapauksessa. Kaupallisten vériaineiden SERS-spektrit
osoittautuivat hyvin samankaltaisiksi (kuva 51, A- ja C-spektrit), mutta niista 16ytyy hieman
eroja aaltoluvuilla 1200-1150, 825-750 ja 750-700 cm™. Kaivovesiniytteen SERS-spektristi
(kuva 51, B-kohta) nahdaén, ettd se on samankaltainen kuin kaupallisten vériaineiden spektrit.
Vertailtaessa spektreja tarkemmin, kaivovesindytteen nahdaén osuvan basic red 49 -vériainee-
seen. Kaivovesindytteen spektrissad ndhdaan samat erot basic red 14 -variaineeseen kuin néhtiin

basic red 49 -vériaineella.
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Kuva 51. Kaivovesinaytteen (B) seka basic red 49 (C) ja basic red 14 (A) -vériaineiden
SERS-spektrien vertailu. Spektrien eroavaisuudet nékyvat aaltoluvuilla 1200-1150, 825-750

ja 750-700 cm™. Vertailtavat kohdat on merkitty mustien laatikoiden sisalle.

Forensisissa vertailututkimuksissa arvioidaan ndytteiden samankaltaisuutta erilaisten menetel-
mien avulla. Lopputuloksena kirjoitettavassa lausunnossa arvioidaan mahdollisuutta sille, etta
epéilty ndyte on samankaltaista tai erilaista materiaalia kuin vertailundyte on. Jos variaineiden
samankaltaisuus lausuttaisiin vain Raman-tulosten perusteella, voitaisiin kaivovesindytteen va-
riaineen sanoa olevan samankaltainen kuin basic red 49 -vériaine. Normaalisti tulos arvioidaan

tutkimusten summana mm. Raman-, FTIR- ja TLC-mittaustulosten perusteella.

6 Yhteenveto ja johtopaattkset

Tyon kirjallisuusosassa kaytiin kattavasti lapi Raman-spektroskopiaan ja SERS-menetelméaén
liittyvat keskeisimmat ilmiot. Kummankin tekniikan tarkastelu aloitettiin matemaattisella teo-
rialla. Raman-spektroskopian kohdalla tarkasteltiin tdman lisdksi menetelmé&éan liittyvié hairi-
0itd ja laitteiston rakennetta. SERS-menetelméssa tarkasteltiin substraattien, hot spottien ja ag-
gregaation merkitystd SERS-ilmion ilmentymisessa. Raman- ja SERS-teorian liséksi tarkastel-
tiin kirjallisuudesta 16ytyneiden esimerkkien avulla SERS-menetelmén k&yttomahdollisuuksia

variaineiden (maalit, musteet ja kuitujen vériaineet) ja rdjahdeaineiden tutkimuksissa.

Kokeellisen tydn suoritus aloitettiin hopeakolloidin synteesilld. Tydssa valmistettiin kaksi ho-

peakolloidieréd. Kolloidiliuosten laadunvarmistuksena kéytettiin UV/Vis-spektrofotometriaa ja
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pyyhkaisyelektronimikroskopiaa. Kolloideista mitattiin muutaman kuukauden valein UV/VIS-
spektrit, joista tarkasteltiin kolloidiliuoksen absorptiomaksimia. Liuosten absorptiomaksimit
vastasivat Kirjallisuudessa esitettyja arvoja. Kolloidit mitattiin pyyhkaisyelektronimikroskoo-
pilla, jolla saatiin mitattua nanopartikkelikasaumien kooksi noin 500 nm. Yksittaisen nanopar-
tikkelin kokoa ei saatu mitattua. Laadunvarmistusmittausten perusteella voidaan sanoa, ettd

synteesit onnistuivat hyvin.

Kolloidin kykyé ilmentda plasmoniresonanssia ja nédin soveltuvuutta SERS-menetelmén toi-
mintaan kokeiltiin seuraavaksi. R6G-molekyylisté valmistetuista vesiliuoksista mitattiin SERS-
spektrit kayttdmalla Raman-mikroskoopin kuvantamisominaisuutta. Kuvantaminen osoittautui
hyvaksi tydkaluksi hot spottien maarittamiseksi kuivatetuista naytteistd. Hot spotit pystyttiin
nahda kuvantamalla helpommin vahvoista liuoksista. Laimeimmilla liuoksilla kuvantamisalu-
eiden kokoja téytyi kasvattaa, koska hot spotteja esiintyi vahemman liuoksien pitoisuuksien
pienentyesséd. Johtopdatoksend SERS-mittausten suorittamisesta on, ettd vahvimmista liuok-
sista saadaan mitattua SERS-spektri ilman kuvantamista ja laimeimpien naytteiden kohdalla

suositellaan kuvantamisen kayttamista.

Taman jalkeen siirryttiin punaisten spray- ja tyokalumaalien SERS-tutkimuksiin. Variaineiden
tutkimus aloitettiin liuottamalla valittuja punaisia variaineita erilaisiin liuottimiin, koska SERS-
menetelma vaatii ndytteet liuosmuotoisena. Kaytetyista liuottimista asetoni pystyi parhaiten liu-
ottamaan kiinte&t maalit. Joillekin n&ytteille myds metanoli ja dikloorimetaani toimivat hyvin.
Suuri osa valituista naytteistd ei liuennut kdytettyihin liuottimiin. Td&mé& pienensi néytteiden

otantaa, joista saatiin SERS-mittaus tehtya.

Liuenneista naytteista testattiin SERS-menetelmad. Néytteet otettiin satunnaisesti Rikostekni-
sen laboratorion vertailumaalikokoelmista, jotka siséltavat oikeissa toissa kéaytetyisté rikosva-
lineista taltioituja maaleja. T&mé&n seurauksena maalien vériaineiden koostumuksesta ym. lisa-
aineista ei ole tietoa. SERS-tutkimus eteni kokeiluperiaatteella eteenpéin eli ndytteista yritettiin
mitata SERS-spektrit tietdmattd, onnistuuko mittaus. Tulosten perusteella joistakin tutkituista
naytteistd saatiin mitattua hyvat SERS-spektrit ja toisista ei saatu spektrié aikaiseksi tai spektri
oli heikko. SERS-spektrin onnistuminen on vahvasti riippuvainen vériainemolekyylin koostu-
muksesta. Johtopaatoksend tuloksista on, ettd spray- ja tyokalumaalien vériaineet vaihtelevat
eikd voida sanoa yksiselitteisesti, ettd SERS-menetelmé toimii kaikille maaleille vaan, etta

SERS-menetelmé toimii vain, jos tutkitun ndytteen vériaine on oikeanlainen.
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Variaineiden SERS-tutkimus laajennettiin kuulakérkikynien ja tussien musteiden vériaineiden
tutkimukseen. Ensin kokeiltiin, voidaanko paperin paalle piirretyn merkin péalta mitata kysei-
sen kynan musteen vériaine SERS-tekniikalla. Tamén jélkeen variaineet liuotettiin etanoliin ja
ajettiin TLC-tekniikalla. TLC-levyn p&alta kokeiltiin SERS-mittauksia. Hopeakolloidista val-
mistettu nanotahna toimi tarkoitukseensa hyvin ja sen avulla saatiin mitattua SERS-spektrit niin
paperin paalle piirretystd merkista kuin TLC:11a ajetusta vériainekohdasta. Kaikille kuulakéarki-
kynien musteille saatiin mitattua TLC-spoteista samankaltainen SERS-spektri, joka vastasi

mya0s suoraan paperin paéltad mitattua SERS-spektria.

Musteiden ja tussien SERS-mittauksissa ei ollut tarkeda se, mika variaine naytteista saatiin mi-
tattua vaan se, ettd SERS-spektri saadaan mitattua suoraan paperin ja TLC-levyn péalta. Vari-
aineet saatiin mitattua paperin paaltd NR-tekniikalla, mutta piikkien intensiteetit olivat huomat-
tavasti pienemmat mit4 ne olivat SERS-menetelmén kéyton jalkeen. TLC-levyll4 ajettuja véri-
aineita ei saatu mitattua NR-menetelmalld, kun taas SERS:114 spektrit tulivat hyvin esiin. TLC-
ja SERS-menetelmien yhdistdminen osoittautui toimivaksi yhdistelmaksi vériaineiden maari-

tyksessa.

Vaériainemittausten jalkeen siirryttiin tarkastelemaan rajahdeaineita ja niiden mahdollisia
SERS-kayttokohteita. Tyohon valittiin rajahdeaineeksi TNT, jota yritettiin mitata itse valmis-
tetun hopeakolloidin ja kaupallisen kultakolloidin kanssa. Hopeakolloidin kanssa liuotetun
TNT:n SERS-spektriin saatiin selvésti nikyviin vain aaltoluvulla 1360 cm™ ilmentyva piikki.
Kaupallisen kultakolloidin kdytdssa ilmeni ongelmia sen sisaltamien stabilointi- ja sailontéai-
neiden seurauksena. Kultakolloidin kanssa sekoitetun TNT:n SERS-spektriin tuli esiin piikkejé,
jotka eivét vastanneet bulkki-TNT:n spektrid. Ne osoittautuivat lopulta kolloiditaustasta johtu-

viksi piikeiksi.

Kaésittelemattéman TNT-liuoksen SERS-tutkimusten jalkeen siirryttiin pH arvoon 13 sdadetyn
TNT-liuoksen mittauksiin. Kirjallisuudessa oli esitetty teorioita happohydrolysoidun TNT:n
SERS-mittaukseen hopeakolloidilla. pH arvoon 13 saadetysta liuoksesta saatiin mitattua hyvéa
spektri, jossa piikkien intensiteetit erosivat huomattavasti pohjaviivan kohinasta. Mitattu

spektri vastasi lahes identtisesti kirjallisuudessa esitettyd spektrid ja spektrien tunnistukseen
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kaytettyjen suurimpien piikkien siirtymat osuivat l&dhes taysin yksiin. Tdmé oli hyva onnistu-
minen, koska pystyttiin toistamaan kirjallisuudessa esitetty koeasetelma itse valmistetulla ho-

peakolloidilla.

Né&ytteiden mittausta helpotti, kun ne aggregoitiin eli niiden sekaan lisattiin ainetta, joka saa
nanopartikkelit pakkautumaan lahemmas toisiaan. Aggregoinnissa kaytettiin apuna KNOs:a ja
NaCl:a. Jotkin ndytteet pystyttiin mittaamaan ilman aggregointia, mutta nd&ma olivat yleensa

vahvoja liuoksia. Laimeimmat liuokset vaativat aggregoinnin.

Ty0ssé kokeiltiin myds hopeisen kolloidin pesua. Tutkittujen ndytteiden tapauksissa ei kuiten-
kaan huomattu eroa, kéytettiink® pestya vai pesematonta kolloidia. Naytteiden SERS-spektrin
ilmentyminen ei siis ollut riippuvainen pesusta. Suurin osa mittauksista tehtiin timan perus-

teella peseméttdmaélla kolloidilla.

Tyosséa oli haasteita sellaisten naytteiden kanssa, jotka eivat liittyneet tehokkaasti kolloidin pin-
nalle. Tallaisten naytteiden mittauksessa tuli helposti esille ndytteen taustasta nousevia piikkeja.
Hopeinen kolloidi voi myos reagoida kéytettavan viritysvalon kanssa, jolloin syntyy ylimé&aréi-
si& piikkeja ja spektri voi muuttua erilaiseksi. Ongelmien tunnistaminen oli yksi tyon haasta-
vimmista asioista, kun taytyi ymmartaa miten kolloidin ja viritysvalon kéayttaytyminen vaikut-

taa mitattavaan spektriin.

Ty0 osoittautui hyvin mielenkiintoiseksi ja haastavaksi suorittaa. Ty6té alettiin rakentaa taysin
alusta, koska SERS-tekniikan kayttoaste forensisissa Raman-tutkimuksissa on yleisesti ottaen
vield pieni. Tama osittain antoi tydn tekemiseen vapaat kadet, koska tietynlaista ennakkotietoa
menetelman toimivuudesta ei ollut. Tydssa onnistuttiin tekeméan kattava katsaus SERS-mene-
telman toimivuudesta ja kéytettdvyydesté tietynlaisten forensisessa laboratoriossa kaytettavien
materiaalien suhteen. Tydssé pystyttiin todistamaan, ettd SERS-menetelméa toimii ja siind olisi
hyvé jatkokehityksen kohde ja lisdys oikeisiin forensisiin tutkimuksiin. Erityisesti TLC- ja
SERS-menetelmien yhdistdminen toimi hyvin ja se on tyén suurin onnistuminen. R&jéhdeai-
neiden SERS-tutkimus vaatii vield lisaa kehitysta. Tutkittujen materiaalien otannat olivat pienet
ja menetelman kehityksen jatkon kannalta olisi tarkea keskittyd yhden tietynlaisen ndytematrii-
sin SERS-kehitykseen. SERS-tekniikkaan 16ytyy myos kaupallisia substraattilevyjd, joita kan-

nattaa kokeilla menetelmén kehityksessa tulevaisuudessa.
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Y hteenveto mitatuista naytteista

Yhteenveto tydssa kéaytetyistd naytteista ja niiden méaérista.

Nayte

Kappalemaara

Punainen pigmentti/vériaine
Punainen spraymaali

Violetti spraymaali
Vaaleanpunainen spraymaali
Punaisen sorkkaraudan maali
Oranssi sorkkaraudan maali
Sininen kuulakarkikynan muste
Sininen geelikyn&n muste
Punainen tussivari

Musta tussivari
Vaaleansininen tussivari
Keltainen tussivari
Trinitrotolueeni (TNT)
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MSP-laadunvarmistusmittaukset

Hopeakolloidi era 1 (E1)
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Liite 2
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TITLE: Hopeakolloidi E1 toukokuu
TITLE: Hopeakolloidi EL heindkuu
TITLE: Hopeakolloidi E1 marraskuu
panorama 3.2.19.0 Page 1 of 1

Ensimmaisen kolloidieran (E1) mikrospektrofotometrisesti mitatut UV-Vis -spektrit. Spekirit

mitattiin touko-, heiné- ja marraskuussa 2019.



90

Hopeakolloidi erad 2 (E2) 11:19:14 13/11/2019
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Toisen kolloidieran (E2) mikrospektrofotometrisesti mitatut UV-Vis -spektrit. Spektrit mitat-

tiin hein&- ja marraskuussa 2019.
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Liite 3
SEM-laadunvarmistusmittaukset
Project: ToninGradu-AgNP-laatukontrolli-01-11-201 Sample: Sample 1
9 Type: Default
Qwner: rtllabra ID: N. 1 AgNP vanha era
Site: Site of Interest 1
Spectrum 3
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Ensimmaisen kolloidierdn (E1) pyyhkaisyelektronimikroskoopilla mitattu spektri.
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Project: ToninGradu-AgNP-laatukontrolli-01-11-201 Sample: Sample 3
9 Type: Default

Owner: rtllabra ID: N. 3 AgNP 11072019 uusi era
Site: Site of Interest 2
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Toisen kolloidieran (E2) pyyhkaéisyelektronimikroskoopilla mitattu spektri.



