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Oberflachenverstarkte Raman-Spektroskopie

Die oberflichenverstirkte Raman-Spektroskopie (SERS) hat sich in

Angewandte

Aus dem Inhalt

den letzten Jahrzehnten zu einer ausgereiften schwingungsspektro-

skopischen Technik entwickelt, und die Zahl der Anwendungen in der
Chemie, den Material- und insbesondere den Lebenswissenschaften

steigt rasant. Dieser Aufsatz erklirt die theoretischen Grundlagen von

SERS in einem kurzen Tutorium und fasst — basierend auf Ergebnis-
sen aus Originalarbeiten der letzen Jahre — wichtige fundamentale
Aspekte, die fiir das Verstindnis von SERS wichtig sind, zusammen.
Daran schlief3t sich ein Abschnitt iiber neuere Ansdtze zur Synthese

und Priparation plasmonischer Nanostrukturen an. Chemische An-

wendungen von SERS bilden das Herzstiick des Aufsatzes. Sie decken
eine breite Spanne an Themen ab, von der Katalyse und Spektro-
elektrochemie bis hin zur Einzelmolekiildetektion und (bio)analyti-

schen Anwendungen.

1. Einleitung

Die oberfliachenverstiarkte Raman-Streuung (SERS, sur-
face-enhanced Raman scattering) wurde erstmalig 1973 fiir
auf einer aufgerauten Silberelektrode adsorbiertes Pyridin
beobachtet (erste Publikation: 1974)! und 1977 korrekt in-
terpretiert.’! Anfinglich wurde SERS von einer relativ klei-
nen Gruppe von Wissenschaftlern verwendet, die Expertise
sowohl in der Elektrochemie als auch der Raman-Spektro-
skopie besal3en, wobei letztere zu dem Zeitpunkt sehr gute
Kenntnisse tiber Optik und Laser erforderte. Die Beobach-
tung von Einzelmolekiil-SERS im Jahr 199754 war ein star-
ker Stimulus fiir das gesamte Gebiet, denn diese Experimente
demonstrierten, dass die Signalstirke der Raman-Streuung
mit der der Fluoreszenz konkurrieren kann. Fiir die schnelle
Entwicklung von SERS wihrend der letzten zwei Jahrzehnte
waren Fortschritte in der Nanofabrikation und Raman-In-
strumentierung gleichermafen wichtig. Heutzutage erweitern
Wissenschaftler aus einer grof3en Bandbreite von Disziplinen
— von Chemie und Physik iiber die Material- zu den Le-
benswissenschaften — unser Wissen iiber SERS und stehen
erst am Anfang, das immense Potential dieser Technik in
zahllosen uni- und multidisziplindren Ansitzen zu nutzen.

Mehrere exzellente Ubersichtsartikel,F! Monographi-
en'"% und Themenhefte'*'®! sowie die Fortschrittsberichte
eines Faraday-Diskussionstreffens!'” zu SERS sind verfiigbar.
Die zentrale Idee hinter diesem Aufsatz ist die Fokussierung
auf die Zusammenfassung von Schliisselkonzepten und aus-
gesuchten Beitrdgen einzelner Forschungsgruppen wihrend
des letzten Jahrzehnts, die fiir die breite und heterogene Le-
serschaft der Angewandten Chemie von Interesse sind. Dieser
Aufsatz enthélt somit keine vollstédndige Liste von Zitaten der
sehr umfangreichen SERS-Literatur, sondern verweist den
Leser auf neuere SERS-Ubersichtsartikel zum betreffenden
Thema.

Nach einem kurzen Tutorium zu SERS (Abschnitt 2)
werden wichtige Resultate ausgesuchter Beitridge aus Fach-
zeitschriften zu grundlegenden Aspekten von SERS vorge-
stellt (Abschnitt 3). Da metallische Nanostrukturen eine
Voraussetzung fiir die Beobachtung von SERS sind, werden
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wichtige Entwicklungen beziiglich neuer Konzepte und Syn-
thesen in diesem Gebiet zusammengefasst (Abschnitt 4).
Chemische Anwendungen von SERS werden in Abschnitt 5
diskutiert und bilden das Herzstiick dieses Aufsatzes. Sie
decken eine breite und diverse Spanne an Themen ab, von der
Katalyse und Spektroelektrochemie (5.1) bis hin zur Einzel-
molekiildetektion (5.2). Analytische Anwendungen von
SERS (5.3) beinhalten verschiedene Aspekte wie den Nach-
weis und das Einfangen von Molekiilen als auch die Kombi-
nation aus Festphasensynthese und direkter Detektion. Ein-
zelne Unterabschnitte widmen sich bioanalytischen Anwen-
dungen (5.4) einschlieBlich SERS-Markierungspartikeln
(5.5), mit dem Fokus auf den Nachweis von Nukleinsduren
und Proteinen. Die in den jeweiligen Abschnitten beschrie-
benen Beispiele wurden ausgewéhlt, um die zugrundelie-
genden Konzepte und Strategien anhand von experimentel-
len und theoretischen Ergebnissen aus Schliisselpublikatio-
nen zu illustrieren und hervorzuheben. Der letzte Abschnitt
enthélt Schlussfolgerungen und den Versuch, mogliche zu-
kiinftige Richtungen von SERS zu eruieren (Abschnitt 6).
Diejenigen Leserinnen und Leser, die sich vorwiegend oder
sogar ausschlieBlich fiir die chemischen Anwendungen inter-
essieren, mogen die Abschnitte 2 bis 4 iiberspringen und
direkt mit Abschnitt 5 anfangen wollen. Bitte nehmen Sie
jedoch zumindest die einfachste und wichtigste ,,SERS-
Gleichung® als Schliisselbotschaft mit: SERS =hohe mole-
kulare Spezifitdt der Raman-Spektroskopie + Metall-Nano-
strukturen, die lokalisierte Oberflachenplasmonenresonan-
zen unterstiitzen + hohe Sensitivitdt. Die Auswahl der in
diesem Aufsatz iiber Konzepte und chemische Anwendungen
von SERS erwihnten Beitrdge aus der wissenschaftlichen
Originalliteratur ist natiirlich subjektiv. Ich muss mich daher
bei allen Kolleginnen und Kollegen entschuldigen, deren
Arbeiten hier nicht im Detail beschrieben und zitiert sind.

[*] Prof. Dr. S. Schliicker
Fakultat fiir Chemie, Universitat Duisburg-Essen
Universititsstrafe 5, 45141 Essen (Deutschland)
E-Mail: sebastian.schluecker@uni-due.de
Homepage: http://www.uni-due.de/schluecker-lab/
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Bitte konsultieren Sie die zahlreichen exzellenten Uber-
sichtsartikel, Monographien und die darin aufgefiihrten Ori-
ginalarbeiten, um einen vollstindigen Uberblick iiber die sehr
umfangreiche SERS-Literatur zu bekommen.

2. Ein kurzes Tutorium zu SERS

Im Vergleich zur normalen Raman-Spektroskopie erfor-
dert SERS zusitzlich Metallnanostrukturen als integralen
Bestandteil. Fiir das Verstdndnis von SERS muss man daher
nicht nur die Wechselwirkung zwischen Licht und Molekiilen/
Materie, sondern auch zwischen Licht und metallischen Na-
nostrukturen betrachten."'1%22 Dije optischen Eigen-
schaften von Metallnanostrukturen sind ein zentrales Thema
der ,,Plasmonik*, einem Forschungsgebiet mit einem Namen,
der ein Hybrid aus Plasmaoszillationen (Plasmonen) und
Elektronik ist, um die Ankopplung von Photonen zu La-
dungsdichtefluktuationen der Leitungsbandelektronen in
Metallen anzudeuten. In diesem kurzem Tutorium, das sich
an die allgemein chemisch gebildete Leserschaft wendet, wird
eine vereinfachte und in den meisten Féllen auch nur quali-
tative Betrachtung gegeben; dies wird allerdings als ausrei-
chend betrachtet, um die allerwichtigsten Konzepte zu ver-
anschaulichen.

Zunéchst muss man sich die Physik von angetriebenen
oder erzwungenen Schwingungen in Erinnerung rufen. Ein
bekanntes Beispiel aus der klassischen Mechanik ist der an-
getriebene harmonische Oszillator. Stellen Sie sich z. B. eine
Hiéngebriicke vor, die aufgrund von duflerlich einwirkenden
periodischen Antriebskréften, wie z.B. dem Wind, Schwin-
gungen mit sehr groBer Amplitude ausfiihrt (,,Resonanzka-
tastrophe®). Im Modell des harmonischen Oszillators ist die
Eigenfrequenz o = (k/u)"* des Oszillators allein durch die
Kraftkonstante k& und die reduzierte Masse u bestimmt.
Analog zu diesem Beispiel aus der Mechanik kann Laserlicht
als elektromagnetische Welle (anstelle des Windes als externe
Antriebskraft) die freien Leitungselektronen (,,Briicke*) im
Metall resonant anregen (Plama-Oszillationen oder kurz
Plasmonen). Die Eigenfrequenz w,,, von Plasmonen in der
Nanostruktur des Metalls héngt, neben weiteren Parametern,
von der dielektrischen Funktion des Metalls &, (w) sowie
des umgebenden Mediums ¢,(w) ab. Bei kolloidalem Silber
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(gelblich) und Gold (rétlicher Farbton) konnen lokalisierte
Oberflachenplasmonenresonanzen im sichtbaren Bereich
beobachtet und daher mit optischen Frequenzen (ca. 10—
10" Hz) resonant angeregt werden. Aufgrund der resonanten
Anregung wird durch das oszillierende elektrische Feld der
eintreffenden Laserstrahlung mit der Kreisfrequenz w;,, und
der Amplitude E, die Oszillation der Leitungselektronen
angetrieben, was z.B. in einem Gold-Nanopartikel (Abbil-
dung 1A) zu einer Ladungstrennung fiihrt. Diese Art von

A)

Matrix

elektromagnetische Welle

B)

Bijne | w
~ N

LSPR unterstitzende Metallnanostruktur

Abbildung 1. Elektromagnetische SERS-Verstirkung. A) Ein Goldnano-
partikel wirkt als Nanoantenne, indem eine dipolare lokalisierte Ober-
flichenplasmonenresonanz (LSPR) anregt wird. B) Sowohl das einfal-
lende (wi,, griin) als auch das ausgesendete Feld (w;,.—w.;, Orange)
werden durch elastische Lichtstreuung an der LSPR-unterstiitzenden
Metallnanostruktur verstarkt.

Resonanz wird als dipolare lokalisierte Oberflichenplasmo-
nenresonanz (LSPR, localized surface plasmon resonance)
bezeichnet. Die Stirke des induzierten Dipols itpgmetary Wird
dabei bestimmt durch die Polarisierbarkeit der Metallkugel
Omera Und der eintreffenden elektrischen Feldstirke Eo(wiy):
Uing = Omea Eo(@ine). Die Polaritéit des induzierten Dipols pi,q
verdndert sich periodisch mit der Kreisfrequenz w;, der
elektromagnetischen Welle als externer Triebkraft. Hier
wurde also ein Hertzscher Dipol (siehe elektrische Feldlinien
in Abbildung 1 A) auf der Nanometerskala generiert, d.h.
eine Nanoantenne, welche Strahlung mit der gleichen Fre-
quenz w;,. (griin in Abbildung 1 A und B) emittieren kann.
Mit anderen Worten: Wir haben eine qualitative Beschrei-
bung von resonanter elastischer Lichtstreuung geliefert, die —
ausgehend von einer Metallkugel — im Vergleich zum einfal-
lenden elektrischen Feld Ey(w;,) (siche Abschnitt3.1) zu
einer Verstarkung des lokalen elektrischen Feldes E,.(w;,.) in
der unmittelbaren Umgebung des Metallpartikels fiihrt. Bitte
unterscheiden Sie hier sowohl physikalisch als auch begriff-
lich klar zwischen Absorption und Streuung sowie der Ex-
tinktion als Summe von beiden; an dieser Stelle wird aus-
schlieBlich auf die Streuung eingegangen, da diese fiir die
elektromagnetische Verstdrkung von Raman-Streuung bei
SERS genutzt wird (siche unten).
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Dariiber hinaus miissen wir die Interaktion des lokalen
elektrischen Feldes E,.(w;,.) mit einem Molekiil in der Ndhe
der Oberfliche der Metallkugel betrachten (Abbildung 1B).
Ahnlich wie bei dem in der Metallkugel induzierten Dipol
konnen auch in Molekiilen Dipole induziert werden. p;,g =
Omotecute Eroc(®@ine). Das induzierte Dipolmoment u;,q und das
einfallende lokale elektrische Feld E.(wi,.) sind vektorielle
GroBen, wihrend die elektronische Polarisierbarkeit o, opecure
des Molekiils, welches die beiden verbindet, ein Tensor
zweiten Grades mit neun Komponenten ist; hiufig ist der
Tensor symmetrisch und nur sechs Komponenten sind von
Bedeutung. Das Vorkommen inelastischer Lichtstreuung
kann in der klassischen Theorie als Modulation des einfal-
lenden elektrischen Feldes Ej,.(w;,.) durch ein schwingendes
Molekiil mit der Eigenkreisfrequenz w,;, erkliart werden. Es
kommen drei Dipol-Komponenten — vor:  ging(winc),
Hinad(@ine—@yip) Und ping(@inet+o,5), die der Rayleigh-, Stokes-
Raman- und anti-Stokes-Raman-Streuung entsprechen.

Um zu erkldren, warum nur diskrete Linien vorkommen
und um die verschiedenen Intensititen fiir Stokes- und anti-
Stokes-Streuung zu verstehen, miissen wir die Quantenme-
chanik heranziehen. Abbildung 1B zeigt dies am Beispiel der
Stokes-Raman-Streuung mit einer Kreisfrequenz wj,.—w.;,
fiir einen ganz bestimmten Schwingungszustand aus der Ge-
samtzahl der Normalschwingungen (3N—6 fiir nichtlineare
Molekiile bzw. 3N—5 fiir lineare Molekiile). Diese fre-
quenzverschobene Strahlung w;,.—w,;, selber wiederum
(linker orangefarbener Pfeil in Abbildung 1B) kann eine
LSPR des Metallkolloids in Abbildung 1 A anregen. Wieder
kann elastische Lichtstreuung ausgehend von einer Metall-
kugel stattfinden (rechter orangefarbener Pfeil in Abbil-
dung 1B) und die ausgesendete Strahlung kann im Fernfeld
nachgewiesen werden. Diese Darstellung ist nicht beschrankt
auf die hier besprochenen Metallkolloide, sondern kann auf
alle Nanostrukturen angewendet werden, die LSPR unter-
stiitzen (siche Abschnitt4). Die gesamte SERS-Intensitit
hiangt sowohl vom einfallenden Feld E(w;,) als auch vom
ausfallenden Feld E(wj,—®yp) ab: Iigrs = H(@in) I(0ine— 0yi,)
=| E(0yne) |?| E(0pe—oyp) | > Eine optimale SERS-Verstir-
kung erfordert daher, dass sowohl die einfallende Strahlung
bei w;,. als auch die Stokes-Raman-verschobene Strahlung bei
Wine—Wyi, Mit der Plasmonenbande der Nanostruktur des
Metalls iiberlappen. Fiir w;,. > o, oder wj, = 0j,.—®yp, d.h.
wenn w;,. (einfallendes Laserlicht) und wj,.—o.;, (Stokes-
Raman-Streuung fiir eine bestimmte Schwingungs-Raman-
bande) nahe beieinander liegen, ergibt sich die bekannte
| E|*Nédherung fiir die SERS-Intensitét: Igpps | E(wi) | *
Diese Néherung ist typischerweise gut fiir Frequenzen w;,. im
blauen und griinen Bereich, aber nicht mehr fiir den roten
oder nahinfraroten Bereich.

Da die elektrische Feldstidrke der Strahlung eines Dipols
mit E(r)~1/r=r"" skaliert, wird eine SERS-Abstandsab-
hingigkeit von Iggrs~1/r'2=r"'? theoretisch erwartet und
auch experimentell bestétigt (sieche Abschnitt 3.4). Mit an-
deren Worten: SERS ist ein wahrhaft oberflichenselektiver
Effekt. AuBerdem ist auch die Ausrichtung des Molekiils re-
lativ zur Oberfliche von Bedeutung, und dies kann nachge-
wiesen werden: flache vs. schriage vs. senkrechte Ausrichtun-
gen fithren zu jeweils unterschiedlichen SERS-Signaturen, da
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die verschiedenen Schwingungen des adsorbierten Molekiils —
z.B. solche in der Ebene oder aus der Ebene eines aromati-
schen Ringes heraus (cf. Abbildung 1B) — unterschiedlich
verstdrkt werden.

Der oben beschriebene elektromagnetische Verstér-
kungsmechanismus basiert allein aufgrund der Anwesenheit
der Metallnanostruktur und Photonen mit passender Fre-
quenz. Um es drastischer auszudriicken: Dieser rein physi-
kalische Effekt erfordert keine Anwesenheit von Molekiilen
(sieche Abschnitte 3.1 und 3.2) und — wenn iiberhaupt — dann
ausschlieBlich fiir die ,,Frequenz-Konversion“ von wj, zu
Wine— Wy, (Abbildung 1B). Die zentrale Aussage hierbei ist,
dass sehr starke elektrische Felder der Grund fiir die signifi-
kant erhohte Signalstédrke sind, die bei SERS gegeniiber der
normalen Raman-Streuung beobachtet werden kann. So
fithrt z. B. ein Anstieg von E,./E;,.=100 =107 zu einem An-
stieg der SERS-Intensitdt um einen Faktor von insgesamt
(Epel Eine)* = (10%)*=10% oder einhundert Millionen. Mit an-
deren Worten: Ein moderater Anstieg von E,/E;,. fiihrt zu
massiven SERS-Verstirkungen (sieche Abschnitte 3.2 und
3.3). Diese Zahl — 10° im angefiihrten Beispiel — wird als
SERS-Verstirkungsfaktor (EF, enhancement factor) be-
zeichnet. Er nimmt bei SERS eine zentrale Stellung bei der
Quantifizierung der Signalverstdrkung ein. Die experimen-
telle Bestimmung des EF bei SERS erfordert Messungen der
SERS-Intensitét von auf einer Metalloberflache adsorbierten
Molekiilen in Relation zur ,normalen“ Raman-Intensitéit
derselben ,,freien Molekiile in Losung. Beide Intensitdten
miissen auf die Anzahl von Molekiilen auf der Oberfldche
(SERS) bzw. in der Losung (konventionelles Raman) nor-
miert werden.

SERS ist eine molekiilspektroskopische Technik, die auf
der plasmonunterstiitzten Streuung von Molekiilen auf oder
in der Ndhe von Metallnanostrukturen basiert, welche eine
LSPR unterstiitzen. Molekiile sind daher ein intrinsischer und
integraler Bestandteil von SERS, und es ist dieser Reichtum
an chemischer/molekularer, und zu einem gewissen Grad
auch struktureller Information, der SERS zu einer solch
wertvollen molekiilspektroskopischen Technik macht. Mit
anderen Worten: Es gibt kein SERS ohne Molekiile, aber
ebenso gibt es kein SERS ohne plasmonische Nanostrukturen
(plus Licht natiirlich). Fiir eine theoretische Betrachtung von
SERS ist es daher zwingend erforderlich, die Interaktion von
Molekiilen mit der Metalloberfldche und die elektronischen
Eigenschaften des dazugehorigen Adsorbats mit einzubezie-
hen. Die entsprechenden Effekte werden unter dem Begriff
»Chemische Verstirkung® zusammengefasst (siche Ab-
schnitt 3.5).

Der néchste Abschnitt behandelt viele Facetten von
SERS, die in diesem Tutorium nur kurz angerissen wurden.
Wichtige Ergebnisse aus Originalarbeiten der jiingeren Ver-
gangenheit, die unser Wissen iiber SERS erweitert haben,
werden dabei hervorgehoben.
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3. Grundlegende Aspekte von SERS

3.1. Feldverstirkung in Edelmetall-Nanostrukturen: Theorie und
Experiment
3.1.1. Elektromagnetische Verstdirkung: Theorie fiir einzelne
Kugeln und Dimere

Die im Jahre 1997 beschriebenen SERS-Experimente an
einzelnen Molekiilen gaben den Anstof, theoretische Un-
tersuchungen iiber die Grofle des elektromagnetischen EF in
Metallkolloiden anzustellen, und zwar insbesondere im Hin-
blick auf den Ursprung sehr hoher EF, die fiir die Generie-
rung von Einzelmolekiil-SERS notwendig sind. Abbildung 2

3 60 nm

Abbildung 2. Elektromagnetischer Verstarkungsfaktor (farbkodierte log-
Skala) fiir Dimere von Silbernanopartikeln (linke und mittlere Spalte)
im Vergleich zu isolierten Silbernanopartikeln (rechte Spalte). Aus

Lit. [26].

zeigt den elektromagnetischen EF (| E |*) fiir dimere Struk-
turen zweier Kugeln (oben) und zweier Polygone (unten),
zusammen mit den entsprechenden isolierten Einzelpartikeln
(rechte Spalte). Die Darstellung in 2D zeigt einen horizon-
talen Querschnitt. Die Farbskala ist logarithmisch, und EF
auBerhalb der Bandbreite 100-10° werden jeweils in Dun-
kelblau bzw. Dunkelrot angezeigt.

www.angewandte.de

© 2014 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

S. Schliicker

Diese Berechnungen machen deutlich, dass isolierte Par-
tikel (rechte Spalte) — entweder einzelne Kugeln oder ein-
zelne Polygone — nicht zu einem groflen EF fiithren. Diese
bewegen sich typischerweise im Bereich von nur 10° und sind
daher fir Einzelmolekiil-SERS nicht von Bedeutung. Sehr
hohe EF konnen nur in oOrtlich eng begrenzten Bereichen
(,,Hotspots“) an der Verbindungsstelle von zwei Partikeln
beobachtet werden. Die linke und mittlere Spalte zeigen
Dimere, in denen die Partikel einen Abstand von 1 bzw.
5.5 nm haben. Durch die VergroBerung des Abstandes von
1 nm auf 5.5 nm sinkt der maximale EF im Hotspot von ca.
10'°-10" um drei GroBenordnungen auf ca. 10’-108 (besser zu
erkennen in Abbildung 2 in Lit. [26]). Ein geringer Abstand
zwischen den Partikeln wirkt sich daher giinstig auf die Er-
zeugung extrem starker, gleichzeitig aber auch ortlich sehr
eng begrenzter elektrischer Felder aus. Zeitabhéngige DFT-
Rechnungen sagen voraus, dass bei sehr kurzen Abstinden
(<1 nm) Quanteneffekte, wie z. B. Tunneln iiber die Verbin-
dungsstelle des Dimers hinweg, die optische Antwort verin-
dern. Dies fiihrt zu einem deutlich geringeren Anstieg des
elektromagnetischen Feldes im Vergleich zu klassischen
Vorhersagen.?”

Fiir andere Wellenlédngen gilt die gleiche rdumliche Ab-
hingigkeit der Verstiarkungsfaktoren, aber die GroBenord-
nung ist eine andere.*! Auch fiir Gold wurden Berechnungen
angestellt, und die entsprechenden Verstarkungen sind klei-
ner. Silber ist also plasmonisch aktiver als Gold und wird
deshalb allgemein fiir Einzelmolekiil-SERS-Experimente
bevorzugt. Andererseits besitzt Gold aber eine gro3ere che-
mische Inertheit und wird daher in solchen Experimenten
bevorzugt, in denen die chemische Stabilitét des Kolloids eine
groflere Rolle spielt als eine maximale Verstarkung. Dariiber
hinaus ndhern sich die dielektrischen Funktionen von Gold
und Silber im roten bis nahinfraroten Bereich einander an."!

3.1.2. Wahrscheinlichkeitsverteilung von errechneten SERS-Ver-
stdrkungsfaktoren

Hotspots sind ortlich eng begrenzte Regionen, die extre-
me Feldverstarkungen aufweisen (sieche dunkelrote Bereiche
in Abbildung 2). Im Gegensatz dazu kommen Bereiche mit
moderaten Verstarkungsfaktoren sehr viel hiufiger vor (siche
dunkelblaue Bereiche in Abbildung 2). Die Wahrscheinlich-
keit, zufillig ein Molekiil in einem Hotspot zu finden, d.h.
genau in der Liicke zwischen den Partikeln eines Dimers
(Abbildung 2), ist deshalb sehr gering. Es ist hingegen viel
wahrscheinlicher, ein Molekiil irgendwo auf der Oberfliche
eines der beiden Partikel zu finden, wo es nur eine moderate
Verstdarkung erfiahrt. Die entsprechende Wahrscheinlich-
keitskurve, also die statistische Verteilung der Wahrschein-
lichkeit, einen bestimmten EF zu finden, zeigt einen typischen
langsam abfallenden Verlauf (Abbildung 3)**?*) und spiegelt
damit die oben beschriebene qualitative Entwicklung wider:
Moderate EF weisen erheblich gro3ere Wahrscheinlichkeiten
auf als extreme EF. Bitte beachten Sie, dass die Darstellung
doppelt logarithmisch ist, d. h., sowohl x-Werte (EF) als auch
y-Werte (Wahrscheinlichkeit) sind auf einer logarithmischen
Skala dargestellt.
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Abbildung 3. Berechnete Wahrscheinlichkeitsverteilung von Verstir-
kungsfaktoren (EF) in SERS. Aus Lit. [29].

Molekiile mit relativ hohem differentiellem Streuquer-
schnitt do/dQ in der GréBenordnung von 107-10"% cm?sr~!
wie z.B. Farbstoffe benotigen ,,nur® Verstarkungsfaktoren
von 10’-10® fiir Einzelmolekiil-SERS (SM-SERS). Dagegen
benotigen Molekiile mit ,,normal“ hohem Streuquerschnitt
(do/dQ in der GroBenordnung von 107*-107* cm?sr™!,
meist als nichtresonante Molekiile bezeichnet; keine Farb-
stoffe) extrem groBe, aber gleichzeitig auch extrem seltene
EF von 10°-10" in SM-SERS. Es sei darauf hingewiesen, dass
der Maximalwert des EF in Abbildung 3 ca. 10" betrigt.
Diese Wahrscheinlichkeitsverteilung der EF sollte man im
Hinterkopf behalten, da sie deutlich macht, dass extrem hohe
EF &uBerst selten sind. Im Falle von Dimeren z.B. erfahren
nur die Molekiile, die im Hotspot liegen (siche Abbildung 2),
sehr hohe EF, wihrend diejenigen auflerhalb dieses Bereiches
sehr viel niedrigere EF aufweisen. Eine einfache Rechnung
veranschaulicht dies: Ein einzelnes Molekiil in einem Hot-
spot mit einem EF von 10" sendet ein gleich intensives
Raman-Signal aus wie 10 Millionen Molekiile, die nur einen
moderaten EF von 10° aufweisen.

Hotspots werden nicht nur an der Kontaktstelle zwischen
zwei Partikeln beobachtet, sondern auch an scharfen Ecken
und Spitzen, wobei letztere die Basis fiir spitzenverstirkte
Raman-Streuung (TERS) sind.

Zu-

3.1.3. Experimenteller Nachweis der ortsspezifischen Verteilung
von Verstdirkungen

Die Wahrscheinlichkeitsverteilung von Verstdarkungsfak-
toren in Abbildung 3 basiert auf Berechnungen, die durch
Experimente bestétigt werden miissen. Ensemblemessungen,
die auf linearer Raman-Spektroskopie basieren, konnen die
ortliche Verteilung von Verstdarkungen nicht bestimmen, da
nur Durchschnittswerte ermittelt werden. Deshalb ist nicht-
lineare Spektroskopie oder ein sequentieller, Molekiil-fiir-
Molekiil-Ansatz erforderlich, wobeli letzterem wahrscheinlich
die Empfindlichkeit fehlen wiirde, auch die kalten Stellen zu
beobachten. Andere Ansidtze verfolgen das Photobleichen
von adsorbierten Farbstoffmolekiilen ebenso wie schwin-
gungsangeregte adsorbierte Farbstoffmolekiile. Beiden An-
sdtzen fehlt ein klarer Schwellenwert. Im Gegensatz dazu
liefert das photochemische Lochbrennen (PHB) einen klaren
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Abbildung 4. Experimenteller Ansatz zur Bestimmung der ortsspezifi-

schen Wahrscheinlichkeitsverteilung von Verstarkungsfaktoren in SERS
durch photochemisches Lochbrennen (PHB) von Benzolthiol (BT)-Mo-
lekiilen auf einem Ag-Film auf Nanokugeln. Aus Lit. [37].

Schwellenwert fiir das elektrische Feld als Anhaltspunkt, was
die entsprechende Analyse der ortlichen Verteilung von
Verstirkungen maBgeblich vereinfacht.”]

Der experimentelle Ansatz ist in Abbildung 46" schema-
tisch dargestellt. Die SERS-aktive Nanostrukur ist eine auf
Nanokugeln aufgetragene Silberschicht (AgFON, Ag film
over nanospheres, Abbildung 4 A), und zwar 330 nm grofie
Nanokugeln iiberzogen mit einer 150 nm dicken Silberschicht
(REM-Bild in Abbildung 4C). Die Silberoberfliche des
AgFON wird bedeckt durch eine selbstangeordnete Mono-
lage aus Thiobenzol (BT) als Reportermolekiil. Da Thio-
benzol in Losung keine elektronische Absorption in der Nédhe
der hier verwendeten Laseranregung bei 532 nm aufweist,
wird angenommen, dass molekulare elektronische Resonan-
zen vernachléssigbar sind und dass hier vor allem die elek-
tromagnetische Verstdarkung eine Rolle spielt.

Das SERS-Spektrum des BT-Reportermolekiils (Abbil-
dung 4 B), das durch griine cw-Laseranregung angeregt wurde
(Abbildung 4 A), weist die charakteristischen Schwingungs-
Raman-Banden von Aromaten auf (Banden der Phenyl-CH-
Streckschwingungen bei ungefihr 3000 cm ™). Unter Belich-
tung mit einem starken 1-ps-Laserpuls (PHB-Pulse in Ab-
bildung 4D) werden BT-Molekiile in ein Fotoprodukt um-
gewandelt. Hier ist es wieder wichtig, dass der Ansatz mit
dem PHB-Laser die notwendige Kontrolle und Selektivitét
fiir die experimentelle Abfrage der lokalen Verstiarkung si-
cherstellt. Photoschddigung kommt nur an den Stellen mit
den groBten Verstarkungen vor, gefolgt von Molekiilen an
Stellen mit stufenweise kleiner werdenden Verstirkungen.
Mit anderen Worten: Die Stidrke des PHB-Pulses macht es
moglich, nur diejenigen Molekiile zu untersuchen, die sich an
Stellen mit einer Verstarkung groBer als dem scharfen
Schwellenwert befinden. Nach der Photokonversion kann die
Beschaffenheit der selbstorganisierten Monolage, die nun
eine Mischung aus Photoprodukt und BT-Molekiilen enthilt,
durch einen griinen cw-Laser mit geringer Leistung unter-
sucht werden (Abbildung 4E).
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Das SERS-Spektrum der belichteten SAM auf dem
AgFON-Substrat weist aufgrund der Anwesenheit des Pho-
toprodukts neue Schwingungs-Raman-Banden im Bereich
von 1550 cm ™' und 2100-2200 cm ™! auf (siehe Abbildung4F).
Gleichzeitig weist die Intensitdt der CH-Streckbande bei
3000 cm ! auf einen Verlust von BT-Molekiilen hin (Abbil-
dung 4F). Die vergleichbaren SERS-Intensitédten des Photo-
produkts und BT — zusammen mit dem Fehlen offensichtli-
cher Effekte auf die AgFON-Oberflichenplasmonenreso-
nanz aufgrund andauernder gepulster PHB-Bestrahlung —
stiitzen die Schlussfolgerung, dass PHB-Pulse nicht das
AgFON als SERS-Substrat verdandern, sondern lediglich die
Photokonversion von BT auslosen. Das Anrege(PHB 1 ps
532 nm)-Abfrage(Raman cw 532 nm)-Experiment wurde mit
unterschiedlichen Laserleistungsdichten durchgefiihrt, und
die Intensitdt der aromatischen CH-Streckbande bei
3000 cm ! wurde als spektral sauber abgetrennter Marker fiir
die Uberwachung der Bildung des Photoprodukts (Abbil-
dung 4 A) genutzt. Nach 1000 Pulsen wird ein konstantes
Raman-CH-Strecksignal beobachtet, was darauf hinweist,
dass der Abfall der Intensitit durch Photoschiddigung von BT
abgeschlossen ist.

Ein Modell wurde entwickelt, mit Hilfe dessen — ausge-
hend von der Annahme, dass jeder PHB-Puls eine konstante
Wabhrscheinlichkeit zur Induzierung von Photoschidden hat —
die Verteilung ortlicher Verstirkungen berechnet werden
kann. Aus dieser Gleichung kann der zentrale Schluss gezo-
gen werden, dass die relative Intensitédt /[, umgekehrt pro-
portional zu E; ist, d.h., je groBer die Feldstarke E;, (Laser-
leistungsdichte) ist, umso niedriger ist die BT-Intensitét auf-
grund der verstirkten Bildung des Photoprodukts. Die Dar-
stellung von 1/], als eine Funktion von 1/E;,, wie in Abbil-
dung 5 gezeigt, veranschaulicht die Ubereinstimmung der
experimentellen Daten mit dem Modell.

lokale Feldverstarkung g
10 20 30 4050 100 200 500

104

10-6-

10%
§ 10-104
2
T 1072
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1016

10'”‘_ T T T T T T
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Abbildung 5. Wahrscheinlichkeitsverteilung der Raman-Verstarkungs-
faktoren, bestimmt aus Daten, die mit dem in Abbildung 4 gezeigten
Experiment erhalten wurden. Aus Lit. [37].

Berechnungen zufolge tragen nur 63 von insgesamt
1 Million Molekiilen (!) an ,heiBen Stellen“ (Verstirkung
>10°) zu 24% des SERS-Signals insgesamt bei, wobei die
kiltesten Stellen” 61 % der Molekiile umfassen, aber nur zu
4% zur SERS-Intensitit insgesamt beitragen.”” Diese Her-
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angehensweise kann im Prinzip auch auf jedes andere SERS-
Substrat angewendet werden.

3.1.4. Experimentelle Bestimmung der Abstandsabhdingigkeit von
SERS in einem Dimer-Modell

Molekiile in der Liicke zwischen zwei Silber- oder Gold-
nanopartikeln weisen SERS-Intensitdten auf, die im Ver-
gleich zur normalen Raman-Streuung um mehrere Groflen-
ordnungen erhoht sind, in manchen Fillen bis hinunter auf
die Einzelmolekiilebene. Parameter wie z.B. die Abhingig-
keit der SERS-Signale von der GroB3e und Form des NP-
Dimers sowie die Rolle der Polarisation des einfallenden
Lichtes wurden untersucht. Die elektromagnetische Theorie
sagt vorher, dass die Entfernung zwischen zwei Partikeln die
Feldverstarkung im Hotspot des Dimers entscheidend be-
stimmt. Auf experimentellem Wege hingegen ist es sehr
schwer, eine Abstandskontrolle im Sub-Nanometerbereich zu
erreichen, da es sehr schwierig ist, die Trennung wéhrend der
SERS-Messungen prizise und flexibel durchzufiihren.

Dies wurde aber erreicht durch eine Kombination von
SERS und dem Verfahren des mechanisch kontrollierten
Bruchkontakts, anhand dessen die SERS-Signale von Mole-
kiilen, die sich in einer Nanoliicke zwischen zwei Goldelek-
troden auf einem Silicium-Chip befinden (sieche Abbil-
dung 6),*¥ gemessen werden. Die beiden Elektrodenspitzen

Raman-Spektrometer |
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Deckschicht

Linse

Au-EIektrodeﬁ

|
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Gegenbhalter Piezo

Abbildung 6. Experimenteller Aufbau der Raman-Spektroskopie mit
mechanischem Bruchkontakt. Aus Lit. [38].

reprasentieren ein Modell eines Gold-Dimers mit einem
wohldefinierten Abstand. Die Abstandsgroffe kann mecha-
nisch durch einen piezoelektrischen Messfiithler mit Auflo-
sung im Sub-Nanometerbereich kontrolliert werden (Abbil-
dung 6). Diese sehr prizise und stabile Einstellung des
Elektrodenabstands ist eine Voraussetzung, um die Variation
der SERS-Intensitdt als eine Funktion des Abstands der
Partikel in einem Dimer kontrollieren zu konnen, da es ins-
besondere der Abstand zwischen zwei einzelnen Partikeln
(hier: die zwei Elektroden) ist, der in entscheidender Weise
die elektromagnetische Verstdarkung bestimmt.

Die Ergebnisse der SERS-Messungen mit Abstandskon-
trolle im Angstrom-Bereich sind in Abbildung 77 darge-
stellt. Verringert man die Liicke von 0.8 nm auf 0.6 nm und
schlieBlich auf 0.4 nm, steigt das SERS-Signal von 1,4-Ben-
zoldithiol kontinuierlich an. Ahnliche Ergebnisse werden mit
anderen Molekiilproben wie z.B. 4-Aminothiophenol erzielt.
Gegenwirtig liegt die Erfolgsrate bei der Untersuchung von
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Abbildung 7. SERS-Spektren von 1,4-Benzoldithiol bei unterschiedli-
chen Partikelabstidnden: a) 0.8 nm, b) 0.6 nm und c) 0.4 nm. Aus
Lit. [38].
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abstandsabhingigen SERS-Spektren bei etwa 20 % mit Raum
fiir experimentelle Verbesserungen.

Es ist wahrscheinlich, dass viele weitere interessante
Studien aus diesem Ansatz, SERS und das Verfahren me-
chanisch kontrollierter Bruchkontakte zu verbinden, folgen
werden, mit Anwendungen in der Einzelmolekiil-Schwin-
gungsspektroskopie, in der molekularen Elektronik, der
Sensorik und in anderen Gebieten, in denen die Synergien
von Sub-nm-Abstandskontrolle, molekularer Identifikation,
Orientierung und — zu einem gewissen Grad — auch struktu-
reller Information, erforscht werden konnen.

3.2. Jenseits einzelner Kugeln und Dimere: von Trimeren zu
Superstrukturen
3.2.1. Experimentelle Struktur-Wirkungs-Beziehung in Gold-Di-
meren und -Trimeren

Struktur-Wirkungs-Beziehungen kommen in der physi-
kalisch-organischen Chemie héufig vor, aber ihre Anwen-
dung fiir plasmonische Nanostrukturen und SERS ist wegen
der Variationen in der GroBe der kolloidalen Partikel (Mo-
nodispersitit), ihres Aggregationszustandes (ClustergroBe)
und ihrer geometrischen Anordnung (z.B. lineare vs. L-for-
mige Trimere)® " eine groBere Herausforderung, Korrela-
tive LSPRS-HR-TEM-SERS-Experimente mit Dutzenden
von einzelnen glasbeschichteten Gold-Dimeren und -Trime-
ren wurden durchgefiihrt, um die wichtigsten physikalischen
Parameter zu bestimmen, die sehr hohe Verstiarkungsfakto-
ren (EFs) in diesen Hotspot-Strukturen hervorbringen. Ab-
bildung 8 zeigt die Ergebnisse von korrelativen LSPRS-HR-
TEM-SERS-Experimenten mit glasbeschichteten dimeren
und trimeren Nanoantennen.” Die beiden Dimere in Ab-
bildung 8a und b zeigen gleiche Strukturen, aber sehr unter-
schiedliche LSPR-Spektren. Thr entsprechender EF befindet
sich jedoch in derselben GroBenordnung. Dies deutet darauf
hin, dass die AbstandsgroBe fiir den EF der Nanostruktur von
entscheidender Bedeutung ist, was die zuvor beschriebenen
Ergebnisse bestitigt (siehe Hinweise in Lit. [39]). Auch die
Trimere mit linearen (Abibldung 8c) und gekriimmten Geo-
metrien (Abbildung 8d) haben unterschiedliche LSPR-
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Abbildung 8. HR-TEM-Bilder und zugehérige Einzelpartikel-LSPR-Spek-
tren von glasbeschichteten Goldnanopartikel-Dimeren und -Trimeren.
Aus Lit. [39].

Spektren, aber gleiche EF. Da ihr EF denen der Dimere
dhnelt, scheint die Addition von Hotspots nicht zu einer zu-
sdtzlichen Verstarkung zu fithren. Im Gegensatz zu Dimeren
weisen Trimere hingegen eine quasi-polarisierungsunabhén-
gige optische Antwort auf.*!]

Insgesamt zeigten die korrelativen HR-TEM-SERS-Ex-
perimente, dass alle stark SERS-aktiven Dimer- und Trimer-
Nanoantennen entweder koaleszierte oder getrennte NP-
Kerne aufwiesen, mit Abstandsgrof3en im Bereich <1 nm -
eine Erkenntnis, die im Einklang steht mit den Ergebnissen
von Rechnungen mittels der Finite-Elemente-Methode
(FEM).

3.2.2. Plasmonische 3D-Superstrukturen durch Selbstassemblie-
rung von Satelliten auf einem Kern

Dimere zeichnen sich dadurch aus, dass sie einen einzigen
Hotspot in der Liicke und — durch ihre im Vergleich zu einer
Einzelkugel reduzierten Symmetrie — eine hohe anisotrope
optische Antwort aufweisen. Maximale Signale werden be-
obachtet, wenn die Laserpolarisation parallel zur Achse des
Dimers ist, wihrend eine senkrechte Orientierung nicht zu
einer resonanten Anregung der longitudinalen Plasmonen-
mode fiithrt. Die Herstellung von plasmonischen 3D-Super-
strukturen mit mehr als zwei Partikeln stellt die né&chste
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Komplexitdtsebene dar und ist ein wichtiges Thema in der
Materialwissenschaft.?#! Besonders Verfahren, die auf
Selbstassemblierung basieren, gehoren zu den vielverspre-
chendsten Bottom-up-Ansdtzen. Im Gegensatz zu Dimeren
mit nur einem Hotspot konnen Assemblate bzw. Cluster eine
ganze Serie von Hotspots aufweisen (Abbildungen 9 und 10).
Fir N Satelliten, die eine einzelne zentrale Kugel (Kern)
umkreisen und sich gegenseitig beriihren, betrigt die Anzahl
der Hotspots 2N—1=N (zwischen den Satelliten und dem
Kern) und N—1 (zwischen den Satelliten), d. h. die Anzahl der
Hotspots steigt linear mit der Gesamtzahl der Kugeln (N+1).
Dariiber hinaus wird eine quasi-isotrope optische Antwort —
im Gegensatz zur charakteristischen |cosé |>-Abhingigkeit
von Dimeren (wobei 6 der Winkel zwischen der Laserpola-
risation und der Dimerachse ist) — theoretisch erwartet, was
auch auf Einzelpartikelebene experimentell belegt wurde.*!!

Abbildung 9 zeigt elektronenmikroskopische Bilder von
SERS-aktiven  selbstassemblierten  3D-Superstrukturen.
80 nm groBe Gold-Kerne wurden mit Raman-Reportermo-
lekiilen inkubiert und mit einer sehr diinnen Silica-Hiille

a) b)

29 1151).
—

c) "’“é ?‘d)

o
o
Bal s ol

Abbildung 9. TEM-Bilder a) eines 80 nm grofien Gold-Kerns mit ultra-
diinner Silica-Schale, b,c) einer 3D-Superstruktur mit 20 nm grofien,
auf dem Kern selbstassemblierten Gold-Satelliten bei b) hoher und

c) niedriger Auflésung und d) einer glasumhiillten 3D-Superstruktur.
Aus Lit. [46].

29 1105)
—

29 1150
—

verkapselt (Abbildung 9a),*! unter Verwendung eines in
Abschnitt 4.1.1 beschriebenen Protokolls. Die ultradiinne
Glashiille wurde mit einer bindren Mischung von Silanen,
inklusive einem Aminosilan, funktionalisiert. Negativ gela-
dene, Citrat-stabilisierte 20 nm Goldkugeln haben sich um
diesen positiv geladenen (—NH;") glasverkapselten 80 nm
Kern herum assembliert (Abbildung 9b,c). SchlieBlich wurde
die 3D-Struktur durch eine Silica-Verkapselung stabilisiert
(Abbildung 9d). Korrelative HR-REM-Dunkelfeld-LSPR/
SERS-Experimente mit einzelnen SERS-aktiven 3D-Super-
strukturen sowie Berechnungen mittels der Finite-Elemente-
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Methode bestitigen zusammen die plasmonische Kopplung
zwischen dem Kern und den Satelliten-Partikeln, wobei die
Hotspots sowohl zwischen Kern und Satelliten als auch zwi-
schen den Satelliten auftreten (Abbildung 10). Derartige
Computersimulationen sind generell sehr aufschlussreich fiir
das Verstdndnis von plasmonischer Kopplung in komplexen
Metallnanostrukturen und insbesondere dem Vorkommen
von Hotspots.

613 nm

x10"°
2

Abbildung 10. Raumliche | E|*Verteilung in einem 2D-Ausschnitt eines
computergenerierten 3D-Modells basierend auf der einzelnen Super-
struktur in Abbildung 9d. Drei unterschiedliche LSPR bei 613, 706 und
833 nm kdnnen beobachtet werden. Aus Lit. [46].

Der folgende Abschnitt beschreibt den direkten experi-
mentellen Nachweis von Hotspots.

3.3. Experimenteller Nachweis von Hotspots: Isolierung,
Untersuchung und Lokalisierung von Hotspots
3.3.1. Isolierung und Erforschung des Hotspots zwischen zwei
Silbernanowiirfeln

Berechnungen zu Dimeren von Nanokiigelchen (siehe
Abschnitt 3.1) haben gezeigt, dass diese Objekte ideale
Kandidaten fiir die Erzielung groBer Feldverstarkungen sind,
da sich Hotspots an der Verbindungsstelle zwischen den
beiden Kugeln bilden. Die Untersuchung einzelner Dimere
wiirde es sogar moglich machen, die Feldverstarkung in den
Hotspots zu quantifizieren und wertvolle Informationen zu
liefern, um die spezielle Struktur der Hotspots mit der ex-
perimentell beobachteten SERS-Intensitédt in Beziehung zu
setzen. Es ist daher von zentraler Bedeutung, den Signalbei-
trag von Molekiilen in den Hotspots zu bestimmen. Aber
nicht nur die wenigen Molekiile in den Hotspots mit den
grofiten Verstdarkungen, sondern auch die Molekiile an den
»kilteren Stellen“ tragen zum Gesamtsignal bei (siche Ab-
schnitte 3.1.2 und 3.1.3 zur Wahrscheinlichkeitsverteilung der
EF). Deshalb ist es notwendig, den Signalbeitrag der Mole-
kiile innerhalb und auB3erhalb des Hotspots voneinander zu
trennen. Andernfalls wiirde nur ein (niedrigerer) EF-Mittel-
wert nachgewiesen und nicht der tatsdchlich hohere EF .,
des Hotspots.

FEine elegante Form der selektiven Entfernung von Mo-
lekiilen an der Oberflache von Metallnanostrukturen ist das
Plasmaitzen. Diese Technik wird genutzt, um den Hotspot
zwischen zwei Silbernanowiirfeln zu isolieren und anschlie-
Bend den SERS-Verstiarkungsfaktor dieses speziellen Hot-
spots zu messen."’ Zunichst wurde anhand einzelner Sil-
bernanowiirfel gezeigt, dass Plasmaétzen die Reportermole-
kiile 4-Methylthiobenzol (4-MTB) und 1,4-Benzoldithiol (1,4-
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Abbildung 11. Isolierung von Molekiilen in einem Hotspot durch Plas-
maitzen. Eine selbstorganisierte Monolage von 4-Methylbenzolthiol
(4-MBT) wird auf der Oberflichen eines Dimers von Silbernanowiirfeln
erzeugt. Plasmaitzen entfernt die oberflichengebundenen Molekiile,
aufler denjenigen zwischen den Wiirfeln. Aus Lit. [47]

BDT), die beide eine selbstassemblierte Monolage auf der
Silberoberfliche bilden, entfernt. Dann wurde das Verfahren
ausgeweitet auf Nanowiirfel-Dimere mit einem engen Zwi-
schenraum zwischen den beiden sich fast berithrenden Wiir-
feln (Abbildung 11). Nach dem Eintauchen des Nanowiirfel-
Dimers in eine 4-MTB-Losung bildet sich eine selbstassem-
blierte Monolage auf der gesamten Oberfliche des Dimers
aus (Abbildung 11 oben). 4-MBT-Molekiile, die sich in der
engen Liicke zwischen den beiden Wiirfeln befinden, ver-
halten sich gegeniiber dem Sauerstoffplasma wie eine resis-
tente Multilage. Deshalb braucht es viel langer, im Hotspot
befindliche 4-MBT-Molekiile zu entfernen, als solche au3er-
halb des Hotspots, also z.B. an der Wiirfeloberseite. Allge-
mein fithrt Plasmaétzen zum selektiven Entfernen von Mo-
lekiilen, die nicht im Hotspot liegen (Abbildung 11 unten).
Interessanterweise ist nach der Entfernung von Molekiilen
auflerhalb des Hotspots nur eine geringe Abnahme der
SERS-Intensitdt auszumachen (Abbildung 12). Dies zeigt,
dass die Molekiile im Hotspot (also die Molekiile, die nicht
durch Plasmaédtzen entfernt wurden, aber die grofite Ver-
starkung erfahren) den groBten Beitrag zum SERS-Signal
leisten.

Nach dem Plamaitzen wurde der Silbernanowiirfel in
eine 1,4-BDT-Losung eingetaucht, um zu zeigen, dass das
Plasmaitzen zu keiner nennenswerten Anderung der Ober-
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Abbildung 12. SERS-Spektren von 4-MBT vor und nach Plasmaitzen,
gemessen bei paralleler Laserpolarisation bezuiglich der Dimer-Achse.
Das Signal nimmt nur sehr geringfiigig ab, was belegt, dass die 4-
MBT-Molekiile im Hotspot mit Abstand am meisten zur Signalverstir-
kung beitragen (vgl. Abbildung 11). Aus Lit. [47].
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flaiche des Silberwiirfel-Dimers gefiihrt hat. 1,4-BDT ist ein
Dithiol, das stark auf der Silberoberfliche haftet, was ver-
mutlich die treibende Kraft fiir die Entfernung von 4-MTB
aus den Hotspots ist.

Die Quantifizierung von EF erfordert einen Schitzwert
der Anzahl der Molekiile in den Hotspots. Die Autoren gehen
davon aus, dass jedes 4-MBT-Molekiil einen Platzbedarf von
0.49 nm* hat. Da die Nanowiirfel eine Kantenlinge von
100 nm haben, entspricht dies etwa 200 Schichten von 4-MBT-
Molekiilen in vertikaler Richtung (Abbildung 11). Auf der
Basis dieser Annahmen wurde ein Verstarkungsfaktor von
EF .. =2.2 x 107 bestimmt.

Molekiile in einem Hotspot erfahren nicht nur maximale
Verstiarkung (EF i), sondern ihr SERS-Signal zeigt auch
eine charakteristische Polarisierungsabhingigkeit. Maximale
SERS-Signale werden beobachtet, wenn die Laserpolarisati-
on parallel zur Dimer-Achse ausgerichtet ist (Abbildung 12
oben). Bei einer Ausrichtung im 45°-Winkel tritt eine weniger
starke Anregung der entsprechenden Plasmonenresonanz
auf, und die experimentell beobachtete SERS-Intensitét ist
niedriger als bei der parallelen Ausrichtung. Bei einer senk-
rechten Ausrichtung féllt die SERS-Intensitdt sogar noch
stiarker ab (Abbildung 13 oben). In diesem Fall tragen die im
Hotspot gelegenen Molekiile nicht weiter zum SERS-Signal
bei, das nun durch die Molekiile au3erhalb des Hotspots
bestimmt wird. (Abbildung 13 unten).
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Abbildung 13. SERS-Spektren von 4-MBT vor und nach Plasmaitzen,
gemessen bei senkrechter Laserpolarisation beziiglich der Dimer-
Achse. Das Signal nimmt drastisch ab, was belegt, dass sich die 4-
MBT-Molekiile im Hotspot befinden (vgl. Abbildung 11). Aus Lit. [47].

Die aufgezeigte Methodik des Plasmaétzens ist wertvoll,
da sie in der Lage ist, einen einzelnen Hotspot zu isolieren,
indem gezielt Molekiile auflerhalb des Hotspots entfernt
werden konnen, um anschlieBend die Eigenschaften des
Hotspots zu untersuchen und dessen Verstarkungsfaktor zu-
sammen mit seinem polarisationsabhiangigen Verhalten zu
bestimmen.

3.3.2. Direkter Nachweis der hohen riumlichen Lokalisierung von
Hotspots in SERS

Die kontrollierte Ablagerung von Molekiilen direkt im
Hotspot und in klar definierten Abstinden zum Hotspot
bildet die Basis fiir den Nachweis der starken rdumlichen
Lokalisierung von Hotspots. SERS-Messungen am selben
Typus von Analyten an unterschiedlichen Positionen auf
verschiedenen Nanostrukturen mit identischen Abmessungen
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Elektronenstrahl

im Schlitz

am Rand

am oberen Rand

Abbildung 14. Lokale Abscheidung von kohlenstoffhaltigen Nanoparti-
keln (CNP) in einem Nanoschlitz durch Zersetzung von gasférmigen
Vorstufen mittels Elektronenstrahllithographie. Aus Lit. [48].

ermoglichen den Vergleich zwischen den dazugehorigen
SERS-Intensitéiten. Abbildung 14 veranschaulicht die expe-
rimentelle Methodik der gezielten punktuellen Abscheidung
von amorphen kohlenstoffhaltigen Nanopartikeln (CNP) auf
verschiedene Stellen eines Goldnanoschlitzes: direkt im
Schlitz (oben rechts), an der Seitenwand (Mitte rechts) und
am oberen Rand (unten rechts).*s! CNP werden als Analyte
fiir SERS genutzt und werden lokal durch die Zersetzung von
gasformigen Ausgangsstoffen abgelagert, in diesem Fall He-
xadecan. Die Umwandlung vom Gas zum Festkorper wird
durch einen Elektronstrahl herbeigefiihrt, der die hohe
rdumliche Lokalisierung der gezielten Ablagerung garantiert
(Abbildung 14a ganz oben links). Querschnittsaufnahmen
eines im Nanoschlitz abgelagerten CNP, die mit energieauf-
geloster  Transmissionselektronenmikroskopie ~ gemacht
wurden, zeigten eine hohe rdumliche Kontrolle der Ablage-
rung. Dariiber hinaus wurde die
Verteilung der optischen Feldver-
stirkung im Nanoschlitz mithilfe
der Finite-Differenzen-Zeitdoma-
nen-Methode (FDTD) berechnet.
Die Lokalisierung des Hotspots im
Nanoschlitz wird klar aus den ent-
sprechenden Falschfarben-Bildern
ersichtlich. Zur Berechnung der
SERS-Verstirkung kann die | E|*-
Niherung genutzt werden (siehe
Abschnitt 2). So wurde z.B. in
diesem Fall ein Anstieg der SERS-
Intensitdt um den Faktor 350%=
62500 berechnet.

Abbildung 15 zeigt Raman-
Falschfarbenbilder der abgelagerten
CNP an drei verschiedenen Stellen
(vgl. Abbildung 14): direkt im Na-
noschlitz (NS), an der Seitenwand
und an der obersten Ecke des NS.
Die Raman-Bilder, in denen der
Nanoschlitz-Bereich durch eine
weifle Box angezeigt ist, demon-
strieren eindeutig, dass hohe SERS-

1 pum

1 2 3

Abbildung 15. Raman-
Bilder von CNP 1) im Na-
noschlitz (NS), 2) am
Rand und 3) am oberen
Rand des NS (vgl. Abbil-
dung 14). Die Aufnahmen
belegen den starken Ver-
stiarkungseffekt der direkt
im Hotspot gelegenen
CNP am Boden des
Schlitzes. Aus Lit. [48].
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Signale nur dann beobachtet werden konnen, wenn die CNP
direkt in dem plasmonisch aktiven Gold-Nanoschlitz abge-
lagert werden. Die entsprechenden SERS-Spektren zeigen
die spektral breiten Beitrdge von amorphem Kohlenstoff und
zeigen die folgende Reihenfolge von experimentell beob-
achteten SERS-Intensitéten als eine Funktion der Lage der
CNP im Gold-Nanoschlitz (NS): im NS > am Rand des NS >
am oberen Rand.

Insgesamt verdeutlichen diese Ergebnisse den iiberwilti-
genden Beitrag von nur einigen wenigen, direkt im Hotspot
gelegenen Analyt-Molekiilen zum SERS-Gesamtsignal.

3.4. Abhdingigkeit der Verstdrkung vom Abstand zwischen
Molekiil und Metalloberfldche

Der Abstand zwischen dem Molekiil und der Metall-
oberfliche ist ein wichtiger Parameter, der die SERS-Si-
gnalstirke bestimmt. Ein einfaches Modell fiir die abstands-
abhingige Verstarkung beschreibt diese als Nahfeld-Wech-
selwirkung zwischen einem oszillierenden Dipol im Zentrum
einer Metallkugel und einem Molekiil mit dem Abstand R
zum Kern der Kugel, aus der sich eine Abstandsabhéngigkeit
von R ergibt.

3.4.1. Spitzenverstirkte Messungen
Abbildung 16 zeigt Ergebnisse von spitzenverstarkter

Raman-Streuung (TERS) auf einwandigen Kohlenstoff-Na-
nordhren (SWCNT) mit einer scharfen Spitze (Abbil-

1.3
12} )
x
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1.1 »onw
. (Sl 500nm
| . mam —
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Abbildung 16. a) Abhingigkeit der Raman-Intensitit des G'-Signals
einwandiger Kohlenstoff-Nanorshren (SWCNTs) vom Abstand zwi-
schen Spitze und SWCNT. b) REM-Bild einer scharfen Spitze. Aus
Lit. [49]

dung 16b), die von der Oberfliche entfernt wurde (Abbil-
dung 16a)."* Die jeweiligen TERS-Intensititen folgen ein-
deutig einem inversen Potenzgesetz. Der analytische Aus-
druck, der das Raman-Intensitétsprofil beschreibt, beinhaltet
einige weitere Parameter: die laterale Distanz zwischen dem
Molekiil und dem zentralen Punkt unter der Spitze, den
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Spitzenradius und die Tunnelspaltbreite. Der Spitzenradius
(typischer Wert: 20 nm) war viel kleiner als die Wellenlidnge
der Laseranregung.

3.4.2. Atomlagenabscheidung

In TERS-Experimenten kann die plasmonisch aktive
Spitze mithilfe von AFM oder STM exakt in z-Richtung zu-
riickgezogen werden, um so die Abstandsabhédngigkeit der
Signalstdrke zu bestimmen. Eine Moglichkeit, dies in SERS-
Experimenten zu erreichen, ist die Benutzung eines Ab-
standhalters mit einer variablen Linge von wenigen Ang-
strom bis zu 100 nm. Die beschichtete plasmonische Ober-
fliche muss dabei lochfrei sein, um eine direkte Interaktion
mit dem Sondenmolekiil zu verhindern. Die Atomlagenab-
scheidung ist ein Verfahren, derartige Abstandhalter herzu-
stellen, indem sehr einheitliche und kontrollierte diinne
Schichten produziert werden. Abbildung 17 zeigt SERS-Er-

V. = 1594 cm’

1.0

20 30
ALO,-Dicke (nm)

Abbildung 17. Abhingigkeit der Raman-Intensitat des Pyridin-Signals
bei 1594 cm™' von der Dicke der Al,O,-Schicht auf einem auf Nano-
kugeln aufgetragenen Ag-Film. Aus Lit. [51].

gebnisse von Pyridin, das auf eine Al,O;-Schicht auf einem
AgFON-Substrat  aufgebracht ~ wurde  (siche  Ab-
schnitt 42.2.2).Y Die Intensitit der Pyridinbande bei
1594 cm ™' ist als Funktion der Al,O;-Dicke dargestellt. Die
experimentellen Daten folgen einer R™'°-Abstandsabhingig-
keit. Im Gegensatz zu den TERS-Experimenten, die nur ein
einzelnes Molekiil/SWCNT (Abschnitt 3.4.1) untersucht
haben, wird hier die gesamte Oberfliche (Skalierung pro-
portional zu R* fiir eine Kugel) untersucht (d.h. 10~ pro
Molekiil x 10* =107"° insgesamt)

Ein anderes Verfahren basiert auf molekularen Ab-
standhaltern, die DNA und Gold-Nanoschalen als plasmoni-
sches Substrat nutzen.

Angew. Chem. 2014, 126, 4852 —4894

© 2014 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angewandte

3.5. Jenseits von reiner Plasmonik: ,,chemische“ Beitrige und
Resonanz-Raman-Beitriige

Derzeitige Modelle zur Erkldarung der experimentell be-
obachteten Signalverstdrkungen bei SERS enthalten zwei
Faktoren: die elektromagnetische (EM) und die ,,chemische*
Verstarkung (CE). Der EM-Mechanismus beschreibt das
verstarkte lokale elektromagnetische Feld aufgrund reso-
nanter Anregung von Plasmaoszillationen (Plasmonen) in der
Metallnanostruktur. Dieser rein physikalische Effekt ist mit
Abstand der dominierende Faktor, mit Standard-EF in der
ganzen Bandbreite von 107 bis 10"°.*"! Bitte erinnern Sie sich
an die Grundformel fiir den induzierten Dipol g = ol
cule Eroc(@ine), die fiir die klassische Beschreibung des Raman-
Effekts benutzt wurde, und beachten Sie, dass die EM-Ver-
starkung iiber die Zunahme des lokalen elektrischen Feldes
E,,. auftritt. Tatsachlich ist fiir die lokalen Feldverstarkungen,
die durch die Anregung der LSPR entstehen, das Vorhan-
densein von Molekiilen vollig irrelevant; letztere sind nur
notwendig fiir die ,Frequenz-Verschiebung“ von w;,. zu
Wine— Wy, Uber Raman-Streuung (Abbildung 1B). Eine di-
rekte Wechselwirkung zwischen dem Molekiil und der dar-
unterliegenden Metalloberfldche hingegen wird durch diesen
Effekt nicht erfasst.

Demgegeniiber bezieht sich der CE-Mechanismus auf die
elektronischen Eigenschaften des Adsorbats und vollzieht
sich durch einen Anstieg in der elektronischen Polarisier-
barkeit apgjecucemetar €S adsorbierten Molekiils; CE-Verstir-
kungen betragen ein oder zwei Grolenordnungen, sind damit
also viel kleiner als der EM-Beitrag. Erstens kann der La-
dungstransfer (CT) zwischen dem Molekiil in seinem elek-
tronischen Grundzustand und dem Metall die Polarisierbar-
keit des Molekiils verdndern, was wiederum zu einer Verin-
derung des Raman-Streuquerschnitts des Molekiils fiihrt.
Derselbe Effekt tritt in der Koordinationschemie auf, wo
Ligandenmolekiile an ein metallisches Zentrum gebunden
sind. Zweitens unterscheiden sich die Energieniveaus des
Adsorbatmolekiils iiblicherweise von denen der ungebunde-
nen oder ,.freien® Molekiile. Nehmen wir z.B. an, dass die
Wellenldnge der Laseranregung nicht iibereinstimmt mit
einem elektronischen Ubergang im ,,freien“ Molekiil, wohl
aber mit dem des adsobierten Molekiils. Die resonante An-
regung von elektronischen Ubergéingen in Molekiilen ist
unter dem Begriff Resonanz-Raman-Streuung (RR) bekannt.
Zur gleichen Zeit konnen neue elektronische Anregungska-
néle durch photoinduzierten CT auftreten, d. h. durch CT vom
Metall zum adsorbierten Molekiil. Dies ist ein wesentlicher
Bestandteil des sogenannten CT-Resonanz-Modells, bei dem
die Ubergangsenergien von dem Abstand zwischen moleku-
laren und metallischen Energieniveaus abhéngen. Diese un-
terschiedlichen Prozesse experimentell zu entflechten, ist
nicht leicht (sieche Abschnitt3.5.1) und mitunter sogar un-
moglich.

Elektronenstrukturrechnungen an Molekiilen auf Me-
talloberflachen/-Clustern sind daher ein sehr wertvolles
Hilfsmittel, um die Rolle der oben angesprochenen Beitriage
separat unter kontrollierten und a priori wohldefinierten
Bedingungen zu untersuchen.”*! Die Grenzflichenstruktur
eines Molekiil-Metall-Clusters und seine optischen Eigen-
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schaften konnen auf atomarer Skala tiber Elektronenstruk-
turrechnungen modelliert werden. Verschiedene Parameter
konnen untersucht werden, beispielsweise die Bindungssi-
tuation zwischen Molekiil und Metallnanostruktur, der Effekt
der Oberfliachenrauigkeit auf atomarer Skala, Beitrdge von
molekularen und Ladungstransfer-Resonanzen, der Einfluss
der Laseranregungswellenlinge sowie die Wellenldnge der
Stokes-Raman-Streuung. Mit anderen Worten: Elektronen-
strukturrechnungen konnen dazu dienen, die Rolle der Ein-
zelbeitrdge unter den kontrollierten und wohldefinierten
Bedingungen eines Computer-,,Experiments® zu entkoppeln.

3.5.1. Elektronenstrukturrechnungen an einem Modellsystem:
Pyridin@Ag,,

Aufgrund der hohen Rechenkapazitéten fiir elektronische
Strukturrechnungen legen die meisten Berechnungen kleine
Clusterverbindungen zugrunde, um metallische Oberflichen
zu imitieren. Dariiber hinaus beriicksichtigen die meisten
Berechnungen nur statische Raman-Streuung und konnen
deshalb nur die chemische Verstirkung darstellen. Zeitab-
hingige Dichtefunktionaltheorie (TDDFT) und eine Kurz-
zeitndherung fiir den Raman-Streuquerschnitt wurde auf
Pyridin (C,,-Symmetrie), welches iiber ein Stickstoffatom
senkrecht an einen Ag-Cluster (7;-Symmetrie) gebunden ist,
angewendet. Zwei verschiedene Konfigurationen — beide mit
C,-Symmetrie — wurden wegen ihrer sehr unterschiedlichen
lokalen chemischen Umgebungen untersucht: der Oberfla-
chen(S)-Komplex mit oberseitiger Bindung von Pyridin auf
eine der vier Flachen des tetraedischen Ag-Clusters, das die
(111)-Oberfldche von kubisch-flichenzentriertem (fcc) Silber
représentiert (Abbildung 18a); und der Vertex(V)-Komplex

Oberflachen-Komplex

Vertex-Komplex

Abbildung 18. Der Py@Ag,,-Cluster kann a) einen Oberflichen-Kom-
plex oder b) einen Vertex-Komplex bilden. Aus Lit. [53].

mit Pyridinanbindung an eine der Ecken des Ag-Clusters, das
eine Stelle mit einem adsorbierten Atom représentiert (Ab-
bildung 18b). In beiden Komplexverbindungen kann ein
Elektronendichtetransfer vom Pyridinring und dem zentralen
Silberatom zur N-Bindungsregion hin beobachtet werden, in
Ubereinstimmung mit dem Ladungstransfer vom Pyridin zum
Ag-Cluster insgesamt. Die N-Ag-Bindungsldnge ist im V-
Komplex kiirzer als im S-Komplex, was auf eine stidrkere
Interaktion im Bereich des adsorbierten Atoms hinweist.
Die Raman-Spektren des Pyridins im S- und im V-Kom-
plex wurden simuliert. Der Raman-Wechselwirkungsquer-
schnitt im normalen Pyridin-Spektrum hat die Ordnung
107 cm?sr . Die beiden dominierenden Raman-Banden bei
978 und 1022 cm™' sind Ringmoden zugeordnet. Mit der

www.angewandte.de

© 2014 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

S. Schliicker

Anbindung an Silber konnen einige Unterschiede im Raman-
Spektrum beobachtet werden. Die Intensitidt der gesamten
Raman-Streuung ist beim V-Komplex verstirkt um den
Faktor 4, beim S-Komplex um den Faktor 8. Die hohere
Verstiarkung beim S-Komplex entspricht den Erwartungen,
da sie mit einer stiarkeren Py-Ag-Interaktion einhergeht. Die
beobachtete chemische Verstirkung kommt durch die Ver-
dnderungen in den elektronischen Eigenschaften zustande,
insbesondere die erhohte Polarisierbarkeit aufgrund von La-
dungstransfer vom Pyridin zum Silber nach Anbindung. Dies
fiihrt auBerdem zu Wellenzahlverschiebungen, insbesondere
fiir jene Normalmoden, die Kernbewegungen des N-Atoms
entlang der N-Ag-Bindung beinhalten. Modenspezifische
Unterschiede werden nicht nur bei Bandenpositionen beob-
achtet, sondern auch bei den relativen Raman-Intensititen.
Zusétzlich zum chemischen Effekt werden auch die anderen
beiden Einflussfaktoren — der Ladungstransfer und die elek-
tromagnetische Verstirkung - berechnet. Der Ladungs-
transfer(CT)-Beitrag wurde fiir die CT-Anregung (471 nm)
mit der groften Oszillatorstirke berechnet. Die Raman-
Streuintensititen sind etwa 10*-mal groBer im Vergleich zur
normalen Raman-Streuung beim Pyridin, d.h., der stattfin-
dende Ladungstransfer erhoht die chemische Verstarkung um
weitere drei GroBenordnungen. Entsprechend wurde die
elektromagnetische Verstarkung fiir den S- und V-Komplex
bei einer einfallenden Wellenlédnge von 365 und 363 nm be-
rechnet. Es ist wichtig, sich zu vergegenwirtigen, dass man
aufgrund der limitierten GroBe des Clusters mit nur 20 Sil-
beratomen nicht von einer echten kollektiven Oszillation
sprechen kann, sondern es vielmehr als mikroskopisches
Modell einer Plasmonanregung in einem Silber-NP betrach-
ten sollte.

3.5.2. Potentialabhdngiges SERS an einzelnen Hotspots

Die Abgrenzung des CT-Beitrages einerseits und SERS-
Intensitétsvariationen durch molekulare Neuausrichtung, die
durch ein externes Potential induziert wird, andererseits, wird
durch die Nutzung mehrerer Laseranregungslinien im sicht-
baren Bereich moglich. Der Effekt molekularer Neuausrich-
tungen auf die SERS-Spektren sollte unabhéngig sein von der
Anregungsenergie. Der CT-Beitrag hingegen sollte abhéngig
sein von der Anregungsenergie, da er vom Uberlapp der
eingehenden Photonenenergie und der CT-Ubergangsenergie
abhéngt. Elektrochemische SERS-Experimente werden ty-
pischerweise an angerauten Elektroden (,,bulk*) mit groBer
Inhomogenitét beziiglich der plasmonischen Verstirkung
durchgefiihrt, denn dort gibt es sowohl Hotspots mit extre-
men Verstdrkungen als auch Regionen mit nur méBiger Ver-
starkung. Aus diesem Grund ist es schwierig, die Beitrdge der
einzelnen Mechanismen zu quantifizieren, da man hierzu
Kenntnisse iiber zahlreiche Parameter haben miisste, die
praktisch nicht greifbar sind: Verteilung der Hotspots, mole-
kulare Orientierung und die Verteilung auf einer hochst in-
homogenen Oberfliche. Die Komplexitidt der Lage kann da-
durch entschirft werden, dass SERS-Signale von einzelnen
Hotspots unter elektrochemischen Bedingungen aufgenom-
men werden.™ Abbildung 19 zeigt REM-Bilder von aggre-
gierten Silbernanopartikeln bei niedriger (a) und hoher
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Abbildung 19. a,b) REM-Bilder von Silber-Inseln und c) Raman-Falsch-
farbenbild, das einen einzelnen Hotspot zeigt. Aus Lit. [55].

Auflosung (b) vor der Anwendung von Potentialrampen. 4-
Mercatopyridin (4-MPy) wurde aufgrund seiner Eigenschaft,
iiber die Thiolgruppe stark an die Silberoberflidche zu binden,
sowie wegen seiner C,,-Symmetrie, als Sondenmolekiil aus-
gewdhlt, was die Identifizierung molekularer Neuausrich-
tungen vereinfacht. In Abbildung 19 rechts sieht man ein
SERS-Falschfarbenbild, das einen einzelnen Hotspot zeigt.
Wellenldngen- und potentialabhéngige SERS-Spektren von
4-MPy-Molekiilen wurden auf einzelnen Hotspots innerhalb
der Inselstrukturen des Silbers registriert. Die angewendete
Potentialrampe treibt beim Durchstimmen des Fermi-Ni-
veaus des Metalls das System Molekiil@Metall in die CT-
Resonanz hinein und wieder aus ihr heraus, wihrend die
unterschiedlichen Laseranregungswellenldngen die Unter-
scheidung von CT-Beitragen (wellenlédngenabhingig) von der
molekularen Reorientierung (wellenlingenunabhingig) er-
lauben. Referenzmessungen wurden mit einem zweiten Pro-
benmolekiil, R6G, durchgefiihrt. Diese Referenzexperimente
erfolgten separat, d.h. R6G und 4-MPy wurden nie innerhalb
desselben Experimentes coadsorbiert. Durch die Kenntnis
des absoluten Raman-Querschnitts fiir R6G kann der abso-
lute Raman-Querschnitt fiir 4-MPy (und jedes andere Mole-
kiil) bestimmt werden, ohne dass man die (normalerweise
experimentell nicht erreichbare) absolute GroBe der EM-
Verstarkung kennt. Die Autoren schlossen daraus, dass der
Raman-Streuquerschnitt der stirksten Bande von 4-MPy sich
in der GroBenordnung von etwa 1072° cm? bewegt, was min-
destens 3 Grofenordnungen stirker ist als bei &hnlichen,
kleinen organischen Molekiilen in Abwe-
senheit von elektronischer Resonanz, z.B.
Benzol. Da die kleinste elektronische Anre-
gung von 4-MPy bei 324 nm auftritt, wird
diese zusétzliche Verstarkung um 3 Groien-
ordnungen dem chemischen Mechanismus
zugeschrieben, weil in diesen SERS-Experi-
menten 4-MPy weit entfernt von elektroni-
schen Resonanzen angeregt wird. Insgesamt
betrachtet ist dieser Ansatz besonders hilf-
reich fiir Molekiil@Metall-Systeme mit CT-
Anregung im sichtbaren Bereich, die sich
natiirlicherweise mit der Plasmonresonanz
des Metalls tiberschneidet.

4. Plasmonische Nanostrukturen fiir
SERS

Die ideale plasmonische Nanostruktur

fiir SERS - oft als SERS-Substrat bezeichnet  Aus Lit. [67].
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— ist chemisch stabil, leicht reproduzierbar herstellbar und
weist einen rdumlich einheitlichen, hohen EF auf. Zahlreiche
Ansitze fir die Synthese verschiedener SERS-Substrate
wurden in einer ganzen Reihe von Buchartikeln und Uber-
sichtsartikeln zusammengefasst.*>>%! In diesem Abschnitt
werden nur einige ausgewéhlte plasmonische Nanostrukturen
hervorgehoben. Silber und Gold sind die bei weitem am
hiufigsten genutzten Metalle fiir SERS. In Abschnitt 4.1
werden Metall-NP als Substrate fiir die Nutzung von kollo-
idbasiertem SERS behandelt, wihrend sich Abschnitt 4.2 mit
Arrays und Filmen befasst. Strategien zur Oberfldchenfunk-
tionalisierung zur Anreicherung und zum Fangen von Mole-
kiilen werden in Abschnitt 5.3 besprochen.

4.1. Metallnanopartikel als SERS-Substrate
4.1.1. Metallnanopartikel mit sehr diinner Glasummantelung
(SHINERS)

Abbildung 20 zeigt verschiedene Modalitdten von plas-
monunterstiitzter Raman-Streuung. In  Abbildung 20a
werden blanke Au-Nanokugeln wie ein Film auf einen soliden
Tréager aufgebracht, und die zu untersuchenden Molekiile —
angezeigt als blaue Punkte — stehen in direktem Kontakt mit
der Metalloberfliche. Dieser Kontaktmodus trifft auch auf
Ubergangsmetall-beschichtete NP zu (Abbildung 20b), was
die Anwendbarkeit von SERS auf andere Wellenldngenbe-
reiche und Ubergangsmetall-katalysierte Reaktionen erwei-
tert. Im Gegensatz dazu operiert die spitzenverstirkte
Raman-Streuung (TERS, tip-enhanced Raman scattering) im
kontaktfreien Modus (Abbildung 20¢): Die Au-Spitze, die als
Raman-Signalverstiarker fungiert, und die Probenmolekiile
auf der Oberfliche werden voneinander getrennt. Dieser
leistungsstarke Ansatz von chemischer Bildgebung auf der
Nanometerskala ermoglicht es, ein beliebiges Substrat ohne
zusitzliche Einschrankungen hinsichtlich der Materialbe-
schaffenheit und der Oberflachentopographie abzufragen.
Hiillen-isolierte (ummantelte) Nanopartikel-Raman-Spek-

Ubergangsmetallschicht

00000000000
Proben-
molekile

Abbildung 20. Unterschiedliche Modalititen von SERS. Siehe Haupttext fiir Einzelheiten.
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troskopie (SHINERS, shell-isolated nanoparticle-enhanced
Raman scattering)®®! funktioniert auch im kontaktfreien
Modus, indem man Au-Nanokugeln benutzt, die durch eine
2nm diinne Glashiille geschiitzt sind (Abbildung 20d),
welche die Goldoberfldache gegen die detektierenden Mole-
kiile isoliert und dadurch eine moglicherweise storende In-
teraktion verhindert. Andererseits fithrt der sehr kurze
Metall-Molekiil-Abstand (SERS-Abstandsabhingigkeit,
siche Abschnitt 3.4) von 2 nm noch immer zu einem signifi-
kant NP-verstirkten Raman-Signal im Vergleich zum Kon-
taktmodus. Da die gesamte Oberfldche mit einem ,,intelli-
genten Staub“ aus Au/SiO,-Partikeln bedeckt ist, werden die
darunterliegenden Molekiile von einer groen Anzahl von
»dpitzen® gleichzeitig ,,abgefragt”. Die starke Verdichtung
der Au/SiO,-Partikel, die als Monolage auf einer weichen Au-
Oberflache vorhanden sind, wurde durch REM sichtbar ge-
macht. Die Dicke der Glashiille kann durch HR-TEM sicht-
bar gemacht werden. Neben der Verkapselung mit Silica kann
auch eine sehr diinne Aluminiumoxidhiille verwendet
werden. Insgesamt bietet diese Methodik eine sehr grof3e
Flexibilitét, da sie praktisch auf allen Oberfldchen anwendbar
ist, indem sie sich als ,,intelligente Schicht“ ihrer Topographie
anpasst und dadurch iiber ,,raumliches Multiplexing®“ auf der
gesamten Oberfldche gleichzeitig wirkt. Ebenso wichtig ist,
dass der kontaktfreie Modus die direkte Metall-Molekiil-In-
teraktion verhindert — die Quelle vieler UnregelméBigkeiten,
die im konventionellen SERS-Kontaktmodus (Abbil-
dung 20a) beobachtet werden. Dies fiihrt zu aussagefiahige-
ren Resultaten, da die NP nur die gewiinschte Signalverstér-
kung liefern, ohne gleichzeitig die vibronischen Eigenschaf-
ten bzw. die Konformation des Molekiils bei Adsorption auf
der Metalloberfldche zu verdndern.

4.1.2. Anisotropes Atzen von Silbernanopartikeln

Die Fahigkeit, zwischen unterschiedlichen kristallogra-
phischen Flichen und Wachstumsrichtungen unterscheiden
zu konnen, ist von entscheidender Bedeutung fiir die Kon-
trolle der Form einkristalliner Metall-NP.**"! Die Lage der
Plasmonenbande und die Streueigenschaften hangen von der
GroBe, der Form und der Umgebung der Partikel ab. Ein-
zelne Silber- und Gold-Nanokugeln mit Plasmonenbanden
jeweils im blauen bzw. griinen Bereich weisen nur moderate
EF auf. Im Gegensatz zu hochgradig symmetrischen und
isotropen kolloidalen Nanokristallen zeigen plasmonische
Nanostrukturen mit scharfen Ecken und Kanten deutlich er-
hohte Feldverstdrkungen. Die kontrollierte Synthese solcher
anisotropen Partikel mit hoher Ausbeute und Reinheit ist
deshalb ein vielversprechender Ansatz fiir plasmonisch
hochaktive Nanostrukturen mit Einzelpartikelsignalstérke.

Ahnlich wie die Kontrolle in Bezug auf Grofe und Form
der NP7 kann auch der entgegengesetzte Prozess — se-
lektives Atzen - fiir die kontrollierte Generierung von an-
isotropen Nanostrukturen genutzt werden. Anisotropes
Atzen von oktaedrischen Silber-NPP! wurde entwickelt,
indem man eine 9:1-Mischung aus NH,OH und 30% H,O,
fiir selektives Atzen der (100)-Nanokristallfl:ichen benutzte.
Abbildung 21 zeigt schematisch die Konversion des Achtecks
(links) in einen sternformigen Oktapoden (rechts) iiber ein
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Abbildung 21. Anisotropes Atzen von oktaedrischen Ag-Nanopartikeln.
Aus Lit. [31].

verstirktes anisotropes Atzen der (100)-Flichen. Auch
quantitative Daten der Kinetik wurden erhalten, welche die
Selektivitdt der 9:1(NH,OH/H,0,)-Mischung fiir die (100)-
Flachen veranschaulichen. Die durchschnittliche Dicke der
NP in beide Richtungen (d100 und d111) wurde durch die
entsprechenden REM-Bilder bestimmt und als Funktion der
Konzentration der Atzfliissigkeit ermittelt. Wihrend sich
d100 mit ¢(H,0O,) schnell dndert, verandert sich d111 kaum.
Die Differenz in der Abnahme, bestimmt iiber eine lineare
Kurvenanpassung, betrdgt mehr als das 20fache.

Die optischen Eigenschaften jeder der vier Zustdnde
beim Atzen, beginnend bei den achtseitigen Partikeln,
wurden auf Einzelpartikelebene durch Dunkelfeldmikrosko-
pie charakterisiert (Abbildung 22). Alle Partikelmorpholo-

Abbildung 22. Einzelpartikel-Dunkelfeldbilder von durch anisotropes
Atzen erzeugten NP. Aus Lit. [31].

gien weisen aufgrund ihrer charakteristischen und individu-
ellen elastischen Streuspektren unterschiedliche Farben auf —
von gelb-griin bei achtseitigen bis zu rot bei den achtarmigen
Strukturen. Neben diesen Einzelpartikel-LSPR-Experimen-
ten wurde gezeigt, dass alle Partikel auch Einzelpartikel-
SERS-Empfindlichkeit aufweisen, wobei ein nichtresonantes
Sondenmolekiil und 1 s Integrationszeit verwendet wurden.

Insgesamt zeigen diese anisotropen Silber-NP interes-
sante plasmonische Eigenschaften, mit LSP-Resonanzen, die
den sichtbaren bis nahinfraroten Bereich abdecken und auf-
grund ihrer intrinsischen Kanten und Ecken hohe Streu-
querschnitte aufweisen.
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4.1.3. Dimere von Silbernanopartikeln

Dimere von Edelmetallnanokugeln sind aufgrund des
Vorkommens eines Hotspots im Zwischenraum der beiden
Kugeln hoch effiziente plasmonische Substrate fiir SERS
(sieche Abschnitt 3.1). Wihrend kolloidale Cluster oder Ag-
gregate nasschemisch routinemiBig weitgehend unkontrol-
liert durch die Zugabe von Salz prépariert werden, ist ihre
kontrollierte Synthese eine deutlich groBere Herausforde-
rung. Ein eleganter und direkter Weg hin zu Dimeren aus
Silbernanokugeln beginnt bei Silber-Nanowiirfeln (Abbil-
dung 23 links)." Das Hinzufiigen geringer Mengen einer

gl ® Silica- ]
B B Fe(NO)aq) @g @@  Beschichtung o (]
:. B ovpEoH © G0 @ o ®o
] L") [

Ag-Wiirfel Dimere von

Ag-Nanokugeln

SiO,-beschichtete
Ag-Dimere

Abbildung 23. Synthese von Ag-Nanokugel-Dimeren aus Ag-Wiirfeln.
Aus Lit. [71].

wissrigen Fe(NO;);-Losung zu einer Suspension aus Ag-Na-
nowiirfeln ergibt Dimere von Ag-Nanokugeln durch Atzen
und Dimerisierung. Das Eisensalz Fe(NOj;); hat eine wichtige
Doppelfunktion in diesem Prozess. Erstens ist es ein starkes
nasses Atzmittel, um Silber iiber die Oxidation von Ag(s) zu
Ag*' aufzulosen. Zweitens fiihrt es als ionische Spezies bzw.
Elektrolyt zur Herabsetzung der Stabilitidt des kollodialen
Systems. Somit dient es einerseits als Atzhilfe bei der Um-
wandlung von Ag-Wiirfeln in Ag-Kugeln und 16st anderseits
die darauf folgende Dimerisierung der Ag-Kugeln aus. Au-
Berdem ist die Anwesenheit von Polyvinylpyrrolidinon (PVP)
erforderlich. Ohne PVP kommt der Atzprozess nicht voran.
Dariiber hinaus wurden auch keine Dimere gebildet, wenn
die Reaktion in Wasser durchgefiihrt wurde, vermutlich durch
die schnelle Bildung einer Hiille aus Fe(OH);, welche die
Dimerbildung verhindert. In einem zweiten Schritt (Abbil-
dung 23 rechts) sind die Dimere der Ag-Nanokugeln mit
einer Silicahiille ummantelt. Dies ist notwendig, um zu bele-
gen, dass sich die Dimere tatsdchlich in der Losung gebildet
haben und nicht erst auf dem Substrat wihrend der Pripa-
rierung der Probe fiir die elektronenmikroskopische Analyse.

Die elektronenmikroskopischen Bilder in Abbildung 24
zeigen die entstandenen Ag-Nanokugel-Dimere, die aus Ag-
Wiirfeln mit einer Kantenldnge von ca. 100 nm stammen. Die
hohe Zahl von Dimeren, hervorgehoben durch weifle und
schwarze Ellipsen, zeugen von der hohen Ausbeute von etwa
66 %, basierend auf N =150 Ag-NP. Eine sehr kleine Liicke
von nur 0.67 nm oder 670 pm — dies entspricht der Lédnge von
wenigen C-C-Bindungen - ist im HR-TEM-Bild in Abbil-
dung 24 C zu erkennen. Das TEM-BIild, das von der Probe mit
Silicahiille gemacht wurde, enthilt auch eine grofle Zahl von
Dimeren, wodurch sehr iiberzeugend belegt wird, dass sich
die Dimere tatsichlich in der Suspension gebildet haben und
nicht erst bei der Aufbringung auf das Gitternetz zur REM-
oder TEM-Analyse. Polarisationsabhéngige SERS-Messun-
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Abbildung 24. REM- und TEM-Bilder von Ag-Nanokugel-Dimeren, die
eine sehr kleine Liicke zwischen den Partikeln erkennen lassen. Aus
Lit. [71].

gen von Ag-Nanokugel-Dimeren mit 4-Methylthiobenzol (4-
MBT) als Sondenmolekiil weisen unter Laseranregung, die
parallel oder senkrecht zur Dimerachse (vgl. Abschnitt 3.3.1.)
erfolgt, die erwartete richtungsabhingige Verstirkung auf.
Auch groBlere Cluster als Dimere konnen hergestellt werden,
basierend auf einer eleganten stochiometriekontrollierten
Heteroassemblierung von NP.[#

Um die groBenabhédngigen optischen Eigenschaften der
betreffenden Dimere und Assemblate systematisch beurtei-
len zu konnen, ist die Kontrolle der GroBe und Mono-
dispersitit von quasi-sphirischen AgNP erforderlich.

4.2. Nanostrukturierte Arrays und Beschichtungen als SERS-
Substrate
4.2.1. Nanostrukturierte, durch Nanokugel-Lithographie herge-
stellte SERS-2D-Substrate

Nanokugel-Lithographie (NSL, nanosphere lithography)
ist eine elegante, sehr effiziente und besonders flexible Me-
thode zur Nanostrukturierung, die in besonderem MafBe die
Kontrolle iiber Gro3e und Form der NP sowie den Partikel-
abstand ermdglicht. Die folgende Beschreibung von NSL
bezieht sich auf die einfachste Anordnung, ein einfach ge-
packtes periodisches Partikelarray.>”" Eine hexagonal dicht
gepackte Monolage aus Nanokugeln ordnet sich selbst auf der
Oberfldche eines Substrats an (Abbildung 25 oben). Mittels
Ausgasung riicken die Nanokugeln durch Kapillarkrifte
enger zusammen. Die daraus resultierende 2D-Monolage aus
Nanokugeln dient dann als kolloidale Kristallmaske (Seiten-
ansicht: Abbildung 25 oben rechts; oben: Abbildung 26) fiir
die folgende Aufbringung von Metall, entweder durch Be-
dampfung oder durch elektrochemische Abscheidung (Ab-
bildung 25 Mitte).” Durch die Cj-symmetrischen Spalten
(Abbildung 26) kann das abgeschiedene Metall das Substrat
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Trocknen

lerierung verschiedener physikali-
scher Bedingungen, z.B. hohe
Temperaturen. Auler der Stabili-
tét ist die Oberflachenfunktionali-

leitfahiges OOO
Substrat )
[ | [
physikalische /
Dampfabscheidung

coooootn,” accoooco,

1Abheben der NP

Abbildung 25. Nanokugel-Lithographie zur Herstellung von nanostrukturierten SERS-Substraten.

PS = Polystyrol. Aus Lit. [76].

Abbildung 26. Kolloidale Kristallmaske zur Verwendung als Templat.
Aus Lit. [74].

erreichen, wihrend alle anderen Regionen des Substrats
durch die kolloidale Kristallmaske blockiert werden. Es
konnen drei unterschiedliche Arten von nanostrukturierten
SERS-Substraten hergestellt werden (Abbildung 25 unten),
die von der Dicke der aufgebrachten Metallschicht abhéngen.
Physikalische Gasphasenabscheidung auf der Kristallmaske
bringt eine FON-Oberfliche hervor (Abbildung 25 unten).
Durch das Entfernen der Metallkugeln mittels Ultraschall-
behandlung der Sondenmolekiile bilden sich dreieckige
AgNP mit Pg,,-Symmetrie (Abbildung 25 unten Mitte und
Abbildung 26). Durch resonante Plasmonanregung rufen die
Metallspitzen groBe Feldverstarkungen hervor. Die elektro-
chemische Ablagerung mit anschlieBender Entfernung der
Kugeln ergibt einen diinnen strukturierten Film mit regel-
maBig angeordneten Metallinseln (Abbildung25 unten
rechts).

4.2.2. Aluminiumoxidbeschichtungen auf einem Silberfilm-auf-
Nanokugel-Substrat

Die Stabilitdt plasmonischer SERS-Substrate bestimmt
die Breite ihres Anwendungsbereichs. Schliisselparameter
sind die Stabilitdt (Unempfindlichkeit) gegeniiber chemi-
schen Verédnderungen, insbesondere Oxidation, und die To-
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sierung ein weiterer wichtiger
Aspekt, da diese die Selektivitit
fiir analytische Anwendungen mit
einschlieBt. Affinitdtsbeschichtun-
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gen mit Analyt-spezifischen Li-
ganden bringen gezielt den Ana-
lyten aus der Probenlosung auf die
Oberflache zur SERS-Detektion.
Oft werden Thiol-haltige Molekii-
le benutzt, da diese auf der Me-
talloberflache  selbstorganisierte
Monoschichten bilden. Allerdings
kann es durch Photooxidation und
thermische Desorption des Thiols
zu Defekten bei der Beschichtung
kommen. Demgegeniiber ist Alu-
miniumoxid ein Beschichtungsma-
terial, das gleich mehrere der oben
beschriebenen  Voraussetzungen
erfilllt: extreme Stabilitdt gegen-
iiber Oxidation und gegeniiber hohen Temperaturen sowie
starke und vorhersehbare Interaktion mit polaren Analyten
wie z.B. Carbonsduren. Dariiber hinaus bietet die Atomla-
genabscheidung von Aluminiumoxid eine prézise Kontrolle
iber Dicke und Oberflaichenbedeckung. Die Moglichkeit,
sehr diinne (ca. 1 nm) Beschichtun-
gen aus Aluminiumoxid auf solide
SERS-Substrate”” aufzubringen, ist
wichtig, da die Nachweismoglichkei-
ten innerhalb des ganzen Systems
durch den Abstand zwischen dem
Analyt und der Metalloberfliche
gesteuert werden (vgl. SERS-Ab-
standsabhéngigkeit, = sieche = Ab-
schnitt 3.4); dieselben Betrachtungen
waren auch schon fiir den SHINERS-
Ansatz von Bedeutung (Ab-
schnitt 4.1.1). Abbildung 27 zeigt ein
REM-Bild eines Aluminiumoxid-
modifizierten AgFON-Substrats.

1 Abheben der NP

— 15 m —

Abbildung 27. REM-Bild
eines Al,0;-modifizier-
ten Ag-FON. Aus

Lit. [77).

4.2.3. Anordnungen von Nanokugeln mit kontrollierten Abstdn-
den unter 10 nm

Beschichtet man Goldnanokugeln mit einer etwa 2.2 nm
diinnen Lage aus Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB)
und legt diese unter Normalbedingungen auf ein Glas, auf das
Indiumzinnoxid (ITO) aufgebracht wurde, so bilden sich
sechseckige, dichtgepackte Einzellagen-NP-Anordnungen
(Abbildung 28 A)."® Der durchschnittliche Teilchenabstand,
den die REM-Bilder zeigen, liegt bei 8 nm (Abbildung 28 B).
Abbildung 28 C zeigt ein REM-Bild einer Monolage aus iso-
lierten Goldkugeln auf ITO-Glass. Die plasmonischen Ei-
genschaften sind in Abbildung 28D dargestellt. Die Anord-
nung zeigt eine Plasmonbande im roten bis nahinfraroten
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Abbildung 28. Anordnung von Gold-Nanokugeln mit Partikelabstinden
unter 10 nm. Aus Lit. [78].

Bereich, im Gegensatz dazu haben die eingesetzten einzelnen
AuNP eine Plasmonbande bei etwa 500 nm.

4.2.4. Exponentiell gewachsene Filme durch Schicht-fiir-Schicht-
Abscheidung

Der Nachweis von Analyten in sehr geringen Konzen-
trationen durch SERS anhand von soliden plasmonischen
Substraten erfordert, dass Regionen mit sehr hohen Feld-
verstarkungen (Hotspots) fiir den Analyten zugénglich sind.
Idealerweise haben die Molekiile auferdem eine lange Ver-
weilzeit, um SERS-Signale iiber einen relativ langen Zeit-
raum emittieren zu konnen. Nanopartikel innerhalb einer
Polymermatrix gewidhren beides: den Zugang zu den Hot-
spots und eine lange Verweilzeit.

Diinne Filme, die mittels exponentieller Schicht-fiir-
Schicht-Abscheidung (e-LBL, exponential layer-by-layer de-
position) pripariert wurden, sind ein vielversprechendes
Beispiel solcher Materialien, da sie durch anorganische NP/
Metall-NP penetriert werden konnen, wobei die Zusam-
mensetzung ihrer Schichten es ermoglicht, molekulare Sys-
teme in Losung zu analysieren. Abbildung 29 zeigt die elek-
tronenmikroskopische Charakterisierung von e-LBL-Filmen,
die mit AgNP infiltriert wurden.” Abbildungen 29 A und B
zeigen von oben aufgenommene REM-Bilder des e-LBL-
Films nach 24 h des Eintauchens in unterschiedlicher Ver-
groBerung. Abbildungen 29C und D sind entsprechende
TEM- und STEM-Querschnittsaufnahmen des Films nach
Tonenstrahlbehandlung (FIB, focused ion beam).

Diese diinnen Filme wurden fiir den Nachweis von Di-
oxinen als Beispiel fiir ,,ungewohnliche“ oder ,,schwierige*
Analyte benutzt, da sie keine oberflichensuchende Gruppe
aufweisen. Dieser Ansatz fiir den Nachweis mittels SERS
basiert daher auf molekularem Fangen durch den e-LBL-Film
und nicht — wie bei den tiiblicherweise angewandten Kon-
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Abbildung 29. Diinne Filme, hergestellt durch exponentielle schicht-
weise Abscheidung. Aus Lit. [79].

zepten — darauf, den Analyten auf der Metalloberfldche zu
adsorbieren (vgl. Abschnitt 5.3.2).

Der E-LBL-Ansatz bietet allerdings keine Kontrolle iiber
die Orte der Hotspots. Das folgende Beispiel zeigt eine ra-
tional konstruierte Metallnanostruktur mit Hotspots an
genau definierten Positionen.

4.2.5. Silber-Nanodraht-Biindel

Silber-Nanodrihte sind ein sehr wirksames Mittel, um
Hotspots an der Kontaktstelle zwischen den Spitzen be-
nachbarter Ag-Nanodréhte zu erhalten. Sie konnen in einem
hochgeordneten Templat aus pordosem Aluminiumoxid
(PAO) durch elektrochemische Abscheidung mit anschlie-
Bender kontrollierter Auflosung der Aluminiumoxidmatrix
hergestellt werden. Abbildung 30 zeigt REM-Bilder von Ag-
PAO-Templaten, die durch teilweise Auflosung der Alumi-
niumoxidmatrix erhalten wurden.[®)

Abbildung 30. REM-Bilder von Silber-Nanodrihten. Aus Lit. [80].
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5. Chemische Anwendungen

SERS verbindet den molekularen Informationsgehalt der
Schwingungs-Raman-Spektroskopie mit der durch plasmon-
unterstiitzte Streuung bedingten hohen Empfindlichkeit. Bei
SERS ist die Raman-Streuung von Molekiilen auf oder in der
Nihe von Nanostrukturen, welche lokalisierte Oberfldchen-
plasmonresonanzen (LSPR) unterstiitzen, um mehrere Gro-
Benordnungen erhoht (Abschnitte 2-4). Dieser Abschnitt
behandelt eine thematisch breit gestreute, vielfiltige Reihe
von chemischen Anwendungen von SERS und ist deshalb das
Herzstiick des gesamten Aufsatzes. Er beginnt mit der spek-
troelektrochemischen Untersuchung von adsorbierten Mole-
kiilen auf rauen Metallfilmen bzw. Elektroden, also einer
klassischen Anwendung von SERS.[?

5.1. Spektroelektrochemie und Katalyse

Die Identifizierung von Intermediaten und die Aufkli-
rung von Reaktionsmechanismen sind ein zentrales Thema in
der Chemie. Dies schlieBt die organische, anorganische,
physikalische und theoretische Chemie sowie Biochemie und
molekulare Biophysik mit ein. Dieser Unterabschnitt kon-
zentriert sich auf die Anwendung von SERS in der Kataly-
se® und Elektrochemie.’***] Die GroBe der untersuchten
Molekiile bewegt sich zwischen zweiatomigen Molekiilen,™
aromatischen Systemen®®! bis hin zu Proteinen, die an
Modellmembranen gebunden sind.¥"!

5.1.1. Beobachtung der Elektroreduktion an Bismut-modifizierten
Au-Oberflichen

Die Elektroreduktion von molekularem Sauerstoff stand
lange im Fokus der elektrochemischen Forschung, da es sich
um einen wichtigen Prozess bei der Korrosion und bei
Kraftstoffzellen handelt. Zwei Reaktionswege, die bei
Kraftstoffzellen besondere Bedeutung haben, wurden in
sauren Medien identifiziert: 1) ein direkter Vier-Elektronen-
Reaktionsweg vom Sauerstoff zum Wasser ohne Intermediate
und 2) ein Zwei-Elektronen-Reaktionsweg mit einem Per-
oxid-Intermediat. Der Reaktionsweg hingt von der Be-
schaffenheit der Elektrode ab: Die Elektroreduktion von
molekularem Sauerstoff vollzieht sich iiber Reaktionspfad (1)
auf Pt- und Ag-Oberflichen, wihrend Pfad (2) auf Au-
Oberflichen iiberwiegt. Es wird intensiv nach Materialien
geforscht, die Pt ersetzen konnten, denn Pt ist teuer und re-
lativ wenig effizient fiir den Prozess. Dies riihrt daher, dass
molekularer Sauerstoff eine hohe Dissoziationsenergie
(494 kJ mol ') besitzt, die zu langsamer Kinetik und groBen
Uberkapazititen bei dem 4-Elektron-Reaktionsweg fiihrt.
Aber die Suche gestaltet sich schwierig, da wir nur ein ein-
geschranktes Verstdndnis von den einzelnen Mechanismen
der O,-Elektroreduktion auf Pt oder einem beliebigen an-
deren Material in der sauren elektrochemischen Umgebung
haben. Forschungen zum Mechanismus der Sauerstoff-Elek-
troreduktion beruhten in starkem MaBe auf voltammetri-
schen Methoden, welche aber den Mechanismus — Reakti-
onsweg (1) vs. (2) — nicht eindeutig mit molekularer Spezifi-
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zitdt bestimmen und auch keine Intermediate, insbesondere
nicht Superoxid, identifizieren konnen. Deshalb wurde SERS
benutzt, um die Intermediate zu untersuchen, die mit der
Elektroreduktion von molekularem Sauerstoff auf Bi-modi-
fizierten polykristallinen Au-Oberflichen zusammenhéngen,
welche als Modellsystem dienen.® Tm Gegensatz dazu sind
Untersuchungen mittels Oberflachen-Infrarot-Spektroskopie
beschrénkt; einerseits durch die Interferenzen aus der Losung
oberhalb der Elektrodenoberfliche und andererseits auf-
grund der geringen Empfindlichkeit im niedrigen Wellen-
zahlbereich, in dem die Schwingungsbanden aufgrund von
Metalloxid- und Metallhydroxidmoden iiblicherweise vor-
kommen.

Abbildung 31 links zeigt das SERS-Spektrum im Bereich
600-1200 cm ™" von polykristallinem Au in einer Losung,
(Au(poly)), die 0.5 mm Bi** und 0.1m HCIO, angereichert mit

2 5 4 B /°
oo owr vat e e A
O.QVW),, il ™
Wwdwm,g% A
«-/\»MJM A g.essxw/ Uit A W et ypets

R s W L A
0.3V 0 Nsctaasrimammed Nt g o

600 | 800 1000 1200 600 800 1000 1200

Raman-Verschiebung (cm)

Abbildung 31. Elektrochemische SERS-Studie der Sauerstoff-Elektro-
reduktion von Bi-modifizierten polykristallinen Au-Oberflichen. Aus
Lit. [84].

O, enthilt. Die Folge auf der rechten Seite gibt die An-
odenrampe von 0 bis 1.2 V wieder, die Folge auf der rechten
Seite die Kathodenrampe. Insgesamt konnen sechs Schwin-
gungs-Raman-Banden ausgemacht werden. Die Banden 1-4
wurden auch in SERS-Kontrollexperimenten beobachtet, die
mit Au(poly) in einer Losung aus 0.1m HCIO, angereichert
mit O, ausgefiihrt wurden, also ohne Bi**. Vor allem das
Vorhandensein von Bande 4 in Abbildung 31 ldsst vermuten,
dass Superoxid eines der Intermediate fiir die O,-Elektrore-
duktion sowohl bei Bi-modifizierten als auch fiir reine Au-
(poly)-Oberfliachen ist. Insgesamt wurden mehrere Signale,
die O,, HO,, Bi-OH und Bi,0, zugeordnet werden konnen,
durch die SERS-Messungen detekiert, was die Vermutung
nahelegt, dass diese Spezies Intermediate wéahrend der O,-
Elektroreduktion sind. Superoxid scheint eine wichtige Rolle
zu spielen, denn es kann sowohl beim reinen Au als auch bei
Bi-modifizierten Au-Oberflichen beobachtet werden. Au-
Berdem ldsst die Beobachtung von Superoxid vermuten, dass
die Vier-Elektronen-Reduktion von O, auf der Bi-modifi-
zierten Oberfliche tiber einen schrittweisen Mechanismus
verluft.
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DFT-Rechnungen zur O,-Adsorption auf reinen und
Bismut-modifizierten Oberflichen wurden durchgefiihrt, um
Einsichten in die Elektronenstruktur und Energetik zu er-
halten. Die Adsorptionsenergie fiir molekularen Sauerstoff
steigt von —0.928 eV auf —2.322 eV, was auf eine Stabilisie-
rung der O,-Adsorption auf der Au-Oberfliche durch die
adsorbierte Bi-Schicht deutet. Die Linge der O-O-Bindung
erhoht sich von 126 pm fiir die Au-Oberfldche auf 136 pm auf
der Bi/Au-Oberfldche, was nahe an dem expe-
rimentell fiir Superoxid O, bestimmten Wert
ist.

Zusitzlich deuten die Mulliken-Ladungen
an den Bi- und O-Atomen vor und nach der O,-
Adsorption auf einen Elektronendichtetrans-
fer auf das O,-Molekiil hin, begleitet von einer
partiellen Oxidation des Bi-Adatoms. Diese

Angewandte

Bande bei ca. 1000 cm™' auf, die ihre maximale Intensitiit bei
—1.8 V erreicht.

Mittels DFT berechnete Spektren ermoglichen einen di-
rekten Vergleich mit experimentellen Daten. Zielsetzung ist
die eindeutige spektrale Zuordnung von experimentell be-
obachteten Raman-Banden zu unterschiedlichen chemischen
Spezies, in diesem Fall den auf der Oberfliche gebundenen
Intermediaten. Abbildung 32 zeigt die mittels DFT berech-

kombinierten DFT/SERS-Untersuchungen
liefern wertvolle mechanistische Einblicke; sie
sprechen auch stark dafiir, dass der erste
Schritt, die Konversion von O, in HO,, wieder
stiarker in den Fokus riicken sollte.

SERS-Intensitat

5.1.2. SERS-Verfolgung der Reduktion von Benzyl-
chlorid an einer Silberelektrode

Die Spaltung von Kohlenstoff-Halogen-
Bindungen mittels elektrochemischer Reduk-
tion an inerten Elektroden ist von Bedeutung
in Gebieten wie der elektrochemischen Syn-
these, Umweltanwendungen und mechanistischen Studien
zum FElektronentransfer. In diesem Kontext zeigen Silberka-
thoden eine iiberraschend groBe elektrokatalytische Aktivi-
tdt. Wie bereits im ersten Beispiel erwéihnt (Abschnitt 5.1.1)
kann die Voltammetrie alleine nicht die transienten Ober-
flichenintermediate in situ mit der notwendigen chemischen
Spezifitit auf molekularem Niveau nachweisen. Auch in
diesem Beispiel — der elektrochemischen Reduktion von
Benzylchlorid (PhCH,Cl) an einer Silberelektrode in Aceto-
nitril — kam der Beleg fiir die Existenz eines entsprechenden
Reaktionsintermediats aus einer kombinierten SERS/DFT-
Untersuchung.™ Das Cyclovoltammogramm (CV) zeigt eine
einzelne Bande fiir eine irreversible Reduktion; fiir einen
Potentialdurchlauf von 0.5 Vs™' wird ein Maximalwert von
E,=—-1.82V gegeniiber der Standardkalomelelektrode
(SKE) beobachtet. Potentialabhidngige SERS-Spektren
wurden im voltammetrischen Bereich von —0.6 bis —2.2V
aufgenommen. Bei Potentialen mit positiveren Werten als
—1.2'V spiegeln die Banden in den SERS-Spektren die von
freiem PhCH,Cl wider, allerdings mit einigen signifikanten
Unterschieden, die auf eine schwache Wechselwirkung zwi-
schen PhCH,CI und der Silberoberfliche hindeuten. Zwei
drastische spektrale Anderungen werden bei —1.2 bzw.
—1.6 V beobachtet. Bei —1.2 V erscheint eine intensive, un-
gewohnlich starke Bande bei ca. 800 cm ™', die ihr Maximum
bei —1.4V erreicht. Zudem wird eine breite Bande bei
350 cm™" beobachtet; sie wird der Ag-C-Streckschwingung
zugeordnet und belegt daher, dass zumindest ein Reaktions-
intermediat iiber eine C-Ag-Bindung stark an die Oberfliche
gebunden ist. Bei —1.6 V und dariiber hinaus taucht eine
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Abbildung 32. Mit DFT berechnete Raman-Spektren verschiedener Benzylspezies sowie
das experimentelle Raman-Spektrum (c). Aus Lit. [85].

neten Spektren des freien/ungebundenen Benzylradikals (a)
und des Benzylanions (b) sowie ihre entsprechenden Ad-
dukte mit einem Ag,-Cluster (c,d). Eine Superposition der
vorhergesagten Spektren in (d) und (e) im Verhiltnis 1:5 (f)
liefert eine gute Ubereinstimmung mit dem experimentellen
SERS-Spektrum (c) bei —1.4 V gegeniiber der SKE. Insge-
samt weisen die Daten darauf hin, dass sowohl das neutrale
als auch das anionische Benzyl-Silber-Addukt gebildet
wurden, wobei die anionische Spezies iiber den groBeren
voltrammetrischen Bereich dominiert.

Diese kombinierte SERS/DFT-Untersuchung gestattet
mechanistische Einblicke in die katalytischen Eigenschaften
von Silberelektroden fiir die Elektroreduktion: Benzylchlorid
ist auf der Silberoberfliche schwach adsorbiert, wird zuerst zu
einem gebundenen Benzylradikal und dann weiter zum ge-
bundenen Benzylanion reduziert. Dieser Reaktionsweg un-
terscheidet sich komplett vom konzertierten Reduktions-
schritt an inerten Elektroden, sodass die Thermodynamik und
Kinetik des ersten Reduktionsschrittes verdndert ist. Eine
besondere Stiarke von SERS bei mechanistischen Aufkla-
rungen in situ sind daher solche Situationen, in den eine
starke Interaktion der Reaktanten und der katalytisch akti-
ven Metalloberfldche vorliegt.

5.1.3. Verfolgung Platin-katalysierter Reaktionen in kolloidaler
Suspension

Die SERS-Verfolgung katalytischer Reaktionen in kol-
loidaler Suspension erfordert Nanopartikel, die zwei ver-

schiedene Funktionalitdten — plasmonische und katalytische
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Aktivitdt — in eine bifunktionelle Entitét integrieren. Die
zentrale Herausforderung ist daher das rationale Design und
die Synthese hybrider Metallnanostrukturen, die sowohl hohe
plasmonische/SERS-Aktivitdt als auch groBe Oberflaichen
des katalytisch aktiven Metalls besitzen. Die himbeerformi-
gen Au/Pt/Au-Kern/Schale-NP in Abbildung 33 erfiillen diese

€

Abbildung 33. a) HR-TEM-Bild einer Au/Pt/Au-Nanohimbeere und
b) ein computergeneriertes 3D-Modell. Aus Lit. [86].

Kriterien fiir Platin-katalysierte Reaktionen;® ein HR-
TEM-BIild einer einzelnen ,,Himbeere* zusammen mit einem
computergenerierten Modell der Kern/Schale-Struktur mit
einer groB3en Pt-Oberfldache fiir katalytische Reaktionen ist
gezeigt. Die plasmonische Kopplung zwischen dem 80 nm
groBen Au-Kern (alleine schon SERS-aktiv) und den kleinen
Au-Satelliten (alleine nicht ausreichend SERS-aktiv) verleiht
der gesamten Superstruktur plasmonische Aktivitdt und
macht sie damit bifunktionell.

In einer Machbarkeitsstudie wurde die Hydridreduktion
einer aromatischen Nitrokomponente zum entsprechenden
Anilinderivat mittels SERS verfolgt (Abbildung 34). Mit zu-
nehmender Menge an NaBH, (von unten nach oben) nimmt
die Intensitit der charakteristischen Banden der Nitro-
Komponente ab, und die Schwingungsbanden des Azoderi-
vats nehmen anfinglich zu und verschwinden schlieBlich.

R-NO, P2, g N=N-R L2 R-NH,

R-NH,
R-NH,

Intensitat

1 ' Ll !
1200 1400 1600

Raman-Verschiebung/cm-!

Abbildung 34. SERS-Spektren der Pt-katalysierten Hydridreduktion von
4-Nitrothiophenol zum entsprechenden Anilinderivat unter Verwen-
dung von Au/Pt/Au-Nanohimbeeren. Aus Lit. [86].
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Negative Kontrollexperimente mit einer Mischung von Au-
und Pt-NP zeigten nicht diese kombinierte katalytische/
SERS-Aktivitdt. Die Zerlegung der sich spektral {iiberla-
gernden Beitrdge der Nitro-, Azo- und Anilin-Komponenten
mittels nicht-negativer Matrixfaktorisierung erlaubt die
Quantifizierung der Beitrdge von allen drei Spezies in jedem
SERS-Spektrum. Im Prinzip konnen auch unbekannte Spe-
zies mit diesem kombinierten multivariaten/schwingungs-
spektroskopischen Ansatz identifiziert werden; dazu muss
lediglich die Anzahl der chemischen Komponenten, nicht
aber Wissen iiber deren spektrale Signaturen a priori vor-
handen sein. Dieser Ansatz konnte sich bei mechanistischen
Untersuchungen katalytischer Reaktionen als niitzlich er-
weisen. Eine derzeitige Limitierung der Au/Pt/Au-Nano-
himbeeren ist, dass sie auf Reaktionen von Molekiilen mit
einer oberflichensuchenden Gruppe beschréinkt sind. Stra-
tegien, um Molekiile ohne solche Gruppen nahe der Metall-
oberfliche zu fangen (siche Abschnitt 5.3.2), konnten diese
Limitierung umgehen und die Anwendbarkeit auf eine viel
breitere Palette von katalytischen Transformationen ermog-
lichen.

5.1.4. Elektronentransfer zwischen Proteinen und Modellmem-
branen an Elektroden

Inter- und intramolekulare Elektronentransfer(ET)-Re-
aktionen konnen durch Proteindynamik kontrolliert oder li-
mitiert sein. Proteine, die an Elektroden mit biokompatiblen
Filmen immobilisiert sind, ermoglichen die Untersuchung
dieser fundamentalen Phdnomene unter kontrollierten Be-
dingungen, obwohl sie unvermeidlich von den physiologi-
schen Bedingungen abweichen. Die simultane Echtzeitver-
folgung von Struktur, ET-Kinetik und Konfigurationsfluk-
tuationen von Cytochrom C (Cyt), das elektrostatisch an
einer SAM-bedeckten Elektrode adsorbiert war, wurde mit
zeitaufgeloster  Zwei-Farben-SERRS-Spektroskopie
folgt.®”! Die Anwendung von Potenzialspriingen initiiert die
Proteinorientierung relativ zur Elektrodenoberfliche zu-
sdtzlich zum Netto-ET. Die zeitaufgelosten Zwei-Farben-
SERRS-Experimente (413 und 514.5 nm) fragen das Ham-
Chromophor ab und erlauben die Bestimmung der Zeitkon-
stante sowohl fiir die Proteinorientierung als auch den ET als
Funktion der SAM-Kettenldnge. Die schwingungsspektro-
skopische Basis fiir diese Fiille an biophysikalischen Infor-
mationen, die iiber SERRS-Experimente verfiigbar sind, ist
durch die Selektivitdt der Resonanz-Raman(RR)-Streuung
beziiglich der Normalmodensymmetrie und die Selektivitét
von SERS beziiglich der Orientierung relativ zur Oberfldche
bedingt. Das RR-Intensitéitsverhiltnis v,y(B,)/v4(A;,) wird
als Marker fiir die Proteinorientierung verwendet, genauer
fir das Ausmall der senkrechten Orientierung. Abbil-
dung 35 A zeigt die SERRS-Spektren von Cyt an Elektroden,
die mit Cs-, C,- und C;s-langen SAM bedeckt sind. Mit zu-
nehmender Kettenldnge (Abbildung 35B) nimmt das Inten-
sitétsverhiltnis v,o(By,)/v4(A,,) fiir die oxidierte Form (Fe’”,
Kreise) rapide ab, fiir die reduzierte Form (Fe*", Quadrate)
aber nur langsam. Fiir eine gegebene SAM weist das Inten-
sititsverhaltnis v;o(By,)/v4(A,,) eine positive Korrelation mit
dem angelegten Potenzial auf (Abbildung 35C). Insgesamt
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Abbildung 35. SERRS-Spektren von Cytochrom C auf Elektroden, die
mit SAM unterschiedlicher Kettenlinge beschichtet wurden. Das Inten-
sitdtsverhaltnis vy4(By,) /v4(Ay,) ist ein Marker fir die Proteinorientie-
rung. Aus Lit. [87].

scheint das elektrische Feld an der Cyt/SAM-Grenzflache die
Orientierung von Cyt zu kontrollieren.

Kinetische Informationen iiber die Orientierung/Reori-
entierung der Ham-Einheit in Cyt konnen iiber zeitaufgeloste
Anrege(Potenzialsprung)/Abfrage(SERRS)-Experimente
erhalten werden. Die Anwendung eines Potenzialsprungs
erlaubt die kinetische Verfolgung der Riickkehr in den
Gleichgewichtszustand. Die experimentell bestimmten Ge-
schwindigkeitskonstanten fiir die Reorientierung héngen
stark von der Kettenldnge der SAM ab. Diese Beobachtung
ist qualitativ konsistent mit einem einfachen elektrostatischen
Modell, in dem die Ladungsdichte am Terminus der SAM
(COO") die Aktivierungsbarriere fiir die Orientierung des
Komplexes oberhalb der Schwelle der thermischen Energie
(kT) zusitzlich zum Netto-ET bestimmt: Diese Reorientie-
rung ist schnell fiir dicke SAM oder schwache elektrische
Felder, wihrend sie drastisch langsamer und geschwindig-
keitsbestimmend im Falle von kurzen SAM oder hohen
elektrischen Feldern wird. Diese Resultate implizieren, dass
lokale elektrische Felder sowohl die mittlere Orientierung als
auch die Mobilitit von Cyt in elektrostatisch gebundenen
Komplexen bestimmen. Die Kontrolle der Netto-ET-Ge-
schwindigkeiten durch elektrische Felder iiber die Modulati-
on der Proteindynamik konnte daher ein weit verbreitetes
Phénomen in der Bioelektrochemie sein.

5.2. Einzelmolekiilnachweis

Im Jahr 1997 wurde in zwei bahnbrechenden Arbeiten
tiber den Nachweis von einzelnen Molekiilen mittels SERS
berichtet.®*?"Y1 Im ersten Fall wurde der Farbstoff Rhoda-
min 6G (R6G) auf mittels Citratreduktion hergestellten
AgNP unter normalen Umgebungsbedingungen nachgewie-
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sen. Starke SERS-Intensitétsfluktuationen auf der Sekunden-
Zeitskala wurden beobachtet, die als Diffusion von R6G-
Molekiilen auf der Oberflache in die Hotspots hinein und
wieder heraus interpretiert wurden. Unabhéngig davon
wurde SM-SERS auch fiir Kristallviolett (CV) mit Aggrega-
ten von AgNP in Suspension nachgewiesen. In diesen und
nachfolgenden SM-SERS-Studien wurden verschiedene Ar-
gumente angefiihrt, um den Nachweis von einzelnen Mole-
kiilen zu belegen. Typischerweise wurden Intensitétsfluktua-
tionen in Kombination mit statistischen Analysen als Beleg
fir SM-SERS-Verhalten als ausreichend betrachtet. Aller-
dings sind diese Ansétze mit einer Reihe von Schwierigkeiten
verbunden.”™ Erstens sind niedrige Farbstoffkonzentratio-
nen, bei denen hypothetisch im Mittel nur ein Farbstoffmo-
lekiil pro Kolloidpartikel vorliegt, kein zufriedenstellender
Beleg. Zweitens zeigen SERS-Spektren starke Intensitéts-
fluktuationen, sowohl Intensitdtsinderungen als auch spek-
trale Anderungen sowie alternierende An/Aus-Perioden, die
Blinken genannt werden. Letzteres wurde typischerweise als
charakteristisches Verhalten fiir SM-Emission angesehen.
Allerdings konnen diese Fluktuationen auch bei hohen
Farbstoffkonzentrationen sowie unter anderen Umstdnden
beobachtet werden. Ein deutlicher Fortschritt war die Ein-
fiihrung des Bi-Analyt-Ansatzes (BiASERS), bei dem zwei
Analyten (z.B. zwei Farbstoffe) mit spektral unterschiedli-
chen SERS-Signaturen miteinander um die Oberfldchen-
adsorption konkurrieren. Kurz danach wurde der gleiche
Ansatz um die Verwendung von zwei Isotopologen desselben
Farbstoffs erweitert.*!

5.2.1. Wellenzahl-basierte Ansdtze fiir Einzelmolekiil-SERS
5.2.1.1. Der Bi-Analyt-Ansatz: Spektrale Unterscheidung in der
Wellenzahldomdine

Die Verwendung von zwei unterschiedlichen Analytmo-
lekiilen mit einer oberflichensuchenden Gruppe, aber einem
unterschiedlichen SERS-Spektrum, ist ein eleganter Weg, um
Einzelmolekiilverhalten bei SERS zu demonstrieren (Bi-
Analyt-SERS oder BiASERS)."”! Abbildung 36 zeigt SERS-
Spektren von Rhodamin 6G (R6G) (A), einem Benzotriazol-
Farbstoff (BTZ) (C) und einer Kombination von beiden (B).
Die Spektren wurden an verschiedenen Positionen in einem
SERS-mikrospektroskopischen Experiment aufgenommen
(unten). Wenn nur ein einzelnes Molekiil vorliegt, dann ist die
Wahrscheinlichkeit entweder R6G oder BTZ vorzufinden
1:1. Im Falle von zwei Molekiilen ist die Wahrscheinlich-
keitsverteilung fiir das Vorliegen von 2 x R6G oder 1 x R6G/
1xBTZ oder 2 x BTZ 1:2:1, d.h. die Wahrscheinlichkeit, zwei
Molekiile R6G oder BTZ gleichzeitig im Laserfokalvolumen
vorzufinden, betrdgt nur jeweils 25%. Fir zwei Molekiile
(n=2) haben wir einfach die binomische Formel (a4 b)*=
b*+2ab+b* mit a=R6B und b=BTZ verwendet Fiir
n Molekiile sinkt die Wahrscheinlichkeit, entweder nur a oder
nur b vorzufinden, d.h. a” oder b”, signifikant entsprechend
der Binominalverteilung.
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A B c| unterschiedlichen Analyten entsteht. In dieser
_ REGS _ ——— ’ _ 51 Hinsicht kann er als ein sehr wichtiger Spezi-
2 2 S alfall des BiASERS-Ansatzes betrachtet
é Jl é \/ U u\J é \ werden, der auf dem ,selben“ Molekiil ba-
- 'JLJL.A_._, ) 1y J l}\ - Mﬁ /r [ - siert. Genauer gesagt basiert er auf zwei Iso-
topologen, d.h. Molekiilen, die sich nur in
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Abbildung 36. Bi-Analyt-SERS (BiASERS) fiir die Wellenzahldomianen-basierte Demonstra-

tion von Einzelmolekil-SERS. Aus Lit. [95].

5.2.1.2. Der Isotopologen/Bi-Analyt-Ansatz mittels
Isotopensubstitution

Die Interpretation von Bi-Analyt-SM-SERS-Resultaten
(Abschnitt 5.3.1.1; SM = Einzelmolekiil) erfordert Kenntnis-
se {iiber die unterschiedlichen Raman-Streuquerschnitte,
Absorptionsspektren und Oberflichenbindungsaffinititen,
da die beiden Analyten unterschiedliche schwingungsspek-
troskopische und elektronische Eigenschaften als auch un-
terschiedliche Oberflachenbindungseigenschaften aufweisen.
Der Wellenzahlen-basierte Ansatz mit zwei Isotopologen ist
ein sehr eleganter Ansatz, der auf den Vorteilen des BiA-
SERS-Ansatzes aufbaut, aber gleichzeitig die Limitierung
vermeidet, die durch die Verwendung von zwei chemisch

R6G-d,

Abbildung 37. R6G-d, und R6G-d, fiir die Verwendung im Isotopolo-
gen-Ansatz der Einzelmolekil-SERS. Aus Lit. [96].
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ihrer Isotopenzusammensetzung unterschei-
den. Die Verwendung von zwei Isotopologen,
z.B. R6G-d, und R6G-d, (Abbildung 37), fiir
SM-SERS hat signifikante zusétzliche Vor-
teile, da beide dasselbe elektronische Ab-
sorptionsspektrum, denselben Raman-Streu-
querschnitt und dieselbe Oberflichenbin-
dungsaffinitdt aufweisen.

Die Wellenzahl(,,Frequenz*)-basierte
Diskriminierung zwischen zwei Isotopologen
ist aufgrund ihres unterschiedlichen Schwin-
gungs-Raman-Spektrums moglich: Wellen-
zahlpositionen und Intensititen von Banden
solcher Normalmoden, die C-D-Einheiten in-
volvieren, sind aufgrund des Masseneffekts
unterschiedlich. Dies ist in Abbildung 38 fiir
R6G-d;, und R6G-d, gezeigt. Anhand der
beiden Banden bei 622 cm™ (R6G-d,) und 610 cm™ (R6G-
d,) ist eine eindeutige Unterscheidung zwischen beiden Iso-
topologen moglich; die Behauptung des Vorliegens von Ein-
zelmolekiilverhalten ist qualitativ daher geradlinig. Wenn im
Mittel nur ein Molekiiltyp auf jedem Nanopartikel adsorbiert
ist, dann enthilt jedes SM-SERS-Spektrum nur den spektra-
len Fingerabdruck von einem der beiden Isotopologen, wih-
rend es beide Fingerabdriicke fiir groBere Oberfldchenbede-
ckungen aufweist. Quantitativ sollten die Wahrscheinlich-
keiten fiir die Beobachtung der beiden Isotopologen der Bi-
nominalverteilung folgen.

Der Isotopologenansatz wurde nicht nur auf kiinstliche
Isotopologe angewendet, sondern auch auf natiirliche Isoto-
pologe zur Demonstration der natiirlichen Isotopenvertei-
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Abbildung 38. Isotopologen/BiASERS-Ansatz fiir die Wellenzahl-basier-
te Demonstration von Einzelmolekiil-SERS. Aus Lit. [96].
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lung von Elementen wie z. B. Kohlenstoff, beispielsweise tiber
die hoch lokalisierte Streckschwingung einer Cyanogruppe
als Sonde.""!

Der Wellenzahl(,,Frequenz*)-basierte Ansatz zum Nach-
weis von Einzelmolekiilverhalten sollte der neue ,,Goldstan-
dard“ fiir SM-SERS werden, da er die Nachteile und Zwei-
deutigkeiten fritherer Ansdtze eliminiert. Die chemische
Synthese der entsprechenden Isotopologen — obwohl mogli-
cherweise aufwindig und daher anspruchsvoller und/oder
teuer fiir andere Molekiile — sollte den Aufwand definitiv wert
sein; nur Resultate, die mit diesem Ansatz erhalten wurden,
konnen direkt und unzweideutig interpretiert werden und
werden dazu beitragen, dass SM-SERS eine generell und
breit akzeptierte Einzelmolekiiltechnik wird.

5.2.1.3. Einzelmolekiil-SERS von nichtresonanten Molekiilen

Fiir resonante Molekiile wie Farbstoffe mit differentiellen
Streuquerschnitten in der GroBenordnung von 1072 cm?sr™!
fiir die intensivsten Raman-Banden reichen Verstarkungs-
faktoren in der GroBenordnung von 10® vollkommen aus, um
SM-SERRS zu erhalten.””! Rechnungen sagen elektroma-
gnetische Feldverstirkungen (EF) in Hotspots von 10'°-10"!
fiir bestimmte Konfigurationen wie z.B. Dimere aus Metall-
NP voraus (siche Abschnitt 3.1). Diese extremen EF-Werte
sollten ausreichend sein, um die Liicke zwischen resonanten
und nichtresonanten Molekiilen zu schlieBen, da letztere
differentielle Streuquerschnitte in der GroB3enordnung von
107 cm?sr ! aufweisen. Mit anderen Worten: Der 1000fach
niedrigere Raman-Streuquerschnitt von nichtresonanten im
Vergleich zu resonanten Molekiilen wird durch den 1000fach
hoheren EF kompensiert. Abbildung 39 zeigt das Absorpti-

0.4

0.3

0.2}
BTZ (x4)

Absorbanz

300 400 500
Wellenldnge [nm]

600 700

Abbildung 39. Absorptionsspektrum von BPE (,nichtresonantes Mo-
lekiil) und BTZ (,resonantes* Molekiil). Aus Lit. [29].

onsspektrum des nichtresonanten Molekiils 1,2-Di-(4-pyr-
idyl)ethylen (BPE) und des Benzotriazolfarbstoffs 3-Meth-
oxy-4-(5'-azobenzotriazolyl)phenylamin (BTZ, resonantes
Molekiil) fiir den Einsatz in BiASERS-Experimenten.”!
Einige Aspekte miissen bei der Durchfiihrung von SM-
SERS-Experimenten an nichtresonanten Molekiilen bertick-
sichtigt werden.””! Zunichst einmal muss man die Vertei-
lungsfunktion der EF-Werte im Hinterkopf haben (siche
Abschnitte 3.1.2 und 3.1.3): Nur die Molekiile an den Stellen
mit den hochsten moglichen Verstarkungsfaktoren von etwa
10" konnen detektiert werden. Da nichtresonante Molekiile
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deutlich weniger anfillig fiir Photobleichen sind, kann dieser
Zahlenwert durch die anwendbare Laserleistungsdichte und
die Integrationszeit teilweise reduziert werden. Nichtsdesto-
weniger kann vom Standpunkt der rein elektromagnetischen
Verstiarkung nur ein viel schmalerer Bereich von sehr grof3en
Verstarkungen am Ende der Verteilungsfunktion genutzt
werden, um die Signale erfassbar zu machen. Dieser kleine
Bereich von extrem hohen Verstdrkungen entspricht einer
viel kleineren effektiven Anzahl von Hotspots, die genutzt
werden kann. Nur die enge Region um den EF-Maximalwert
herum kann geniigend Verstiarkung liefern, um SM-SERS zu
generieren. Zusétzlich zu diesen statistischen Aspekten be-
ziiglich der EF-Verteilung werden auch Kontaminationsas-
pekte kritisch, da konkurrierende Molekiile mit &hnlich
schwachen Raman-Streuquerschnitten auch beitragen und
die Analyse komplizieren konnen. Um solche Kontamina-
tionen zu minimieren, muss auch das SERS-Substrat opti-
miert werden. Anstelle der Citrat-Reduktionsmethode wurde
Natriumborhydrid als Reduktionsmittel verwendet. Abbil-
dung 40 zeigt die SM-SE(R)RS-Spektren von BPE und BTZ
zusammen mit den betreffenden Ensemble-Spektren als Re-
ferenz. Die Autoren schlussfolgern, dass — aufgrund ihrer
iiberzeugenden experimentellen Demonstration — im Prinzip
jedes beliebige Molekiil, das auf dem Substrat adsorbieren
kann, auf dem Einzelmolekiilniveau mit SERS nachgewiesen
werden kann.

BPE Referenz )

A 1 ”BPE Einzelmoleki'l

[ BTZ Einzelmolekal 1
BTZ Referenz

600 800 1000 1200 1400 1600
Raman-Verschiebung [cm'1]

Intensitat

Abbildung 40. SM-SERS-Spektren von BPE und BTZ sowie die entspre-
chenden Ensemble-Spektren als Referenz. Aus Lit. [29].

Struktur-Aktivitdt-Korrelationen fiir einzelne Partikel
haben gezeigt, dass Dimere von Ag-Nanokristallen die ein-
fachste von mehreren moglichen Konfigurationen sind, die
SM-SE(R)RS generieren konnen.*!

Zusitzlich zu diesem plasmonischen/EF-Aspekt ist es
wichtig, die Anwesenheit der Molekiile in den Hotspots zu
forcieren*“. Hierfiir existieren verschiedene Ansitze, z.B.
Langmuir-Blodgett-Schichten,”>*! Kontaktstellen zwischen
Goldnanosternen und einer planaren Goldoberfliche™!
sowie DNA-modifizierte AuNP.!'"10!
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5.3. Analytische Anwendungen: Sensorik, Fangen,
Festphasensynthese
5.3.1. Sensorik

Die Sensorik von Biomolekiilen mit plasmonischen Na-
nostrukturen ist ein sich stark entwickeltes Gebiet mit zahl-

reichen Anwendungen %1%
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Abbildung 41. Polymethacrylsiure (PMAA) geht pH-abhingige Kon-
formationsinderungen ein, die fiir pH-Sensorik durch plasmonische
Kopplung und SERS genutzt werden. Aus Lit. [105].
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Abbildung 42. Das SERS-Spektrum von 4-Mercaptobenzoesiure (4-
MBA) wird fiir die komplett optische pH-Sensorik mittels Gold-Nano-
schalen, beschichtet mit einer SAM von 4-MBA, als nanoskaligem pH-

Meter genutzt. Aus Lit. [106].
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5.3.1.1. Stimulus-responsive Nanopartikel fiir pH-Sensorik iiber
plasmonische Kopplung und SERS

Plasmonische Kopplungen konnen zu sehr hohen elek-
tromagnetischen Feldverstirkungen fiithren (siehe Abschnit-
te 3.1.1 und 3.2.2). Eine interessante Frage ist, ob plasmoni-
sche Kopplungen durch molekulare Konformationsanderun-
gen induziert werden konnen. Stimulus-responsive Polymere
wie z.B. Polymethacrylsdure (PMAA) bieten diese Moglich-
keit, da sie reversible Konformationsédnderungen als Antwort
auf Umgebungsfaktoren wie den pH-Wert aufweisen (Ab-
bildung 41a)."! Bei pH > 4 sind die Carbonséuren deproto-
niert, die PMAA-Segmente sind hydrophil und weisen eine
sterisch anspruchsvollere Konformation (,,random-coil*) auf.
Bei pH <3 sind die PMAA-Segmente nahezu neutral und
leicht hydrophob; das Molekiil nimmt eine kondensierte oder
kollabierte Gestalt an (Abbildung 41a). Das pH-responsive
PMAA-Segment ist an einen amphiphilen Polyethylengly-
kol(PEG)-Block und eine terminale Lipoinsdure(LA)-An-
kergruppe gebunden (Abbildung 41 a). Kolloidales Gold wird
zundchst mit organischen Farbstoffen als Raman-Reporter-
molekiilen und dann mit LA-PEG-PMAA-Blockcopolyme-
ren (Abbildung 41b) inkubiert. Bei pH >4 zeigen diese be-
schichteten SERS-NP aufgrund der starken sterischen und
elektrostatischen Abstoung keine plasmonische Kopplung
(Abbildung 41 c links). Bei pH < 3 jedoch liefert die kompri-
mierte Konformation kleine Cluster von beschichteten
SERS-NP (Abbildung 41c¢ rechts). Die entsprechenden
SERS-Spektren (nicht gezeigt hier) demonstrieren die prin-
zipielle Machbarkeit: Bei pH 7 wird kein SERS-Signal be-
obachtet, im Gegensatz zu pH 3. Der Prozess ist reversibel,
wie der zweite Zyklus zeigt.

Insgesamt erlaubt diese Strategie die Kontrolle iiber Ab-
stinde und plasmonische Interaktionen zwischen Block-Co-
polymer-beschichteten Metall-NP.

5.3.1.2. Optische pH-Bestimmung mit einem nanoskaligen pH-
Meter

FEin gleichermaflen eleganter Weg zur markierungsfreien
Bestimmung des pH-Wertes mittels SERS ist die Ausnutzung
des schwingungsspektroskopischen Unterschiedes zwischen
der protonierten und deprotonierten Form von Sduren. 4-
Mercaptobenzoesiure (4-MBA) ist ein ideales Raman-Re-
portermolekiil, das stark an Gold- oder Silber-Oberfldchen
bindet. Das Schwingungs-Raman-Spektrum (Abbildung 42)
der protonierten Form (COOH, Carbonsiure) unterscheidet
sich signifikant von der deprotonierten/ionischen Form
(COO™, Carboxylat)."™ Mit einer selbstorganisierten Mo-
nolage aus 4-MBA beschichtete Gold-Nanoschalen konnen
daher als ein komplett optisches, nanoskaliges pH-Meter
betrachtet werden, das den lokalen pH auf der Oberfldche
der Nanoschalen bestimmen kann (Abbildung 42). Dieser
markierungsfreie SERS-Ansatz wurde kurz darauf zur Be-
stimmung des lokalen pH in lebenden Zellen, z.B. in Endo-
somen, verwendet.['0-1%]
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5.3.1.3. Sensorik polycyclischer aromatischer Kohlenwasserstoffe:
Ausnutzung von Wirt-Gast-Interaktionen

Ein weiteres wichtiges Anwendungsgebiet von SERS ist
die Umweltanalytik.''”) Ein Beispiel fiir extrem umweltge-
fahrliche Stoffe sind polyaromatische Kohlenwasserstoffe
(PAH), die vorwiegend wihrend der unvollstindigen Ver-
brennung von Kohle, 01, Gas und Tabak entstehen. Viele von
ihnen haben sich als stark karzinogen erwiesen. PAH wie z. B.
Coronen (blau in Abbildung 43 Mitte links) besitzen kon-

Abbildung 43. Sensorik von polycyclischen Kohlenwasserstoffen
(,Giste"; blau: Coronen) durch SERS in einem Hotspot durch Verwen-
dung von Dithiocarbamat-, Wirt“-Konjugat-funktionalisierten Silber-NP.
Aus Lit. [111].

densierte Benzolringe als gemeinsames molekulares Struk-
turelement; sie weisen eine sehr geringe Affinitédt fir die
Adsorption an metallische Oberflichen auf, da sie keine
funktionellen Gruppen besitzen, insbesondere keine Hete-
roatome wie Schwefel und Stickstoff; sie sind daher eine
wichtige, aber schwierig mittels SERS nachzuweisende Sub-
stanzklasse. Die Ausnutzung von Wirt-Gast-Interaktionen,
einem bekannten Konzept aus der supramolekularen
Chemie, ist der Schliissel zur hochsensitiven und spezifischen
Detektion von PAH mittels SERS.""'* Die Oberfliche von
Silber-NP wird mit Dithiocarbamat-Gastmolekiil-Konjugaten
funktionalisiert. Abbildung 43 zeigt die Bildung eines Hot-
spots in der Partikel-Kontaktstelle, wenn zwei Wirt-funktio-
nalisierte Silber-NP zusammen ein Coronen-Molekiil als Gast
binden."!! Dieses elegante Konzept wurde erfolgreich auf
andere PAH inklusive Pyren und Triphenylen angewendet.
Affinitdtskonstanten und Nachweisgrenzen wurden fiir jeden
PAH aus konzentrationsabhéingigen SERS-Untersuchungen
bestimmt.!'!)
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Abbildung 44. Nachweis von Glukose auf einem Silberfilm iiber Nano-
kugeln. Die Grenzflichenbeschichtung mit 1-Decanthiol gewihrleistet
die erforderliche Anreicherung. Aus Lit. [114].

5.3.1.4. Sensorik von Glukose

Patienten mit Diabetes mellitus miissen ihren Glukose-
spiegel regelméBig verfolgen, da ihr Korper selber kein In-
sulin produzieren kann. Insulin ist ein Hormon, das den
Glukosestoffwechsel reguliert. Die resultierenden groflen
Fluktuationen des Glukosespiegels konnen schwerwiegende
Komplikationen wie z.B. Nieren- und Herzkrankheiten ver-
ursachen. Die meisten Patienten benutzen ein Fingerstichin-
strument, um Blutstropfen in einer unangenehmen und
schmerzhaften Prozedur zu erhalten. Daher versuchen viele
Forschungsgruppen, minimal invasive und biologisch kom-
patible Methoden zur quantitativen Glukosebestimmung zu
entwickeln, darunter Techniken wie die MIR-Absorptions-
spektroskopie und die Laserpolarimetrie. Konventionelle
Raman-Spektroskopie kann Glukose in physiologisch rele-
vanten Konzentrationen in vitro nachweisen. Zum Vergleich:
Der Raman-Streuquerschnitt von Glukose ist nur fiinfmal
kleiner als der von Benzol und 50-mal gréBer als der von
Wasser. Allerdings ist die Laserbelastung im Sinne der La-
serleistungsdichte und Belichtungszeit relativ hoch, insbe-
sondere hoher als physiologisch akzeptabel. Die Signalver-
starkung bei SERS iiberwindet diese Limitierung unter Bei-
behaltung der hohen chemischen Spezifitdt der Schwingungs-
Raman-Spektroskopie. Ein AgFON (Abschnitt4.2.1) als
SERS-Substrat in Kombination mit der Methode der kleins-
ten Fehlerquadrate (PLS) zur chemometrischen Auswertung
wurde erfolgreich fiir die quantitative Glukosebestimmung
eingesetzt. FEin zentrales Element ist die Verwendung einer
Grenzflichenbeschichtung auf der Oberfliche des AgFON-
Substrates zur Generierung eines Glukose-Gradienten (Ab-
bildung 44).1"Y Ein Dutzend verschiedener Oberflichen-
funktionalisierungen wurde untersucht, aber nur unver-
zweigte Alkanthiole haben sich als effektiv erwiesen; in
dieser Arbeit wurde 1-Decanthiol (1-DT) verwendet. Es ist
wichtig zu betonen, dass ohne diese Grenzflichenbeschich-
tung Glukose nicht nachgewiesen werden konnte, da die
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notwendige Anreicherung — Glukose in enger rdumlicher
Néhe zur plasmonischen AgFON-Oberflache —in diesem Fall
fehlt. Konzentrationsabhingige Untersuchungen im Bereich
von 0-250 mm wurden durchgefiihrt, um die Genauigkeit
dieses Ansatzes und die Nachweisgrenze zu bestimmen. Eine
chemometrische Analyse (PLS/LOO; partial least squares/
leave-one-out) zur Datenauswertung wurde verwendet, da
das Analyt-Spektrum (Glukose) von komplexen Beitrigen
der Matrix iiberlagert ist. Auftragen der mittels PLS vorher-
gesagten Konzentrationen als Funktion der tatsdchlichen
Konzentrationen lieferten ein mittleres Fehlerquadrat
(RMSEP; root-mean squared error of prediction) von
1.8mM=33.1mgdL"' fiir den physiologisch relevanten
Konzentrationsbereich (Abbildung 45). Dieser Zahlenwert

tatsdchliche Konzentration (mg/dL)
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Abbildung 45. Konzentrationsabhingige SERS-Messungen von Glukose
mit dem in Abbildung 44 gezeigten Verfahren. Aus Lit. [114].

ist nahe der fiir medizinische Anwendungen benétigten
Nachweisgrenze. Die fiir die Auftragung in Abbildung 45
benutzten Kalibrierungsvektoren enthalten charakteristische
Schwingungs-Raman-Banden von Glukose, d.h., sie enthal-
ten Anteile aus dem Glukosespektrum, die nicht mit Banden
der Oberflichenbeschichtung oder anderer Analyte iiber-
lappen. Allerdings kann 1-DT nicht als die optimale SAM
angesehen werden, hier ist sicherlich noch Raum fiir Ver-
besserungen. Die Autoren bemerken, dass sie bessere Mo-
nolagen mit einem hoheren Verteilungskoeffizienten und
geringeren spektralen Uberlagerungen mit den Raman-
Banden von Glukose suchen. Eine weitere Verbesserung
wire der Wechsel von einer Laseranregung im sichtbaren
Spektralbereich, die in dieser Studie verwendet wurde, zum
,biologischen Fenster” in der nahinfraroten Region zwischen
ca. 700-1200 nm.

5.3.2. Einfangen

Neben der Partitionierung (siche Abschnitt 5.3.1.4) sind
das Fangen und ,,in Kifige sperren“l'™ weitere vielverspre-

www.angewandte.de

© 2014 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

S. Schliicker

chende Ansdtze, um Analytmolekiile in kleine Volumina
nahe der Metalloberfldche zu zwingen.

5.3.2.1. Gold-Nanofinger

Eine Ausweitung des Ansatzes mit Silbernanodridhten
(siche Abschnitt 4.2.5) basiert auf Gold-Nanofingern zum
Fangen und Detektieren von Molekiilen. Dieser Ansatz
adressiert zwei zentrale Aspekte: a) Kontrolle iiber die kri-
tischen Subnanometer-Abmessungen, was mit konventionel-
len Nanofabrikationsschemata schwierig zu erreichen ist;
b) der Analyt muss sich nicht notwendigerweise im Hotspot
befinden, auch wenn der Hotspot prézise hergestellt wird.
Goldbeschichtete flexible Polymerfinger konnen beide
Funktionen ausfiihren: Sie kénnen sich schlieBen, um die
Molekiile zu fangen, und gleichzeitig konnen sie reprodu-
zierbare Hotspots bilden.""! Dieses System ist daher eine
generische Plattform fiir das Fangen von Molekiilen und
deren Detektion mittels SERS. Abbildung 46 zeigt die Gold-
Finger in der offenen (a) und geschlossenen (b) Form; die
entsprechenden REM-Bilder sind in (c¢) und (d) gezeigt.
Dicht gepackte quadratische Anordnungen von freistehen-
den Polymer-Nanofingern wurden mittels Nanopréigelitho-
graphie gefolgt von Goldbeschichtung hergestellt. Das
Schliefen der Finger erfolgt durch Kapillarkrifte, die nach
der Benetzung der Finger mit Fliissigkeit und der darauf
folgenden Verdunstung der Fliissigkeit auftreten. Abbil-
dung 46 e zeigt schematisch, wie die Molekiile mit den Na-
nofingern gefangen werden. Die rdumliche Verteilung der
elektrischen Feldstdrke dieser Konfiguration, berechnet mit

10000

50.00

f@@
Abbildung 46. Gold-Finger in der a) offenen und b) geschlossenen
Form. c,d) Zugehérige REM-Bilder. e) Schematische Darstellung mit

eingefangenen Analytmolekiilen. f) Ergebnis einer Computersimulation
mit deutlich erkennbaren Hotspots. Aus Lit. [116].
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der diskreten Dipol-Ndherung (DDA), demonstriert das
Vorliegen von Hotspots an der Kontaktstelle zwischen zwei
benachbarten Goldfingern.

Kontrollexperimente wurden durchgefiihrt, um zu de-
monstrieren, dass das eigentliche Fangen der Molekiile zwi-
schen den Spitzen der Goldfinger erfolgt. Das SERS-Signal
bei Eintauchen in eine Losung mit dem Analyten und
Trocknen, d.h. der konzertierten Aktion aus dem vermuteten
Molekiilfangen und FingerschlieBen, war zweimal so hoch im
Vergleich zu einer sequentiellen Abfolge, in der nur das Lo-
sungsmittel zum SchlieBen der Finger verdampft und dann
anschliefend das Analytmolekiil zugegeben wurde.

5.3.2.2. Hohle Silica-Nanopartikel als temporiir stabile SERS-
Substrate

Die groB3e Oberflichenenergie und die daraus resultie-
rende Instabilitit von Metallkolloiden fiihrt zu deren Ag-
gregation und nicht reproduzierbaren SERS-Spektren. Die
Stabilitdt von Metallkolloiden ist daher von entscheidender
Bedeutung, um reproduzierbare SERS-Signale zu erhalten.
Der Schutz von metallischen Nanopartikeln durch Stabili-
sierungsreagentien kann die Aggregation der Partikel ver-
meiden, die plasmonischen/optischen Eigenschaften der
Partikel sollen dabei aber unverédndert bleiben. Silica-Hohl-
schalen mit Goldnanopartikeln im Inneren, die durch Ver-
kapselung von AuNP-Kernen in pordsen Silicamembranen
erhalten wurden, erfiillen beide Kriterien (Abbildung 47
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Abbildung 47. Synthese von SiO,@Au-Nanopartikeln. Analytmolekiile
kénnen durch die kleinen Offnungen der geitzten SiO,-Struktur diffun-
dieren und stehen dann im Schaleninneren fiir SERS mittels AuNP zur
Verfiigung. |E steht fiir ,intern gedtzt“. Aus Lit. [117].

rechts).!"'”! Die Porositit der Membran erlaubt es den Mole-
kiilen, durch das Silicanetzwerk zu diffundieren und in Kon-
takt mit dem Goldkern zu kommen. Zunéchst werden AuNP
in einer Silicahiille verkapselt (Schritt 1 in Abbildung 47).
Das selektive Atzen der internen Silicamatrix in diesen
Au@SiO,-Partikeln (Schritt 2), die weniger dicht und vernetzt
ist als die stark vernetzte externe Silicamatrix, fiihrt zu intern
gedtzten Au@SiO,-Partikeln. Durch Verldngerung der Zeit
fiir das Atzen wurden hohle intern geitzte Au@SiO,-Partikel
mit frei beweglichen Au-Kernen (Schritt 3) und abschlieBend
hohle, intern geitzte Au@SiO,-Partikel mit einer geétzten
externen Membran (Schritt 4) erhalten. Abbildung 48 zeigt
TEM-Bilder von Nanopartikeln, die im Verlauf der Synthese
der hohlen intern gedtzten Au@SiO,-Partikel erhalten
wurden.

Der Atzprozess wurde mittels UV/Vis-Extinktionsspek-
troskopie verfolgt, und ein Modell zur Erkldrung der Bildung
der Silicamembran wurde vorgestellt.
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Abbildung 48. TEM-Bilder der SiO,@Au-Nanopartikel. Aus Lit. [117].

5.3.2.3. Thermoresponsive Nanokomposite als Molekiilfallen fiir
SERS

Die iiberwiegende Mehrheit der analytischen Anwen-
dungen von SERS basiert auf der Adsorption des Analyten
auf einer Metalloberfldche. Stickstoff- und Schwefel-haltige
Komponenten, die normalerweise relativ hohe Affinitédten fiir
Silber- und Goldoberflichen aufweisen, konnen daher mehr
oder weniger routineméBig mit SERS detektiert werden.

Die Kontrolle der Oberflachenladung ist ein alternativer
Ansatz, um den Analyten direkt auf die Metalloberfldche
oder in deren Nihe zu bringen, z. B. mittels elektrostatischer
Anziehung. Beispiele fiir diesen Ansatz sind Carbonsiduren
und Amine. Fiir Alkohole, Ether und andere Sauerstoff-hal-
tige Gruppierungen sowie fiir Molekiile ohne funktionelle
Gruppen ist dies hingegen kaum niitzlich.

Wie kann man Molekiile ohne funktionelle Gruppen, d. h.
Molekiile ohne oberflichensuchende Gruppen, fangen und
nahe an das plasmonische Substrat fiir die SERS-Detektion
bringen (siche SERS-Abstandsabhingigkeit in Ab-
schnitt 3.4)? Thermoresponsive Mikrogele, die einen Gold-
kern enthalten, sind ein vielversprechender Ansatz dafiir. Die
Polymerhiille kann temperaturkontrolliert aufquellen oder
kollabieren; diese Volumenédnderung kann ausgenutzt
werden, um Molekiile ohne funktionelle Gruppen zu fangen
und sie ausreichend nahe an den Metallkern zu bringen.

Die Synthese der SERS-aktiven Nanokomposite in Ab-
bildung 49"¥ beginnt mit Cetyltrimethylammoniumbromid-
(CTAB)-beschichteten, 67 nm groen Gold-Nanokugeln, die
mit einer diinnen Polystyrol(PS)-Hiille beschichtet sind. Das
thermoresponsive Mikrogel um den AuNP@PS-Kern wird
durch Polymerisation von N-Isopropylacrylamid (NIPAM)
und einem Vernetzungsreagens gebildet. Die Grofle des
67 nm Au-Kerns in diesen AuNP@pNIPAM-Nanokomposi-
ten kann durch keiminduziertes Wachstum mittels HAuCl,
und Ascorbinsdure als Reduktionsmittel erhoht werden. Die
resultierenden 116 nm Au-Kerne zeigen eine signifikant
hohere Streuintensitdt im Vergleich zu den 67 nm Au-
Kernen.
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berpartikel mit einem Durchmes-
ser von ca. 20nm werden zur
Oberflache hinzugegeben. Bei re-
sonanter Laseranregung erfihrt
nur die festphasengebundene
Komponente 1, die sich sehr nah
an der Silberoberfliche befindet,
die hohe Nahfeldverstarkung und

im entsprechenden SERS-

ist i
Spektrum beobachtbar. Im Ge-
o Al . gensatz dazu kann die Festpha-
= ) senmatrix selber, d.h. die Polysty-
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Abbildung 49. SERS-Nachweis von Molekiilen ohne oberflichensuchende Gruppen mithilfe von ther-

moresponsiven Polymeren auf AuNP. Aus Lit. [118].

Abbildung 49 zeigt schematisch die Anwendung dieser
AuNP@pNIPAM-Nanokomposite fiir den Nachweis von
nicht-interagierenden Analyten, d.h. Molekiilen ohne Pri-
disposition fiir eine Adsorption auf die Goldoberfliche. Bei
4°C (Abbildung 49 Mitte) werden aufgrund des groBen Ab-
stands zwischen Analytmolekiilen und Au-Kernen keine
SERS-Signale beobachtet. Beim Erhitzen auf 60°C (Abbil-
dung 49 rechts) kontrahiert die thermoresponsive Hiille und
SERS kann jetzt detektiert werden. Das Mikrogel hat meh-
rere zentrale Vorteile: 1) Die porodse Schutzschicht aus
pNIPAM erhoht die Langzeitstabilitdt des kolloidalen Na-
nokomposits. 2) Die Hiille verhindert die plasmonische
Kopplung zwischen den Partikeln und sorgt damit fiir ein sehr
reproduzierbares SERS-Signal, was eine notwendige Bedin-
gung fiir eine Quantifizierung mittels SERS ist. 3) Der SERS-
Signalbeitrag der pNIPAM-Hiille selber ist gering. Dies ist
wichtig fiir eine ultrasensitive Anwendung, die auf einem
Nanokompositsystem mit niedrigem Eigensignal basiert.

5.3.3. SERS fiir den direkten Nachweis festphasengebundener
Substanzen
5.3.3.1. SERS-Detektion mit externen plasmonischen
Nanostrukturen

Die Festphasensynthese (SPS; solid-phase synthesis) von
Peptiden hat die bioorganische Synthese revolutioniert. Die
Matrix in der SPS ist in vielen Fillen ein modifiziertes Poly-
styrolharz mit einem niedrigen Beladungsgrad von typi-
scherweise ca. 100 pmol pro Harzkiigelchen. Dies gestaltet
die Analyse von festphasengebundenen Substanzen direkt
auf dem Harzkiigelchen schwierig. Jeder spektroskopische
Ansatz, die Molekiile auf einem einzelnen um-groSen SPS-
Kiigelchen nachzuweisen, hat mit dem niedrigen Beladungs-
grad und der Anwesenheit eines Uberschusses der Festpha-
senmatrix selber zu kdmpfen. Abbildung 50 zeigt schema-
tisch, wie Kolloid-basiertes SERS zum direkten und markie-
rungsfreien Nachweis von artifiziellen Peptidrezeptoren (1),
die auf der Polystyroloberfldche eines um-grof3en Kiigelchen
gebunden sind, eingesetzt werden kann."™ Kolloidale Sil-
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800 1200 1600 roloberflidche, aufgrund des zu
groflen Abstands vom Silberkollo-
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zentraler Nachteil dieses Ansatzes
ist, dass die nackten Silberpartikel
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Abbildung 50. SERS-Nachweis von festphasengebundenen Molekiilen
mithilfe von kolloidalem Silber. Aus Lit. [119].

Analyten interagieren konnen und seine elektronischen und
schwingungsspektroskopischen Eigenschaften bzw. seine
Konformation verédndern kénnen.

5.3.3.2. Integrierte Festphasensynthese und markierungsfreie
SERS-Analyse mit plasmonisch aktiven Mikrokiigelchen

Ein jiingerer Ansatz umgeht dieses Problem und inte-
griert beide Funktionalitdten — SPS und die direkte markie-
rungsfreie SERS-Analyse auf dem Kiigelchen — in eine ein-
zelne bifunktionelle Einheit (Abbildung 51).*" Die Ober-
fliche von einzelnen pm-groflen Kiigelchen ist vollstindig
von 80 nm groSen AuNP mit einer ultradiinnen Silicahiille
bedeckt (Abbildung 51a,b), so wie beim SHINERS-Ansatz
(Abschnitt 4.1.1). Die Oberfldche der Silicahiille wird dann
mit Aminogruppen fiir die nachfolgende SPS funktionalisiert
(Abbildung 51¢). REM-Bilder zeigen eine dichte Packung
der Gold/Silica-Kern/Schale-NP auf der Oberfliche der um-
groBen Kiigelchen (Abbildung 51d,e). Die ultradiinne Silica-
hiille (2-3nm) kann in den TEM-Bildern klar erkannt
werden (nicht gezeigt). Direkte und markierungsfreie SERS-
Mikrospektroskopie hat das Vorliegen von Aminoséduren und
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SiO,@Au auf Partikel | b) SiO. @Au auf Partikel ¢) H,N-SiO,@Au

Abbildung 51. Mikropartikel, beschichtet mit 80 nm grofen AuNP mit
sehr diinner Silicahiille, fiir die integrierte Festphasensynthese und di-
rekte SERS-Detektion. Aus Lit. [120].

Peptiden demonstriert, als auch die Moglichkeit, zwischen
diesen aufgrund ihrer schwingungsspektroskopischen Signa-
tur zu differenzieren. Um generell anwendbar zu sein, muss
das Konzept natiirlich auch fiir langere Oligopeptide funk-
tionieren.

5.4. Bioanalytische Anwendungen: Nukleinsduren und Proteine

SERS hat ein grofles Potenzial fiir bioanalytische An-
wendungen in vitro und in vivo."??'®! Dieser Abschnitt kon-
zentriert sich auf den Nachweis von Nukleinséduren und Pro-
teinen als besonders wichtigen Klassen von Biomakromole-
kiilen.

5.4.1. Nachweis von Nukleinsiuren
5.4.1.1. DNA/RNA-Nachweis iiber Nanopartikel mit Raman-
spektroskopischem Fingerabdruck

Ein wichtiger Schritt in der Nanobiotechnologie war die
Verwendung von Oligonukleotid-funktionalisierten NP fiir
den hochempfindlichen und selektiven Nachweis von
DNA[%127 mittels Silberabscheidung zur Signalverstirkung
und einem Flachbrettscanner als Detektor. Ein Nachteil
dieses Ansatzes ist die inhdrente Beschrankung auf nur eine
Farbe (Grauskala). Der Multiplex-Nachweis von verschie-
denen DNA/RNA-Sequenzen erfolgte mithilfe von Metall-
kolloiden, die mit Raman-Farbstoff-markierten Oligonukleo-
tiden mit Alkylthiol-Termini funktionalisiert waren. In
diesem Fall wurde SERRS zur Detektion benutzt; SERRS
tritt auf, wenn die Laseranregungswellenldnge mit einer
elektronischen Absorption des Molekiils auf der Oberfldche
einer plasmonisch aktiven Nanostruktur zusammenfillt. Die
zusétzliche Signalverstdrkung aufgrund der molekularen
elektronischen Resonanz macht SERRS zu einer besonders
empfindlichen schwingungsspektroskopischen Technik.
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Kleine AuNP mit einem Durchmesser von ca. 13 nm
(Abbildung 52 oben) wurden mit Cy3-markierten, Alkylthiol-
terminierten Oligonukleotidstringen funktionalisiert." Zur
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Abbildung 52. DNA-Nachweis mit farbstoffmarkierten Oligonukleotid-
funktionalisierten AuNP mit anschlieRender Silberfirbung fur die
SERRS-Detektion. Aus Lit. [128].

Hybridisierung wurden die Analyt-DNA und die kleinen
AuNP-SERS-Sonden sequenziell zum mit der entsprechen-
den Fiéngersequenz funktionalisierten Chip gegeben. Als
néchstes wurde eine Silberverstdrkung durch Reduktion von
Silberionen mit Hydrochinon durchgefiihrt, um eine emp-
findliche SERRS-Detektion des Hybridisierungsvorgangs zu
erzielen.

Flachbrettscannerbilder des Chips vor (A) und nach der
Silberentwicklung (B) wurden aufgenommen (Abbildung 52
unten). Sie belegen, dass die entsprechenden Signale auf dem
Chip nur nach Silberfarbung detektiert werden koénnen. Ein
typisches Raman/SERRS-Spektrum zeigt die charakteristi-
schen Schwingungsbanden des Farbstoffs Cy3. Ein SERRS-
Intensitétslinienprofil (nicht gezeigt) wurde durch horizon-
tales Abrastern mit dem Laserstrahl (ca. 25 wum Durchmesser)
entlang des Chips und Auftragung der intensiven Raman-
Markerbande bei ca. 1192 cm™! erhalten. SERRS wird an
allen Stellen mit Silberfirbung (Maxima im Intensititsprofil)
beobachtet, wihrend zwischen diesen Stellen keine Signale
auftreten (Minima im Intensitétsprofil).

In einer Multiplexversion dieses Ansatzes wurden sechs
kauflich erhaltbare Farbstoffe — Cy3, TAMRA, Texas-Red,
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Cy3.5, Rhodamin 6G und Cy5 — an verschiedene Oligo-
nukleotidsequenzen fiir sechs verschiedene Analytmolekiile
inklusive mehrerer Viren gebunden (Abbildung 52 unten).
Die Raman-Spektren von sechs verschiedenen Farbstoff-
markierten NP sind in einer einzelnen Farbe kodiert darge-
stellt (Abbildung 52 rechts unten). Die Fluoreszenz der
Farbstoffmolekiile wird durch den strahlungslosen Energie-
transfer vom molekularen Fluorophor auf das Metall ge-
16scht; anders formuliert: bei Metall-zu-Farbstoff-Abstinden
unterhalb von wenigen Nanometern dominiert SERRS iiber
Fluoreszenz.

Die Selektivitidt dieses Ansatzes wurde mithilfe eines
Mikroarrays mit acht verschiedenen Testreihen und an-
schlieBender Silberfairbung ermittelt. Sowohl Flachbrett-
scannerbilder (Grauskala) als auch SERRS-kodierte Bilder
(Abbildung 52 unten) wurden aufgenommen und analysiert.
In der ersten Testreihe (Reihe 1), in der alle acht unter-
schiedlichen Zielstringe hinzugefiigt wurden, zeigen alle
Stellen dieselbe Graustufenintensitdt nach Silberabschei-
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Abbildung 53. Kontrollierte DNA-basierte Selbstassemblierung von
Farbstoff-kodierten Oligonukleotid-funktionalisierten Silberkolloiden.
Aus Lit. [133].

dung. Thre ,Identitdt“ kann leicht iiber das entsprechende
Falschfarben-kodierte Raman-Spektrum ermittelt werden, da
die Korrelation zwischen Oligonukleotidsequenz und dem
entsprechenden SERRS-Spektrum des Farbstoffs bekannt ist.
Verschiedene Kombinationen von Zielstrangen, insbesondere
,Lass-Einen-Aus“- und ,Lass-Zwei-Aus“-Experimente,
wurden in den anderen sieben Testreihen (Reihen 2-8)
durchgefithrt. Die Konzentration der Zielstrdnge in allen
Experimenten (jeweils 100 pm) wurde konstant gehalten. In
diesem Satz von Experimenten wurden keine falsch-positiven
oder falsch-negativen Resultate beobachtet. Eine nicht-opti-
mierte Nachweisgrenze von 20 fM wurde ermittelt.

Dieser Beitrag war sehr einflussreich auf bioanalytische
SE(R)RS-Anwendungen und hat eine Reihe weiterer For-
schungsaktivitdten zur Multiplex-Detektion von Nuklein-
sduren und anderen Molekiilen, insbesondere Proteinen
(Abschnitt 5.4.2), stimuliert.

5.4.1.2. Quantitative Multiplex-Detektion mittels SERRS

Nach dieser Machbarkeitsstudie (Abschnitt 5.4.1.1)
mussten mehrere analytische Schliisselparameter untersucht
werden, bevor SERRS fiir die DNA-Routinedetektion ein-
gesetzt werden konnte.'"” 3! Dies umfasst den fiir quantita-
tive Vorhersagen zuginglichen Konzentrationsbereich, die
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Nachweisgrenze fiir leicht verfiighare und als Raman-Re-
porter eingesetzte Farbstoffe und die optimalen Pufferbe-
dingungen.!™!! Multiplexing wurde erreicht, indem SERRS
von sieben Farbstoffen mit einer einzelnen Laserwellenlénge
angeregt wurde. Fine Alternative ist die Verwendung von
zwei Laseranregungswellenldngen — jede davon abgestimmt
auf die elektronische Absorption einer Teilmenge an Farb-
stoffen.['?! Die Nachweisgrenze fiir Farbstoff-markierte Oli-
gonukleotide war im Bereich von 3-30 pM fiir den Multiplex-
SERRS-Assay.

5.4.1.3. DNA-basierte Selbstassemblierung von Farbstoff-
kodierten Nanopartikeln zu griéfieren Clustern

Die DNA-basierte Selbstassemblierung bei molekularer
Erkenung eines Zielstranges ist ein méchtiger und eleganter
Ansatz, um eine plasmonische Kopplung zwischen metalli-
schen NP zu erzielen. Dieses urspriinglich fiir Oligonukleotid-
markierte AuNP entdeckte Konzept!?*?”l wurde auf einen
Sandwichassay ausgedehnt, bei dem mit Raman-Farbstoffen
und Oligonukleotiden beschichtete AgNP eingesetzt werden
(Abbildung 53).""! Benzotriazole wurden aufgrund ihrer
hohen Affinitdt fiir Silberoberflichen und ihrer grofien
Raman-Streuquerschnitte als Raman-Farbstoffe verwendet;
sie liefern entsprechend intensive SERRS-Signale. Ein mit
einer Monolage aus Benzotriazolen funktionalisiertes Kolloid
wurde dann mit zwei verschiedenen, nicht-komplementéren
5'-Thiol-funktionalisierten Oligonukleotidsequenzen (1 und 2
in Abbildung 53) inkubiert. Eine Hybridisierung findet statt,
wenn eine zu den beiden Sequenzen (1 und 2) komplemen-
tire Zielsequenz zu den Raman-Farbstoff-funktionalisierten
DNA/AgNP-Konjugaten hinzugefiigt wird. Die kontrollierte
DNA-basierte Assemblierung kann mit dem bloBen Auge
iber den Farbumschlag von Gelb (einzelne Silberpartikel) zu
Griin-Blau (Assemblate) verfolgt werden. Um die sequenz-
spezifische Diskriminierung der DNA-Silber-Konjugate zu
testen, wurde das assemblierte Kolloid erhitzt und abgekiihlt.
Die Schmelzkurven, ermittelt iiber die Exinktion bei der
Wellenldnge der Plasmonbande, zeigen einen scharfen
Ubergang, so wie er auch fiir andere Oligonukleotid-NP-
Konjugate beobachtet wurde.® Dies ist ein wichtiger
Befund, der demonstriert, dass die DNA-Kolloid-Konjugate
in der Lage sind, eine sequenzspezifische Hybridisierung
einzugehen.

Abbildung 54 zeigt die SERRS-Spektren von DNA- und
Raman-Farbstoff-funktionalisierten Silberkolloiden, die bei
Einsatz einer vollstindig komplementiren Zielsequenz (1,
starkes SERRS-Signal) und einer halb-komplementéren Se-
quenz (2, schwaches SERRS-Signal) erhalten wurden.'* Der
Einschub in Abbildung 54 zeigt das betreffende Hybridisie-
rungsprofil, das bei Auftragung der Intensitdt der Raman-
Bande bei 1368 cm™' des Benzotriazolfarbstoffs als Funktion
der Zeit erhalten wurde. Diese Ergebnisse zeigen klar den
Ubergang von nicht-aggregierten Raman-Farbstoff-funktio-
nalisierten AgNP (,,Aus“-Zustand) zu definierten Assemb-
laten iiber DNA-Hybridisierung (,,An“-Zustand). Die Ver-
wendung mehrerer Raman-Farbstoffe fiir die SERRS-Ver-
folgung dieses Prozesses anstelle der Erfassung iiber das
Extinktionsspektrum bietet den Vorteil, das Multiplexing-
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Abbildung 54. DNA-basierte Selbstassemblierung von Farbstoff-kodier-
ten Olligonukleotid-funktionalisierten Silberkolloiden, die vollstindig
komplementiren (1) und halb-komplementéren (2) DNA-Stringen
ausgesetzt wurden. Aus Lit. [133].

potential der Schwingungsspektroskopie zu nutzen, da ver-
schiedene Raman-Farbstoffe mit unterschiedlichen SERRS-
Spektren fiir unterschiedliche Oligonukleotid-Zielsequenzen
kodieren konnen.

5.4.1.4. Direkter markierungsfreier sub-mikromolarer Nachweis
von Mononukleotiden

Zusitzlich zu den oben beschriebenen SERRS-Markie-
rungsstrategien werden auch klassische markierungsfreie
Verfahren zur DNA-Detektion eingesetzt. Ein moglicher
Ansatz zur Reduktion der chemischen Komplexitit ist zu-
nachst die Analyse der Mononukleotide anstelle der kom-
plexeren Oligo- oder Polynukleotide. Auch fiir den Routi-
nenachweis von Mononukleotiden wird eine Kombination
aus empfindlichem Nachweis und Reproduzierbarkeit beno-
tigt. Eine hohe Empfindlichkeit in Kolloid-basierten Ansit-
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Abbildung 55. Markierungsfreie SERS-Detektion von Mononukleotiden
mit unterschiedlichen Salzen zum Induzieren der Kolloidaggregation
(a—c). Konzentrationsabhingige Messungen ergeben eine mikromolare
Nachweisempfindlichkeit (d—f; Einschub). Aus Lit. [134].
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zen kann durch die Verwendung aggregierter Partikel er-
reicht werden, da diese Hotspots in den Kontaktstellen zwi-
schen Partikeln durch plasmonische Kopplung aufweisen.
Man fand, dass Elektrolyte wie MgSO,, die nicht stark an die
Oberflache des Silbersols binden, zu sehr starken SERS-
Verstirkungen fithren. Die hohere Ladung des Mg*"-Ions im
Vergleich zu den einfach geladenen Kationen der Alkalime-
talle, wie Na* oder K*, induziert eine stirkere Aggregation
und liefert daher hohere SERS-Verstirkungen. In diesen
,Mg*"-aggregierten“ Kolloiden binden anionische Analyte
wie Mononukleotide an die Metalloberfldche und besetzen,
durch den Austausch mit den bei der Lee-Meisel-Synthese
eingefiihrten und nur schwach gebundenen Citrationen, somit
Oberfliachenbindungsstellen.

Abbildung 55 zeigt, dass das einfache Konzept der Ver-
wendung von MgSO, als Elektrolyt zur Kolloidaggregation
drastische Konsequenzen beziiglich der SERS-Signalstidrke
hat.®¥ Spektrum (a) wurde mit 100 ppm dAMP in Abwe-
senheit externer Aggregationsreagentien erhalten und zeigt
nicht die charakteristischen Raman-Banden von dAMP.
Spektrum (b) wurde in Gegenwart eines Uberschusses an
gelostem Chlorid als Aggregationsreagens erhalten; hier
kann nur die charakteristische Bande der Ag-Cl-Bindung bei
245 cm™" (nicht gezeigt) beobachtet werden. Bei MgSO,-in-
duzierter Aggregation (Spektrum c) jedoch konnen selbst bei
100 ppb (10000fach hohere Verdiinnung als in Spektrum b)
die charakteristischen Raman-Banden von dAMP detektiert
werden. Die SERS-Spektren (d) bis (f) zeigen die Konzen-
trationsabhingigkeit, die im Bildeinschub aufgetragen ist.
Die Nachweisgrenze ist ca. 3 ppb oder 10~*m. Auch von an-
deren Nukleotiden wurden qualitativ hochwertige SERS-
Spektren aufgenommen und verglichen. IThre Spektren sind
hinreichend verschieden voneinander, was die Grundlage
einer markierungsfreien schwingungsspektroskopischen
Identifizierung von Mononukleotiden darstellt. Vorteile
dieses Ansatzes sind die Geschwindigkeit der Analyse, die
Kompatibilitdt mit anderen Hochdurchsatzmethoden und
eine angemessen hohe, sub-mikromolare Empfindlichkeit.

Dieser markierungsfreie Ansatz wurde vor kurzem zum
Nachweis von Einzelbasen-Fehlpaarungen in kurzen DNA-
Strangen (23- und 25-mere) iiber die entsprechenden Diffe-
renzspektren, welche spektrale Signaturen der ausgetausch-
ten Nukleotide enthalten, eingesetzt.'*

5.4.1.5. Direkte und markierungsfreie Detektion der DNA-
Hybridisierung

Der Nachweis von ausgesuchten Nukleinsduresequenzen
in Hybridisierungsassays ist in der Molekularbiologie und
Forensik weit verbreitet. Typischerweise wird die Ziel-DNA
fluoreszenzmarkiert. Markierungsfreie Ansédtze schlie3en
auch metallische NP und ihre Farbénderung aufgrund von
plasmonischer Kopplung bei Hybridisierung ein. Im Unter-
schied dazu bietet SERS die Moglichkeit zur markierungs-
freien DNA-Detektion basierend auf dem schwingungsspek-
troskopischen Fingerabdruck der jeweiligen molekularen
Komponenten. Eine Herausforderung fiir die markierungs-
freie SERS-basierte DNA-Detektion ist die Unterscheidung
eines spezifischen Signals bei der Hybridisierung von Ziel-
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und Fingersequenz, da beide Strdnge dieselben vier DNA-
Basen enthalten. Abbildung 56a zeigt, dass das SERS-Spek-
trum von thermisch vorbehandelter DNA auf Au-Nanoscha-
len (AuNS, Silicakern und Au-Schale) von einer Bande bei
736 cm ™!, die der Ringatmungsschwingung von Adenin zu-
geordnet werden kann, dominiert ist. Die zentrale Idee ist
nun das Entfernen von Adenin aus dem Fingerstrang, indem
es durch sein Isomer 2-Aminopurin ersetzt wird, welches eine
andere spektrale Signatur hat, aber dieselbe Hybridisie-
rungseffizienz besitzt."*! Abbildung 56b zeigt das SERS-
Spektrum von 2-Aminopurin-substituierter DNA, die an die
AuNS-Oberfldache tiber die Thiolgruppe iiber ihr 5'-Ende
bindet. Anstelle einer Adeninbande bei 736 cm™' (Abbil-
dung 56a) wird jetzt eine Bande von 2-Aminopurin bei

Ziel-DNA

Fénger-DNAg.
T B

Intensitat (a.u.)

| | 1 . 1
400 800 1200 1600
Raman-Verschiebung (cm‘1)

Abbildung 56. SERS-Spektren von a) nativer DNA und b) 2-Aminopu-
rin-modifizierter DNA. Die Ziel-DNA kann durch das charakteristische
Adenin-Signal bei 736 cm™ identifiziert werden (a; Einschub). Aus
Lit. [136].

807 cm ! beobachtet (Abbildung 56b). Der Einschub in Ab-
bildung 56 zeigt das Hybridisierungsschema fiir den 2-Ami-
nopurin-substituierten DNA-Féngerstrang und den nativen/
unmarkierten Adenin-haltigen DNA-Zielstrang. Nur letzte-
rer enthdlt Adenin und zeigt die charakteristische und in-
tensive Bande bei 736 cm ™. Mit anderen Worten: Die Bande
bei 736 cm ™! ist ein Marker fiir die Hybridisierung des nati-
ven/unmarkierten DNA-Zielstrangs (links im Einschub, mit
A =Adenin) und dem modifizierten DNA-Fingerstrang
(rechts im Einschub, mit 2-AP =2-Aminopurin). Die Inten-
sitit der 2-AP-Bande bei 807 cm ™ ist konstant und hiingt nur
von der Packungsdichte der Fanger-DNA auf der Oberflidche
der AuNS ab. Das Intensititsverhiltnis 736 cm™ (A)/
807 cm™!' (2-AP) ist daher ein quantitativer Marker fiir das
Ausmaf} der Hybridisierung. Zusammenfassend hat dieser
Beitrag die markierungsfreie SERS-Detektion von Hybridi-
sierungsvorgédngen mithilfe von 2-AP-modifizierten Fanger-
stringen demonstriert.
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5.4.1.6. Unterscheidung von Mutationen in DNA-Sequenzen

DNA-Hybridisierungsassays konnen auch zur Unter-
scheidung von genomischen Mutationen in DNA genutzt
werden, was wichtig fiir die DNA-basierte Diagnostik und
Forensik ist. Ublicherweise werden entweder Methoden fiir
Molekiile in Losung oder fiir an Oberfldchen immobilisierte
Molekiile verwendet. Die quantitative Polymeraseketten-
reaktion (QPCR) beispielsweise ist eine weit verbreitete 16-
sungsbasierte Methode. Oberfldchenbasierte Methoden
bieten den Vorteil, dass die Bedingungen lokal an der Ober-
fliche kontrolliert werden konnen. Dariiber hinaus eréffnen
sie die Moglichkeit zum rdumlichen Multiplexing in einem
Array-Format, was die Basis fiir einfache und portable Bio-
sensoren (Lab-on-a-Chip) bildet. Die Oberflichenplasmo-
nenresonanzspektroskopie (SPR, surface plasmon resonance)
ist beispielsweise eine weit verbreitete Technik zur Detektion
von Bindungsvorgingen iiber Anderungen des lokalen Bre-
chungsindex. Bisher wurden nur wenige Ansédtze zur
Schmelzkurvenbestimmung {iber differentielle Denaturie-
rung auf einer Oberfliche verwendet. Gegenwirtig ist die
Fluoreszenzspektroskopie die bevorzugte Technik zur De-
tektion von Mutationen, bei der solche Hybridisierungs/De-
naturierungs-Strategien eingesetzt werden.

Abbildung 57 oben zeigt drei REM-Bilder eines SERS-
Substrates (SSV, sphere segment void; vgl. Abschnitt 4.2.1)
mit unterschiedlicher Auflosung, zusammen mit einer com-
putergenerierten Darstellung.!'”) Modifizierte Fingerstringe
enthalten ein Disulfid am 3’-Ende zur starken Bindung an die
Au@SSV-Oberflache sowie Hexaethylenglykol-Abstandhal-
ter am 5'-Ende, um sicherzustellen, dass die Fanger/Abfrage-
Sequenzen nicht zu dicht auf der Oberfldche gepackt sind und
somit sowohl eine effiziente Hybridisierung zu erméglichen
als auch eine Kreuzhybridisierung zu vermeiden. Nach der
Immobilisierung des Fénger/Abfrage-Oligonukleotids wird
die Oberfliche mit Mercaptohexanol behandelt, um nicht-
spezifisches Binden zu verhindern. Dann hybridisieren die
markierten Zielsequenzen zum Oberflaichen-gebundenen
Fiangerstrang, wobei sich die Marker nahe an der Oberfldche
fir eine effiziente SERS-Generierung befinden (Abbil-
dung 57 unten links). Die differenzielle Denaturierung wird
entweder durch eine kontinuierliche Temperatur- oder Po-
tential-Erhohung erreicht, die auf die Oberfldache angewendet
wird (Abbildung 57 unten rechts). SchlieBlich wird durch
Waschen und Entfernen verbliebener Ziel-DNA-Strédnge die
Oberfliche fiir die Wiederbenutzung fiir andere markierte

b

Abbildung 57. SERRS-basierte DNA-Schmelzanalyse von markierten
Ziel-Sequenzen durch Hybridisierung mit Oligonukleotiden auf der
Oberfliche eines Metallfilms tiber Gold-Nanokugeln. Aus Lit. [137].
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Zielsequenzen recycelt. Abbildung 58 zeigt Ergebnisse einer

SERRS-basierten, thermisch induzierten Schmelzanalyse von
drei verschiedenen Ziel-DNA-Striangen: Wildtyp (Quadrate,
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N
o
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Abbildung 58. SERRS-basierte DNA-Schmelzkurven. Aus Lit. [137].

keine Mutation), Einzelpunktmutante (Kreise) und Drei-
fachmutante (Dreiecke, Dreifachdeletion). Die DNA des
Wildtyps besitzt die hochste Schmelztemperatur (51.0°C),
was aufgrund der vollstindigen Ubereinstimmung mit der
Fanger/Abfrage-Sequenz erwartet wird. Die Schmelztempe-
ratur fiir die DNA der Einzelpunktmutante betrédgt 46.8°C,
d.h., sie ist 4.2°C niedriger im Vergleich zum Wildtyp. Die
Schmelztemperatur fiir die DNA der Dreifachmutante ist am
niedrigsten (39.3°C), was durch die nicht perfekte Uberein-
stimmung aufgrund der Dreifachdeletion bedingt ist. Die
SERRS-Spektren wurden von rund 12500 Molekiilen auf der
Oberfldche erhalten. Dies demonstriert, dass die préasentierte
Methode der SERRS-basierten Schmelzkurvenbestimmung
eine sehr empfindliche Technik ist, mit der einzelne Muta-
tionen nachgewiesen werden koénnen.

5.4.2. Protein-Nachweis

Proteine sind eine weitere sehr wichtige Klasse von Bio-
makromolekiilen, und es existieren verschiedene Konzepte
fiir ihren SE(R)RS-basierten Nachweis.!*1%]

5.4.2.1. Raman-Farbstoff-markierte Nanopartikelsonden fiir den
Proteinnachweis

Das Konzept der mit Raman-Farbstoffen markierten
AuNP fiir den DNA/RNA-Nachweis (Abschnitt 5.4.1.1) kann
auch auf den Proteinnachweis angewendet werden. Abbil-
dung 59 zeigt zwei verschiedene Sonden, die zum Nachweis
von Interaktionen zwischen kleinen Molekiilen und Protei-
nen (A: Typ I) und von Protein-Protein-Interaktionen (B:
Typ 1) entwickelt wurden.*! Sonden des Typs I bestehen aus
ca. 13 nm groBBen AuNP, die mit hydrophilen, Alkylthiol-ter-
minierten Oligonukleotiden (A,;) bedeckt sind. Jedes Oli-
gonukleotid enthélt ein Erkennungselement fiir kleine Mo-
lekiile, wie beispielsweise Biotin, am einen Ende und ist mit
einem Farbstoff am anderen Ende modifiziert. Insgesamt
werden sehr stabile und wasserlosliche Partikel fiir den Ein-
satz in komplexen Assay-Umgebungen erhalten, die spezi-
fisch an das betreffende Zielmolekiil iiber ihre Erkennungs-
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Abbildung 59. Zwei Nanopartikelsonden (A: Typ I, B: Typ Il; RD=Ra-
man-Farbstoff, SM =kleines Molekiil) fiir den Proteinnachweis. SERS-
Detektion von Typ-I-Sonden erfolgt nach Immobilisierung auf einem
Chip und Silberfiarbung. Aus Lit. [140].

einheit binden und eine charakteristische Raman/SERRS-
Signatur des Farbstoffs liefern. Wie bereits beim DNA/RNA-
Nachweis bemerkt, ist die geringe Linienbreite von Schwin-
gungs-Raman-Banden die physikalische Grundlage fiir Mul-
tiplexing-Anwendungen mit Raman-Farbstoff/Reporter-Mo-
lekiilen. Sonden des Typs II bestehen auch aus ca. 13 nm
groBen AuNP, allerdings in Kombination mit einem Anti-
korper zur Zielmolekiil(Antigen)-Erkennung, sowie mit
Raman-Farbstoff-modifizierten Alkylthiol-terminierten Oli-
gonukleotiden zur Identifizierung iiber die charakteristische
SERRS-Signatur und Rinderserumalbumin (BSA) zur Pas-
sivierung der Metalloberfliache.

Abbildung 59C zeigt die Anwendung dieser Sonden in
einem Proteinarray-Format. Der Proteinchip wurde durch
Aufbringen der Proteinlosung auf ein funktionalisiertes
Glaspldttchen hergestellt. Dann wurden die Chips mit den
Raman-Farbstoff-markierten Nanopartikelsonden inkubiert.
Nach Waschen und Silberfdrbung konnen graue Punkte auf
dem Chip mit dem blofen Auge erkannt werden. Eine an-
schlieBende Raman-spektroskopische Abfrage mit einer fa-
seroptischen Sonde liefert das jeweilige SERRS-Spektrum
des Farbstoffs. Die Effizienz und Selektivitdt der Sonden des
Typs I und II wurden in einem Screening mit verschiedenen
Zielmolekiilen bestimmt.
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5.4.2.2. Immunassays zum Proteinnachweis in Lésung

Sandwich-Immunassays werden routinemaissig in der kli-
nischen Diagnostik eingesetzt. Abbildung 60 zeigt die Ver-
wendung eines Raman-markierten Goldkolloids in einem
Sandwich-Format.'*!) Zuerst wird die Gold-beschichtete

A) Funktionalisierung mit dem Antikrper

Glas

B) Inkubation mit der Probe, Fangen der Antigene

@

Glas

C) Zugabe des SERS-Reagens

* 4+

Reporter

YY @e

Antikorper Antigen

Abbildung 6o. SERS-Sandwich-Immunassay fiir den Proteinnachweis.
Aus Lit. [141].

Glasoberflache mit dem Féngerantikorper funktionalisiert
(Abbildung 60 A). Dann wird der beschichtete Chip mit der
Probe inkubiert, um das Ziel-Antigen aus der Losung zu
fangen (Abbildung 60B). Bei Zugabe des Raman-markierten
Kolloids mit dem Detektionsantikérper bildet sich der
Sandwich-Komplex.

Dieses Konzept wurde zum SERS-basierten Nachweis des
Prostata-spezifischen Antigens (PSA) verwendet, einem
33 kDa schweren Glykoprotein und Marker fiir das Prosta-
takarzinom in Serumtests.'*!! Der experimentelle Aufbau
zum Nachweis der PSA-Konzentration in humanem Serum
mittels SERS besteht aus einem zweigeteilten Faserbiindel
zur Kopplung der Laserquelle an den Raman-Abfragekopf,
der das Licht auf die Probenfliche fokussiert, und vom Ab-
fragekopf zum Spektrometer/CCD-System zur Detektion.
Fiir die Synthese des Raman-Reporter-markierten Immun-
goldkolloids wurde 5,5'-Dithiobis(succinimidyl-2-nitroben-
zoat) (DSNB) als Raman-Reportermolekiil benutzt, welches
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bereits fiir die anschlieBende Biokonjugation aktiviert ist.
DSNB wird aus der entsprechenden Biscarbonsédure mittels
konventioneller ~ N-Hydroxysuccinimid(NHS)-Esterchemie
hergestellt. Die Zugabe des Disulfids DSNB zum Goldkolloid
fithrt zur Bildung einer selbstorganisierten Monolage auf der
Metalloberfliche. Der NHS-Ester-Terminus kann dann an-
schlieBend mit dem Antikdrper unter Ausbildung einer
Amidbindung reagieren.

Konzentrationsabhingige Sandwich-Immunassays zum
PSA-Nachweis wurden durchgefiihrt (nicht gezeigt). Das
SERS-Spektrum riihrt vom Nitroarylthiol-Raman-Reporter
her, der auf der Oberfldche der ungefahr 32 nm gro3en AuNP
chemisorbiert vorliegt. Die intensive Raman-Bande bei
1340 cm ™' wird der symmetrischen Nitro-Streckschwingung
zugeordnet. Diese Bande des Raman-Reportermolekiils kann
im  Konzentrationsbereich  von 1000 ngmL™  bis
0.001 ngmL~' PSA beobachtet werden (60 s Belichtungszeit).
Eine Probe ohne PSA wurde als Negativkontrolle eingesetzt.
In der entsprechenden Dosis-Antwort-Kurve fiir den Nach-
weis von freiem PSA in Humanserum sind die Mittelwerte
enthalten, die durch Mittelung tiber verschiedene Stellen der
Oberflidche fiir jede Probe bestimmt wurden. Die Abwei-
chungen betragen typischerweise 10 %. Basierend auf diesen
Daten wurde eine Nachweisgrenze von ca. 1 pgmL™ in Hu-
manserum (60 s Belichtungszeit) ermittelt. Dieser empfind-
liche SERS-Immunassay ist somit zum Nachweis von PSA in
klinisch relevanten Konzentrationen geeignet, da normale
Konzentrationen von gesamtem PSA in freier und komple-
xierter Form zwischen 4 und 10 ngmL ! liegen. Die Autoren
haben danach einen Ansatz vorgestellt, um den geschwin-
digkeitsbestimmenden Schritt des Antigen-Fangens tiber
einen rotierenden Stab schneller zu gestalten.'*” Dies redu-
zierte die Zeit fiir den Assay von 24 h auf 25 min und lieferte
zudem eine 10fach niedrigere Nachweisgrenze.

5.4.2.3. Immunhistochemie: SERS-Mikroskopie zur Protein-
Lokalisierung in Geweben

Die Immunhistochemie zur selektiven Lokalisierung von
Proteinen in Gewebeproben ist eine zentrale Methode in der
Histopathologie. Die Machbarkeit der Immun-SERS-Mi-
kroskopie!"*'*! wurde anhand der selektiven Lokalisierung
von PSA in Prostatagewebeschnitten mit einem SERS-mar-
kierten Primérantikorper gegen PSA demonstriert. In den
letzten Jahren wurden verschiedene Raman-Reportermole-
kiile und Metallkolloide mit verschiedenen Formen und
GroBen zur Gewebe-Bildgebung eingesetzt. Ein neueres
Beispiel ist der Einsatz von Goldnanosternen, die durch hy-
drophile, Ethylenglykol-modifizierte Arylhiole als Raman-
Reporter stabilisiert sind (siche Abschnitt 5.4.5).[146-147]

Abbildung 61 oben zeigt TEM-Bilder von ca. 60 nm
groBen Goldnanosternen (A), einem einzelnen Goldnano-
stern (B) und eine seiner Spitzen bei hoherer VergroBerung
(C).'" Abbildung 61 unten links zeigt Ergebnisse von Ex-
perimenten zur Gewebebildgebung mit Goldnanosternen, die
an einen Antikorper gegen den Tumorsuppressor p63, einem
pS3-Homologen, konjugiert sind. Ein Weifllichtbild des Pro-
statagewebeschnittes ist mit dem entsprechenden SERS-
Falschfarbenbild, konstruiert anhand der Intensititen der
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Abbildung 61. Immunhistochemie mit hydrophil stabilisierten Gold-
Nanosternen als SERS-Marker, die an Antikérper gegen p63 konjugiert
sind. Aus Lit. [147].

Raman-Markerbande der SERS-Partikel bei 1340 cm™
(Abbildung 61 unten rechts), in einer Uberlagerung darge-
stellt. Spektren von fiinf ausgesuchten Stellen (Abbildung 61
unten rechts) zeigen, dass die spektrale Signatur der SERS-
Nanopartikel nur in den Basalzellen des Epithels (1-3), nicht
aber im Bindegewebe (4) oder im Lumen (5) beobachtet
wird. Insgesamt zeigen diese Ergebnisse das selektive Vor-
liegen von p63 in den Basalzellen der benignen Prostata.
Auch die Machbarkeit fiir die entsprechende nichtlineare
Variante der Immun-SERS-Mikroskopie, die oberflachen-
verstéirkte kohirente Anti-Stokes-Raman-Streuung
(immuno-SECARS, CARS =coherent anti-Stokes Raman
scattering), wurde demonstriert.!*’l

5.4.3. Nachweis Sequenz-spezifischer DNA-Protein-Interaktionen

Die Verfolgung molekularer Interaktionen ist ein wichti-
ger Aspekt der bioanalytischen Chemie. Abbildung 62 A
zeigt das molekulare Grundgeriist zur selektiven Abfrage von
DNA-Protein-Interaktionen. Ein doppelstringiges Oligonu-
kleotid C (Oligo-C) enthélt eine Bindestelle fiir das Ziel-
protein und bietet dem Protein geniigend Raum, um in das zu
bildende Assemblat zu gelangen.'*”) An jedem Ende von
Oligo-C befindet sich ein 12 Basenpaare langer Einzelstrang-
Uberhang mit einer Sequenz, die komplementir zu den Oli-
gonukleotiden A bzw. B (Oligo-A bzw. Oligo-B) ist. Das
Zielprotein wird iiber die Erkennungsregion von Oligo-C
erkannt, wiahrend Oligo-A- und Oligo-B-markierte AuNP an
die Einzelstrang-Uberhiinge an beiden Enden von Oligo-C
binden und ein Assemblat bilden. Das Zielprotein ist mit
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einem Raman-Farbstoff fiir einen empfindlichen SERRS-
Nachweis nach Silber-Abscheidung markiert (siehe Ab-
schnitt 5.4.1.1). Nichtspezifische DNA-Protein-Bindungen
konnen in Kontrollexperimenten mit Nichterkennungsstellen
identifiziert werden. Assemblate mit und ohne Erkennungs-
sequenzen wurden auf ein Glasplidttchen aufgebraucht,
worauf dann Silber abgeschieden wurde. Abbildung 62B
zeigt, dass die Cluster bereits im WeiBlichtbild bei S0facher
VergroBerung sichtbar sind. Raman-Bildgebung wurde
durchgefiihrt, um die SERRS-AKktivitidt des Assemblate zu
testen. Die SERS-Falschfarbenbilder (Abbildung 62C) ba-
sieren auf der integrierten Raman-Intensitdt der Bande des
Raman-Farbstoffs bei 1641 cm™. Die SERRS-Spektren in
Abbildung 62D demonstrieren, das nur fiir Erkennungs-
sequenzen starke SERRS-Signale beobachtet werden
(durchgezogene Linien), im Gegensatz zu den Nichterken-
nungssequenzen (gepunktete Linien), was auf wenige bis gar
keine nichtspezifischen Proteinbindungen hinweist.

5.4.4. Rationales Design und Synthese von SERS-Markern: Che-
mische Uberlegungen

Eine groBe Vielzahl unterschiedlicher SERS-Marker, d. h.
mit Raman-Reportermolekiilen funktionalisierte Metallkol-
loide, fiir die Konjugation an Zielmolekiil-spezifische Ligan-
den wie Antikorper, Oligonukleotide etc. wurde entwickelt.
Mit Raman-Farbstoffen markierte AuNP in Kombination mit
anschliefender Silberfirbung nach Zielmolekiilerkennung
sind nur ein Beispiel, welches in den vorangegangen Ab-
schnitten (5.4.1.1 und 5.4.2.1) vorgestellt wurde. Ein Nachteil
ist, dass die notwendige plasmonische/SERS-Aktivitédt erst
nach Silberfarbung auf den Chips erhalten wird. In vielen
Anwendungen, darunter Assays (5.4.2.2) sowie zelluldre und
Gewebebildgebung (5.4.2.3), ist es allerdings vorteilhafter,
nachfolgende Firbeschritte zu vermeiden und SERS-Partikel
zu verwenden, die ,,autonom“ in dem Sinne sind, als dass sie
das betreffende SERS-Signal ohne weitere chemische
Schritte liefern.

Vorteile der Verwendung von selbstorganisierten Mono-
lagen aus Raman-Reportermolekiilen auf der Oberfldche
eines SERS-Partikels (Abbildung 63 links!'**  und
rechts!*®) sind die hohe SERS-Signalstirke aufgrund der
maximalen Oberflichenbedeckung mit Raman-Reporter-
molekiilen, eine hoch reproduzierbare spektrale Signatur
aufgrund der uniformen Ausrichtung der Raman-Reporter-
molekiile innerhalb der SAM und die Eliminierung oder zu-
mindest Minimierung der Coadsorption von anderen Mole-
kiilen, welche zu unerwiinschten spektralen Interferenzen
fiilhren wiirde. Das urspriingliche Design in Abbildung 63
links fiihrt zu zwei Komplikationen: Die dichte Packung der
Raman-Reporter in der SAM fiihrt zur sterischen Hinderung
(erschwerte Biokonjugation des entsprechenden Zielmole-
kiil-spezifischen Liganden), und die Stabilitdt des Kolloids
hingt stark vom jeweiligen Raman-Reporter ab (Zetapoten-
tial). Diese wichtigen Aspekte wurden in einem verbesserten
Design fiir SERS-Marker, das in Abbildung 63 rechts gezeigt
ist, adressiert.'! Eine hydrophile Stabilisierung der SAM-
beschichteten SERS-NP wird durch kovalente Konjugation
von Monoethylenglykolen (MEG) bzw. Triethylenglykolen
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Metalloberfliche verhindern kann. Bei-

c
* Emg/s- spielsweise wurden Polymer-verkapselte
stelle SERS-Marker durch Selbstassemblie-

rung von Raman-Reportern (2-Thio-
Naphthalin) und amphiphilen Blockco-
polymeren in einer Eintopfreaktion her-
gestellt.’™! Eine sehr interessante Route
zur Verkapselung von SERS-Partikeln
ist die Verwendung einer Glashiille, da
hierbei chemisch und mechanisch sehr
stabile Partikel erhalten werden. Erste
Ansétze hierzu begannen mit einer Sub-
monolagenbedeckung iiber die Coad-
sorption von Raman-Reportermolekii-
len (ca. 5% ) und Amino- oder Mercap-
tosilanen (ca. 95 %) auf der Metallober-
fliche, um vitreophile Partikel fiir die
anschlieBende Glasverkapselung {iber
einen Sol-Gel-Prozess (Stober-Synthese)
zu erhalten.'*>1%% Die Glasverkapselung
von SERS-Partikeln mit einer komplet-
ten SAM, d.h. 100% Oberflichenbede-
ckung mit Raman-Reportern (Abbil-
dung 65),[°*'] war eine signifikante
Verbesserung, da ca. 20-mal signalstir-
kere SERS-Partikel im Vergleich zu
denen mit nur Monolagenbedeckung
derselben Raman-Reporter erhalten
- werden.['*"

) ’ Schlussendlich ist es auch wichtig zu
500 1000 1500 2000 betonen, dass fiir quantitative Messun-
gen die Homogenitit, insbesondere die
Monodispersitit, der kolloidalen Proben

D)

Raman-Intensitat (arb. units)

Wellenzahl, cm-1

Abbildung 62. SERS-basierter Nachweis von sequenzspezifischen DNA-Protein-Wechselwirkun-
gen nach Assemblierung von mit Oligonukleotiden A und B markierten AuNP. Oligo-A und -B
binden an die Einzelstrangiiberhinge in den mit Oligo-C markierten Dop-
pelstringen, welche die Erkennungsstelle fiir das Raman-Farbstoff-markier-
te Zielprotein enthalten. Aus Lit. [149]. . Gold-Nanopartikel

* Raman-Marker

(TEG) mit terminalen Carbonsduregruppen an die Raman-
Reportermolekiile erzielt. Die terminalen COOH-Gruppen
der lingeren TEG-Abstandhalter sind sterisch zugénglich.
Dariiber hinaus kann die Biokonjugation iiber die Stochio-
metrie der kurzen (MEG) und ldangeren (TEG) hydrophilen
Einheiten kontrolliert werden, wobei typische Verhiltnisse
zwischen 100:1 und 1000:1 liegen.

Zur Stabilisierung und Verkapselung von SERS-Partikeln
konnen auch verschiedene Polymere™* !l verwendet
werden. Abbildung 64 oben zeigt die Coadsorption von
Raman-Reportern und Polyethylenglykol (PEG) mit Thiol-
gruppen.™ Farbstoffe wie Malachitgriin kénnen als Raman-
Reporter eingesetzt werden und liefern intensive SERRS-
Signale. Die PEGylierung sichert die notwendige Stabilitét
des Kolloids und minimiert nichtspezifische Bindungen.
Diese SERS-Marker wurden fiir die erste SERS-Anwendung
mn VlV[Cl)%?ur Tumorlokalisierung in einem Mausmodell einge- ganisierte Monolage ohne hydrophile Stabilisierung und mit sterischer
setzt.”” Hinderung fiir die Biokonjugation. Rechts: Hydrophil stabilisiertes

Die Verkapselung von SERS-Markern ist ein wichtiger  AuNP fiir die kontrollierte Biokonjugation tiber Carboxylgruppen an
Aspekt, da sie die Desorption der Raman-Reporter von der  den Enden der lingeren TEG-Abstandhalter. Aus Lit. [146].

Abbildung 63. Rationales Design von SERS-Markern. Links: Selbstor-
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Abbildung 64. Rationales Design von SERS-Markern. Oben: Hydrophil
stabilisierter SERS-Marker, der durch Coadsorption von Raman-Repor-
termolekiilen und thiolierten PEG-Molekiilen erhalten wird. Unten:
TEM-Bilder der SERS-Marker. Aus Lit. [150].

— 50.0m — 50 nm

Abbildung 65. Glasverkapselte SERS-Marker in Form von hohlen Au/
Ag-Nanoschalen mit Arylthiol-SAM (100% Bedeckung). Die Funktiona-
lisierung der Glasoberfliche mit Aminogruppen und heterobifunktio-
nellen Abstandhaltern erméglicht die Biokonjugation mit Antikérpern
und anderen Liganden. Aus Lit. [154].

wichtig ist. Dichtegradientenzentrifugation beispielsweise
erlaubt die Trennung von glasverkapselten Monomeren von
den deutlich starker SERS-aktiven glasverkapselten Dimeren
und Trimeren.'"*"1 Abbildung 66 zeigt TEM-Bilder von
glasverkapselten quasi-sphdrischen 60 nm gro3en AuNP als
Monomere (1), Dimere (2) und Trimere (3) nach Trennung.
Die Cluster (Dimere, Trimere) zeigen Einzelpartikel-Signal-
stirke und sind daher ideale SERS-Partikel.™”!

6. Schlussfolgerungen und Ausblick

SERS hat sich in den letzten Jahrzehnten zu einer aus-
gereiften schwingungsspektroskopischen Technik entwickelt,
und die Zahl der Anwendungen in der Chemie, den Material-

und insbesondere den Lebenswissenschaften steigt rasant.
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Abbildung 66. TEM-Bilder von getrennten glasverkapselten SERS-Mar-
kern: 1) Monomere, 2) Dimere, 3) Trimere. Aus Lit. [157].

Die elektromagnetische Verstirkung wurde theoretisch und
experimentell als der dominante Mechanismus identifiziert.
Computersimulationen basierend auf klassischer Physik
konnen die rdaumliche und spektrale Abhingigkeit der Feld-
erhohung in plasmonischen Nanostrukturen bestimmen. Bei
sehr kleinen Abstdnden (< 1nm) konnen quantenmechani-
sche Effekte wie Tunneln auftreten, welche direkt die Qua-
litdt der Plasmonmoden beeinflussen kénnen. Man wird
daher sehen miissen, in welchen Fillen die klassische/ma-
kroskopische Beschreibung ausreichend ist und wann die
ausgefeilteren quantenmechanischen/mikroskopischen Be-
handlungen notwendig sind. Dies erfordert sicherlich zu-
sétzliche Experimente, welche diesen Aspekt untersuchen.
Idealerweise werden diese Experimente an einzelnen Nano-
strukturen durchgefiihrt, um die strukturellen/geometrischen
Eigenschaften mit ihren optischen Eigenschaften korrelieren
zu konnen. Verglichen mit der elektromagnetischen Verstér-
kung ist die ,,chemische* Verstarkung schwieriger zu erfassen,
sowohl theoretisch als auch experimentell. In diesem Gebiet
gibt es sicherlich noch einige offene Fragen zu kldren, um
diesen Beitrag quantitativ zu bestimmen. Nochmals, solche
Untersuchungen sollten auf dem Niveau einzelner, wohlde-
finierter plasmonischer Nanostrukturen unter kontrollierten
Bedingungen durchgefiihrt werden. Die theoretische Be-
schreibung des ,,chemischen“ Effekts ist vermutlich eine
groflere Herausforderung verglichen mit der elektromagne-
tischen Verstiarkung, da sie — neben anderen Faktoren — die
akkurate Vorhersage der vibronischen Eigenzustéinde der in
einer bekannten Konfiguration adsorbierten Molekiile er-
fordert. Auch die Beschreibung der Metalloberfldche selber
muss akkurat sein. Quantenchemiker verwenden hier hiufig
atomare Cluster als weitgehend lokalisierte Systeme fiir die
Beschreibung der Metalloberfldche, wihrend Quantenphysi-
ker Ansitze mit ebenen Wellen, die in der Oberflidchen- und
Festkorperphysik héufig verwendet werden, nutzen. Eine
gute Kommunikation zwischen den relativ disjunkten Grup-
pierungen der SERS-Experimentatoren und den Theoreti-
kern der ,,quantenchemischen® und ,,quantenphysikalischen*
Elektronenstrukturrechnungen ist hier notwendig, um unser
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Verstandnis der Grundlagen von SERS als einem multidiszi-
plindren Phédnomen an der Schnittstelle von Chemie, Mole-
kiilphysik, Plasmonik/metallischen Nanostrukturen und der
Oberflachen/Festkorperphysik zu erweitern. Obschon die
ersten vielversprechenden Experimente zur Spektroelektro-
chemie an Molekiilen auf wohldefinierten plasmonischen
Nanostrukturen vorliegen, muss noch eine Reihe von syste-
matischen Studien an verschiedenen molekularen Systemen —
von Farbstoffen bis hin zu nichtresonanten Molekiilen —
durchgefiihrt werden. Das Durchstimmen sowohl der Laser-
anregungswellenldnge und des Potentials scheint eine
Grundvoraussetzung zur Kontrolle der externen Bedingun-
gen zu sein. Insgesamt wiren engere Kooperationen und In-
teraktionen zwischen Theoretikern und Experimentatoren
hochst wiinschenswert.

Auch die Methoden der Nanofabrikation wurden im
letzten Jahrzehnt weiter verfeinert. Ebene/2D-SERS-Sub-
strate konnen mit physikalischen ,, Top-down“-Ansétzen re-
produzierbar und mit hoher Prézision hergestellt werden. Die
Erzeugung von 3D-SERS-Substraten ist allerdings immer
noch eine Herausforderung,™**! und Kolloid-basierte An-
sédtze scheinen vielversprechend zu sein, die ndchste Dimen-
sion der Nanofabrikation fiir SERS und Plasmonik im All-
gemeinen zu erschlieBen. Andere Materialien jenseits der
klassischen SERS-Substrate, wie in Abschnitt 4 besprochen,
werden vermutlich an Bedeutung gewinnen. Vielverspre-
chende Beispiele sind Graphen-verstarkte Raman-Streuung
(GERS)™ und Metalloxid-NP-verstirkte Raman-Streuung
(MONERS).'"™ Diese Materialien erdffnen neue faszinie-
rende Moglichkeiten. Auch das rationale Design von hybri-
den Nanostrukturen mit zwei oder mehr Materialien in zwei-
oder sogar mehrfunktionellen Einheiten ist sehr vielverspre-
chend (siehe Abschnitt 5.3.1) und man kann sich viele neue
Anwendungsmoglichkeiten vorstellen.

Die Kolloidchemie fiir die konventionelle ,,Bottom-up“-
Synthese von metallischen NP hat sich auch rapide verbessert,
insbesondere im Hinblick auf grofen- und formselektive
Synthesemethoden. Leider wird die Reinheit des Kolloids im
Sinne einer wohldefinierten Kolloidzusammensetzung in
vielen Kolloid-basierten SERS-Anwendungen ignoriert, und
es ist meiner Meinung nach notwendig, hier das allgemeine
Bewusstsein fiir diesen Aspekt zu schirfen. Im scharfen Ge-
gensatz zu den korrelativen Struktur-Aktivitdts-Experimen-
ten an einzelnen Nanopartikeln, die Resultate fiir einzelne
wohldefinierte Objekte liefern, sollten konventionelle En-
semble-Experimente an kolloidalen Proben mit groBerer
Vorsicht interpretiert werden, da tiblicherweise die Ensem-
ble-Zusammensetzung gar nicht bis wenig charakterisiert ist.
In vielen Publikationen werden Metallkolloide nur mittels
UV/Vis/NIR- Extinktionsspektroskopie anstelle auch mit der
Elektronenmikroskopie als zentraler zusitzlicher Technik
charakterisiert. Dynamische Lichtstreuung, welche eine aus-
gereifte und weit verbreitete Technik fiir reine und wohlde-
finierte Kolloide ist, liefert mehr oder weniger nutzlose Re-
sultate im Falle von Mischungen. Die unbekannte Zusam-
mensetzung der kolloidalen Mischung mit Monomeren, Di-
meren, Trimeren und groBeren Aggregraten macht es nahezu
unmoglich, Resultate auf dem Ensemblelevel quantitativ zu
vergleichen. Ein Gedankenexperiment: Eine fiir den Expe-
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rimentator ,reine“ Kolloidsuspension liefert sehr starke
SERS-Signale, die tatsdchlich von 10 % hoch SERS-aktiven
Dimeren in einer kolloidalen Suspension mit 20 nm grof3en
AuNP herriihren. Im Vergleich dazu liefert ein tatsichlich viel
wohldefinierteres Kolloid mit nur 0.1% Dimeren in einer
kolloidalen Suspension von 80 nm grolen AuNP bei dersel-
ben Laseranregungswellenldnge weniger Signal. Diese Un-
terschiede konnte man irrefithrenderweise — wenn man sich
der Problematik der Zusammensetzung des Kolloids nicht
bewusst ist — darauf zuriickfiihren, dass 20 nm groe AuNP
moglicherweise bessere SERS/Streueigenschaften als 80 nm
groBe AuNP besitzen, was selbstverstindlich eine falsche
Schlussfolgerung ist. Nur wenn dem Experimentator bekannt
ist, dass tatsdchlich 100-mal mehr Dimere im 20 nm-Au-Kol-
loid vorhanden sind, die typischerweise das gesamte SERS-
Signal bei Anregung ihrer longitudinalen Plasmonmode do-
minineren, konnen verléssliche Schlussfolgerungen gezogen
werden. Es ist dieses Bewusstsein iiber die Probenzusam-
mensetzung kombiniert mit minimalem theoretischen
Wissen, welches notwendigerweise alle Experimentatoren
besitzen sollten. Hauptsichlich priparativ arbeitende Che-
miker mogen tiberrascht von derartigen Kommentaren sein,
da sie es gewohnt sind, ihre Substanzen eingehend zu cha-
rakterisieren. Ich empfehle stark, sich diese Standards auch
fir SERS in Erinnerung zu rufen und aufrechtzuerhalten.
Neben der Charakterisierung von Kolloidproben bedeutet
dies natiirlich auch, dass ,,perfekte” Synthesemethoden mit
Monodispersititen >90% entwickelt werden sollten oder,
was realistischer ist und parallel dazu erfolgen sollte, die
Implementierung von entsprechenden Trenntechniken zur
Isolierung reiner Kolloidfraktionen. Vermutlich ist es nicht
unrealistisch zu erwarten, dass die eine oder andere in der
Literatur vorliegende Schlussfolgerung unter diesem Aspekt
revidiert werden muss.

Die Einzelmolekiil-SERS-Spektroskopie hat in den letz-
ten Jahren solide Konzepte entwickelt, um das Vorliegen
einzelner Molekiile mittels des Bi-Analyt/Isotopologen-An-
satzes eindeutig nachzuweisen. Urspriinglich angebrachte, als
vage einzustufende Argumente basierend auf dem Blinken
miissen somit nicht mehr herangezogen werden. Was ver-
bleibt ist, diese méchtige Technik auf eine viele groflere
Bandbreite von Molekiilen auszudehnen. Der Schliissel in der
Einzelmolekiil-SERS-Spektroskopie und dem ultrasensitiven
SERS-Nachweis von Molekiilen im Allgemeinen ist es si-
cherzustellen, dass das betreffende Molekiil so lange wie
moglich in rdumlich hochlokalisierten Regionen mit extre-
men Felderhohungen (Hotspots) verbleibt. Fiir die meisten
analytischen Anwendungen ist es vermutlich ausreichend und
zielfithrender, nicht zuviel Wert auf die nur sehr spérlich
vorhanden Stellen mit extremen Felderhohungen zu legen,
sondern besser die viel hdufiger vorhandenen Stellen mit
kleineren, aber immer noch ausreichend hohen Verstirkun-
gen auszunutzen.

SERS wird derzeit vorwiegend auf Molekiile mit ober-
flichensuchenden Gruppen angewendet, da nur Molekiile auf
oder nahe der Metalloberflidche die groBen Verstarkungen
bei resonanter Laseranregung erfahren. Chemiker haben
kreative Ideen entwickelt, um auch ,,ungewohnliche“ Analy-
ten ohne diese Gruppen nachzuweisen. In einigen Féllen
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wurden Konzepte aus der supramolekularen Chemie (Wirt-
Gast) verwendet, und man kann realistischerweise erwarten,
dass erst bei Ausweitung der Diversitdt der nachweisbaren
Analyte SERS wirklich zu einer noch breiter akzeptierten
analytisch-spektroskopischen Methode wird.

In der molekularen Biophysik oder biophysikalischen
Chemie verspricht die Kombination von SERS mit der
Raman-optischen Aktivitit (ROA) zu SEROA neue Mog-
lichkeiten zur Differenzierung von chiralen Molekiilen.!"®!!

Auch die Integration in SERS-basierte Fasersensoren
scheint vielversprechend.®*'! Die Kombination von SERS
mit anderen analytischen Techniken wie Trennmethoden"*"
und Mikrofluidik!"*>'%] hat immer noch ein groBes Potential.
Ahnlich wie bei dem oben diskutierten Problem der Kollo-
idreinheit/Zusammensetzung ist die Interpretation von
SERS-Spektren sehr komplexer Mischungen eine Heraus-
forderung. Multivariate/chemometrische Ansétze konnen bei
diesem Problem natiirlich sehr hilfreich sein, aber in vielen
Schritten wiére ein vorheriger Trennschritt natiirlich extrem
hilfreich, da das betreffende SERS-Spektrum einer reinen
Fraktion mit Referenzspektren aus Datenbanken verglichen
werden kann. Zahlreiche andere spannende analytische An-
wendungen von SERS wurden hier nicht besprochen, z.B. in
der Kunst und Archiologie,"™'™ der Forensik!'"" und beim
Nachweis von Pharmazeutika.’”>'”! Diese Gebiete der an-
wendungsorientierten Wissenschaft sind ein gutes Beispiel
dafiir, wie SERS als ,,spektroelektrochemischer* Effekt, der
in den 1970er Jahren entdeckt wurde, sich dahin entwickelt
hat, dass er heutzutage zur Losung zahlreicher Probleme der
angewandten Wissenschaften beitragen kann.

Bioanalytische Anwendungen von SERS haben sogar
noch stringentere Anforderungen an Metallkolloide beziig-
lich ihrer Stabilitdt unter physiologisch relevanten Bedin-
gungen, Biokonjugation an diverse Liganden sowie Bio-
kompatibilitit. Wiahrend Analytiker es bevorzugen, unter
den wohldefinierten Bedingungen eines gereinigten Systems
zu arbeiten, betrachten Biologen und Mediziner dies typi-
scherweise als biologisch oder klinisch nicht relevant. Es
werden mehr SERS-Arbeiten benétigt, welche die Anwend-
barkeit auf echte biologische und klinische Proben demon-
strieren. Die Krebsdiagnostik ist sicherlich ein wichtiger Be-
reich, in dem SERS sowohl in vitro an Gewebeschnitten als
auch in vivo in Kleintieren Beitrdge liefern kann. Die viel-
versprechende Kombination mit der rdumlich versetzten
Raman-Spektroskopie (SORS, spatially offset Raman spec-
troscopy) zu SESORS!"™ erlaubt die Aufnahme von Raman-
Signalen aus mm oder sogar cm entfernten Regionen unter
der Gewebeoberflidche. Auch die Kombination aus Diagnos-
tik und Therapeutik zum sich rasant entwickelnden Feld der
,,Theranostik“ kann man sich mit SERS-Partikeln vorstellen.
Jiingst wurde auch die superauflosende Mikroskopie mit
SERS demonstriert.'™ Fiir biomedizinische Anwendungen
relevante Aspekte sind die Nanotoxikologie!"’" und die Bio-
distribution von SERS-Partikeln, bevor man iiberhaupt an
einen Einsatz im Menschen denken kann.

SERS sollte man als Teil einer ganzen Familie von ober-
flichenverstdrkten/modifizierten ~ Spektroskopiemethoden
sehen, so wie die oberflichenverstdrkte Infrarot-Absorpti-
onsspektroskopie (surface-enhanced infrared absorption,
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SEIRA) und die oberflichen/metallverstiarkte oder -modifi-
zierte Fluoreszenz (surface/metal-enhanced fluorescence,
SEF/MEF).'"! Aus einem breiteren Blickwinkel heraus kann
man SERS als ein Untergebiet der Plasmonik und Nano-
photonik mit Molekiilen auffassen.

Der Vergleich der Leistungsfahigkeit von SERS mit an-
deren Techniken ist natiirlich auch notwendig. Die Stiarke von
SERS liegt im hohen molekularen Informationsgehalt kom-
biniert mit hoher Empfindlichkeit, Quantifizierbarkeit und
Multiplexing-Nachweis. Gerade der Vergleich von SERS mit
Fluoreszenz-basierten Ansétzen ist ganz wichtig, da Fluores-
zenzmikroskopie und -spektroskopie als extrem empfindliche
und weit verbreitete Techniken in vielen Bereichen der
Leben- und Naturwissenschaften verwendet werden. Zu-
kiinftige SERS-Arbeiten in vitro und in vivo in den néchsten
Jahren miissen tiberzeugend demonstrieren, welche zusitzli-
chen Informationen erhalten werden kénnen.

Die Einfithrung von Standards, um die in verschiedenen
Laboren erhaltenen Ergebnisse miteinander vergleichen zu
konnen, war u.a. das Themen einer Sitzung wihrend der
letzten Internationalen Raman-Konferenz (ICORS, Interna-
tional Conference on Raman Spectroscopy) 2012 im indi-
schen Bangalore. Auch oder vielmehr gerade SERS als Un-
terdisziplin der Raman-Spektroskopie konnte sicherlich von
solchen Standardisierungsansitzen profitieren.

Schlussendlich sollten wir auch dariiber nachdenken, wie
wir gut zugingliche Trainingsmoglichkeiten zu den Grundla-
gen der Raman-Spektroskopie und SERS im Speziellen an-
bieten, sowohl vor Ort in Workshops und Sommerschulen als
auch ortsunabhingig tiber die Moglichkeiten des Internets.
Das ist insbesondere fiir diejenigen SERS-Experimentatoren
wichtig, die keine fundierte Ausbildung in Chemie und Physik
erhalten haben. Ein grundlegendes Verstdandnis der Konzepte
und Prinzipien ist jedoch absolut unerlésslich fiir eine um-
fassende und kritische Interpretation von SERS-Spektren.

Ich danke Dr. Magdalena Gellner, Dr. Dennis Steinigeweg und
Dr. Wei Xie fiir die Unterstiitzung bei der Erstellung von
Grafiken.

Eingegangen am 18. Juli 2012,
veridnderte Fassung am 3. November 2012
Online veréffentlicht am 7. April 2014
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