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Abstract: Die zunehmende Produktion und Verwendung von
Nanopartikeln erfordert eine hçchst empfindliche analytische
Methode fîr die Quantifizierung und Identifizierung dieser
potenziell gef�hrlichen Materialien. Hier beschreiben wir eine
Anwendung der Oberfl�chenplasmonen-Mikroskopie fîr den
Einzelnachweis jedes einzelnen adsorbierten Nanopartikels
und die Sichtbarmachung seiner elektrochemischen Umset-
zung. W�hrend die Adsorptionsgeschwindigkeit die Mengen-
konzentration der Nanopartikel charakterisiert, bestimmt das
Oxidationspotential, bei dem die adsorbierten Nanopartikel
optisch verschwinden, die Art ihres Materials. Alle adsorbier-
ten Nanopartikel unterliegen zeitgleich dem Potentialvorschub,
werden aber mithilfe ihres elektrochemischen Auflçsungspo-
tentials von einem einzelnen bis zu einer Million adsorbierter
Partikel individuell identifiziert. Mit dieser Technik wurden
Silber- und Kupfernanopartikel untersucht, sie kann aber auch
auf viele andere elektrochemisch aktive Nanopartikel îber-
tragen werden.

Zahlreiche Studien belegen die Toxizit�t einiger industriell
hergestellter Nanopartikel (NPs) fîr Mensch und Umwelt.[1–3]

Aus diesem Grund sind Methoden fîr eine hochempfindliche
Detektion und Identifizierung von Nanomaterialien sehr
wichtig. Hier stellen wir eine neue Technik vor, bei der eine
hçchst empfindliche Oberfl�chenplasmonen-Mikroskopie
(surface plasmon microscopy, SPM) mit einem elektroche-
mischen Verfahren kombiniert wird. Durch diese Technik
werden Z�hlung, Nachverfolgung und elektrochemische
Identifizierung jedes einzelnen NP auf der Sensoroberfl�che
ermçglicht. Die SPM-Methode wurde ursprînglich als bild-
gebende Refraktometrie entwickelt,[4] um die Leistungsf�-
higkeit integraler Oberfl�chenplasmonenresonanz(SPR)-
Biosensoren zu erhçhen.[5] Jîngste Verçffentlichungen
zeigen, dass die Adsorption einzelner NPs an die Oberfl�che
eines SPM-Sensors charakteristische Bildmuster erzeugt,[6–10]

die sich mit elektrodynamischen Modellen beschreiben
lassen.[11] Diese Bildmuster h�ngen von Grçße, Form und
komplexem Brechungsindex des Materials der NPs ab;
jedoch besteht auch eine gewisse Wahrscheinlichkeit, dass
NPs aus verschiedenen Materialien �hnliche Bildmuster bei
ihrer Adsorption aufweisen. Fîr die chemische Identifizie-
rung der NPs wurde daher die Echtzeitz�hlung jedes einzel-

nen auf dem SPM-Sensor adsorbierten Partikels mit der Er-
fassung von ønderungen im SPM-Bild w�hrend der elektro-
chemischen Behandlung erg�nzt. Die individuelle elektro-
chemische Analyse erfolgt durch optische Auslesung und
umgeht somit viele Limitierungen der Impakt-Elektroche-
mie[12,13] oder integraler elektrochemischer Methoden.[14] Der
Einsatz der Kretschmann-Konfiguration fîr die SPM-Technik
(Abbildung 1) ermçglicht die �berwachung einer makro-
skopischen Sensoroberfl�che, sodass bis zu einer Million ad-
sorbierte Nanopartikel simultan nachverfolgt werden
kçnnen.

Die Methode ist in drei Schritte unterteilt (Abbildung 2):
Im ersten Schritt erfolgt die Adsorption der NPs auf der

Sensoroberfl�che bei kathodischem Potential. Dabei werden
die adsorbierten NPs detektiert und gez�hlt, und es wird die
Adsorptionsgeschwindigkeit bestimmt. Durch einen Wasch-
schritt werden nicht adsorbierte NPs aus der Messzelle elu-
iert. Schließlich wird das Potential der Goldelektrode (SPM-
Sensoroberfl�che) in anodische Richtung abgefahren, und
das Verschwinden der zuvor adsorbierten NPs aus dem Bild
wird detektiert. Der Wert des Elektrodenpotentials, bei dem
sich die erfassten NPs auflçsen und verschwinden, gibt Aus-
kunft îber ihre chemische Zusammensetzung.

Die Adsorption eines einzelnen Nanopartikels auf der
Sensoroberfl�che wird durch die ønderung seines SPM-
Bildmusters erfasst. Diese ønderungen sind gering, werden
aber nach einer Aufbereitung des ursprînglichen SPM-Ein-

Abbildung 1. Aufbau der SPM fír die Detektion, Nachverfolgung und
in-situ-elektrochemische Behandlung adsorbierter NPs. Die Gold-
schicht der Sensoroberfl�che erfíllt zwei Funktionen: als plasmonische
Sensorschicht und als Arbeitselektrode fír die Kontrolle des Redoxzu-
standes der adsorbierten NPs.

[*] Dr. S. Nizamov, Dr. O. Kasian, Prof. Dr. V. M. Mirsky
Fachgebiet Nanobiotechnologie, Institut fír Biotechnologie
Brandenburgische Technische Universit�t Cottbus – Senftenberg
01968 Senftenberg (Deutschland)
E-Mail: mirsky@b-tu.de

Hintergrundinformationen zu diesem Beitrag sind unter:
http://dx.doi.org/10.1002/ange.201600853 zu finden.

Angewandte
ChemieZuschriften

7363Angew. Chem. 2016, 128, 7363 –7367 Ó 2016 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

http://dx.doi.org/10.1002/anie.201600853
http://dx.doi.org/10.1002/ange.201600853
http://dx.doi.org/10.1002/ange.201600853


zelbildes durch Mittelwertbildung innerhalb ca. einer Se-
kunde (Abbildung 2, erste Reihe) sowie durch die Berech-
nung der Differentialeinzelbilder (Abbildung 2, zweite
Reihe) gut sichtbar. Nach einer Aufbereitung ist das n-te
Differentialeinzelbild ein Pixel-zu-Pixel-Verh�ltnis vom ge-
mittelten (n + 1)-ten zum gemittelten (n¢1)-ten Einzelbild.
Diese dynamische Referenzierung unterdrîckt die langsame
Drift des Hintergrundes der SPM-Bilder und liefert ein viel
besseres Signal/Rausch-Verh�ltnis des Ausgabesignals als bei
Referenzierung jedes Einzelbildes mit dem ersten (oder
jedem anderen beliebig gew�hlten) Einzelbild.

Die Zugabe einer NP-Suspension in die Fließzelle fîhrt
zu einem „Regen“ solcher fîr die NPs charakteristischen
Bildmuster in der Abfolge der Differentialbilder. Wegen der
dynamischen Referenzierung erscheinen diese Bildmuster
nur in zwei oder drei aufeinanderfolgenden Differentialbil-
dern, kçnnen aber durch Mittelung auf ein oder zwei Ein-
zelbilder mehr ausgedehnt werden. Ein typisches Differenti-
albild eines adsorbierten NP ist in Abbildung 2, unten links,
zu sehen. Es weist eine hohe �bereinstimmung mit der
theoretischen Vorhersage auf.[11] Durch die Limitierung der
optischen Auflçsung erscheint ein Nanopartikel mit einer
Grçße unterhalb der Wellenl�nge des verwendeten Lichtes in
einer typischen Grçße von 5 × 10 mm2.

Die Position jedes auf der Sensoroberfl�che adsorbierten
NP wurde bestimmt und gespeichert. Fîr die Bestimmung der
Adsorptionsgeschwindigkeit wurde die Anzahl der einzelnen
NPs in jedem Differentialbild ermittelt. Die Anzahl der de-

tektierten Ag-NPs nach sequenzieller Zugabe von Suspen-
sionen 60 nm großer Ag-NPs unterschiedlicher Partikelkon-
zentration ist in Abbildung 3 gezeigt. Um eine spontane
Oxidation der Ag-NPs zu verhindern, wurde ein kathodisches
Potential angelegt. Die Zugabe der NPs erfolgte îber 100–
1000 s (mit l�ngerer Zeit fîr niedrigere Konzentrationen),
unterbrochen durch einen 200-sekîndigen Waschschritt. Wie
bei den konstanten Diffusionsbedingungen (konstante
Fließgeschwindigkeit und Viskosit�t der Elektrolytlçsung) zu
erwarten war, verh�lt sich die Adsorptionsgeschwindigkeit
proportional zur NP-Konzentration im gesamten untersuch-
ten Konzentrationsbereich von 106–109 NPsmL¢1 (Abbil-
dung 3, unten). Diese Abh�ngigkeit kann fîr die analytische
Bestimmung der Konzentration von Nanopartikeln eingesetzt
werden.

Wenn man in Betracht zieht, dass selbst eine Million ad-
sorbierter NPs pro mm2 lediglich 1% der Sensoroberfl�che
bedecken, kann der Einfluss der Oberfl�chenbedeckung auf
die Adsorption vernachl�ssigt werden. Bei einer Konzentra-
tion von 106 NPs mL¢1 betr�gt die Adsorptionsgeschwindig-
keit 1 NPmm¢2 pro 10 s. Diese Angaben definieren die De-
tektionsgrenze fîr unsere Methode: Wenn die Erfassung nur
eines NP w�hrend einer angemessenen Messdauer von ca.
1000 s ausreicht, ergibt sich eine Nachweisgrenze von ca.
104 NPs mL¢1. Weitere Verbesserungen des Detektionslimits

Abbildung 2. Bestimmung des Auflçsungspotentials einzelner Nano-
partikel mittels SPM. Adsorption und Auflçsung der NPs in Differenti-
albildern erscheinen als „positive“ und „negative“ Bildmuster (unten,
fír 60 nm große Ag-NPs).

Abbildung 3. Adsorptionskinetik fír 60 nm große Ag-NPs w�hrend auf-
einanderfolgender Injektionen von Suspensionen verschiedener Kon-
zentrationen (oben) sowie die dazugehçrige Konzentrationsabh�ngig-
keit der Adsorptionsgeschwindigkeit (unten). Einschub unten: Abh�n-
gigkeit der maximalen Signalintensit�t der adsorbierten Ag-NPs von
ihrer Grçße. Es ist zu beachten, dass die Anzahl der adsorbierten NPs
durch die Detektion und Z�hlung jedes einzelnen NP bestimmt wurde.
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kçnnen durch Vergrçßerung der Sensoroberfl�che, Optimie-
rung der Diffusionsbedingungen oder aktive Ansammlung
der NPs nahe der Sensoroberfl�che (z. B. durch Elektropho-
rese)[15] erreicht werden.

Fîr die vorgeschlagene analytische Methode sind chemi-
sche Bedingungen erforderlich, bei denen lçsliche Produkte
der elektrochemischen Oxidation der NPs entstehen. �bli-
cherweise werden hierfîr Komplexbildner eingesetzt.[16] Die
elektrochemische Auflçsung von Cu und Ag kann in Elek-
trolytlçsungen mit hoher Konzentration an SCN¢ , Cl¢ oder
CN¢ erfolgen, sodass anstelle neutraler, unlçslicher Salze
geladene Komplexionen (z. B. AgCl2

¢) entstehen. Die elek-
trochemische Degradation einer Goldelektrode ist in der
Gegenwart von Chloridionen deutlich geringer als in der von
SCN¢ oder CN¢ ;[16] aus diesem Grund wurde hier eine Cl¢-
haltige Elektrolytlçsung verwendet. Die Abh�ngigkeit des
Peakpotentials der Oxidation der Ag-NPs im anodischen
Voltammogramm von der Po-
tentialvorschubgeschwindigkeit
entspricht dem irreversiblen
Ein-Elektron-Transfer (Hinter-
grundinformationen, Abbil-
dung 1a,b) mit einem La-
dungsîbertragungskoeffizien-
ten von 0.41 (Hintergrundin-
formationen, Abbildung 2).
Der Diffusionskoeffizient der
Ag-NPs, der aus dem Anstieg
der Abh�ngigkeit des Peak-
stroms von der Quadratwurzel
der Potentialvorschubge-
schwindigkeit bestimmt wurde
(Hintergrundinformationen,
Abbildung 3), betr�gt 1.4 ×
10¢11 m2 s¢1 und entspricht
einem hydrodynamischen Durchmesser von ca. 31 nm, der
dem mit dynamischer Lichtstreuung (dynamic light scatte-
ring, DLS) gemessenen Wert von 37 nm nahe kommt (Hin-
tergrundinformationen, Abbildung 4). Die elektrochemische
Oxidation der Cu-NPs zeigt im Voltammogramm einen Ein-
zelpeak, dessen Potential von der Potentialvorschubge-
schwindigkeit unabh�ngig ist. Dies l�sst auf eine reversible
Oxidation mit einem Zwei-Elektronen-Transfer schließen
(Hintergrundinformationen, Abbildung 5). Der Diffusions-
koeffizient von Cu-NPs, ermittelt aus dem Anstieg der Ab-
h�ngigkeit des Peakstroms von der Quadratwurzel der Po-
tentialvorschubgeschwindigkeit, betr�gt 5.8 × 10¢12 m2 s¢1

(Hintergrundinformationen, Abbildung 6) und entspricht
einem hydrodynamischen Durchmesser von ca. 75 nm. Der
mittels DLS gemessene Wert betr�gt 80 nm (Hintergrundin-
formationen, Abbildung 7).

Sobald ein NP auf der Sensoroberfl�che erscheint (durch
Adsorption) und sp�ter verschwindet (durch Desorption oder
elektrochemische Auflçsung), ist zu erwarten, dass dies zu
einem differenziellen SPM-Bild mit gleichem Muster und
gleicher Signalintensit�t, jedoch unter entgegengesetztem
Vorzeichen fîhrt (z.B. Abbildung 2, unten, links und rechts).
Dies impliziert, dass der Regressionskoeffizient (RC) oder
der normierte Korrelationskoeffizient zwischen zwei Bild-

mustern (Erscheinen und Verschwinden) desselben NP an-
n�hernd ¢1 betr�gt. Fîr die quantitative Analyse gradueller
ønderungen erweist sich der RC als informativer als der
normierte Korrelationskoeffizient (siehe Hintergrundinfor-
mationen). Das Verschwinden der NPs im kathodischen Po-
tentialbereich erfolgt �ußerst selten: ein Ereignis pro Hun-
derte von Adsorptionen. Daher ist unter diesen Bedingungen
die Adsorption metallischer NPs so gut wie irreversibel. Wird
jedoch das Elektrodenpotential in anodische Richtung abge-
fahren, ist das Verschwinden adsorbierter NPs sehr h�ufig zu
beobachten. Hçchstwahrscheinlich erfolgt dieser Vorgang
aufgrund elektrochemischer Oxidation der NPs und ihrer
Auflçsung.

In Abbildung 4 ist eine exemplarische Abfolge differen-
zieller SPM-Bilder dargestellt, die die Adsorption und elek-
trochemische Auflçsung ein und desselben Ag-NP zeigen.
Die Adsorption des NP erscheint als dunkler Fleck (links

oben). Aufgrund der dynamischen Referenzierung ist dieser
Fleck in den folgenden Differentialbildern nicht zu sehen.
Sobald das angelegte Elektrodenpotential den Wert fîr die
elektrochemische Auflçsung dieses NP erreicht, erscheint an
derselben Stelle ein Bild mit umgekehrter Signalintensit�t,
d.h. ein weißer Fleck (Abbildung 4, links unten). Die Kinetik
des RC fîr den Ausschnitt der Sensoroberfl�che, in dem das
NP adsorbiert, zwischen dem Moment der Adsorption und
den folgenden, zeigt haupts�chlich Fluktuationen um null
(Abbildung 4, rechts), was auf einen unver�nderten Zustand
des NP schließen l�sst. Der positive Ausschlag entspricht dem
Adsorptionsereignis (definitionsgem�ß RC = 1), der negative
Ausschlag dem Verschwinden des NP. Somit kann das Elek-
trodenpotential, bei dem sich ein NP auflçst und damit dessen
Material und Grçße charakterisiert wird, fîr jedes adsor-
bierte NP simultan bestimmt werden.

Das Ergebnis einer solchen sequenziellen Analyse von 40,
60 und 100 nm großen Ag-NPs sowie von 50 nm großen Cu-
NPs ist in Abbildung 5, oben, dargestellt. Zu Beginn des Po-
tentialvorschubs schwankt der RC fîr alle NPs um den Wert
nahe null: Es finden weder Adsorption noch Verschwinden
von NPs statt. Ab einem bestimmten Wert des Elektroden-
potentials erfolgt eine starke Verschiebung des RC in den
negativen Bereich. Dies bedeutet, dass nun Bildmuster mit

Abbildung 4. Bestimmung des Auflçsungspotentials eines einzelnen NP mit differenzieller SPM mithilfe
von differenzieller Bildbearbeitung. Differentialbilder der Adsorption (links oben) und Auflçsung (links
unten) ein und desselben NP sowie entsprechende ÷nderungen des Regressionskoeffizienten (rechts).
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umgekehrter Intensit�t erfasst werden, deren Position den
adsorbierten NPs entspricht – ein klarer Hinweis auf das
Verschwinden der NPs von der Oberfl�che. Die Tatsache,
dass dieser Vorgang erst bei einem bestimmten Elektroden-
potential stattfindet, l�sst auf ein Verschwinden infolge
elektrochemischer Auflçsung schließen. Da die Detektions-
grenze unseres SPM-Ger�tes fîr Ag-NPs bei etwa 20 nm
liegt, kann geschlussfolgert werden, dass bei dem beobach-
teten Verschwinden die Grçße unter diesen Wert sinkt. Aus
thermodynamischen Grînden l�uft der Auflçsungs- und
Schrumpfungsprozess, nachdem er einmal in Gang gesetzt
wurde, bis zur vollst�ndigen Auflçsung des NP oder bis zum
Verlust des elektrischen Kontaktes mit der Goldoberfl�che
ab. �ber die komplette elektrochemische Auflçsung von Ag-
NPs wurde bereits berichtet.[15]

Der erwartete Unterschied zwischen den Auflçsungspo-
tentialen fîr Ag- und Cu-NPs ist eindeutig sichtbar (Abbil-
dung 5). Dabei variieren die exakten Potentialwerte fîr NPs
identischer nominaler Grçße und aus identischem Material,
was mit Schwankungen in der Grçßenverteilung der NPs,
Verunreinigungen, elektrischen Barrieren zwischen den NPs
und der Elektrodenoberfl�che (z.B. durch Tenside), aber
auch mit lokalen Unterschieden der Kristallebenen der

Goldelektrode erkl�rt werden kann. Das Auflçsungspotential
nimmt mit der Grçße der NPs ab (Abbildung 5). Dieser
Effekt wurde thermodynamisch[17,18] analysiert und durch
elektrochemische Experimente[19–21] best�tigt. Allerdings
scheint die Grçßenbestimmung der NPs mithilfe der Bildin-
tensit�t (Abbildung 3, unten, Einschub) zuverl�ssiger zu sein
als mithilfe der Potentialverschiebung, da es erhebliche Dis-
krepanzen zwischen den beobachteten Werten und den Li-
teraturangaben[21–24] sowie eine breite Verteilung dieses
Wertes fîr einige NP-Typen gibt (Abbildung 4). Das Haupt-
augenmerk der elektrochemischen Analyse liegt in diesem
Fall auf der chemischen Bestimmung des NP-Materials durch
den charakteristischen Bereich des Auflçsungspotentials.
Besonders erw�hnenswert ist die Bestimmung des charakte-
ristischen Oxidationspotentials fîr jedes individuelle NP und
ohne elektrochemische Messungen.

Eine simultane Analyse verschiedener NPs ist ebenfalls
mçglich (Abbildung 5, unten). Dabei wurden 40, 60 und
100 nm große Ag-NPs sowie 100 nm große Au-NPs nachein-
ander bei kathodischem Potential (¢50 mV gegen Ag/AgCl)
auf die Sensoroberfl�che adsorbiert, und der RC wurde fîr
jedes adsorbierte NP w�hrend eines einzelnen Potentialvor-
schubs in die anodische Richtung bestimmt. Die als Nega-
tivkontrolle eingesetzten Au-NPs zeigten keinen Oxidation-
speak innerhalb des angelegten Potentialbereichs. Die RC-
Peaks fîr verschieden große Ag-NPs konnten bei den glei-
chen Potentialen beobachtet werden, als ob jede Grçße ein-
zeln gemessen worden w�re.

Der Nachweis und die Konzentrationsbestimmung von
NPs durch SPM kçnnen nicht nur in reinen Laborproben,
sondern auch in komplexeren Medien wie Leitungs- oder
Mineralwasser, Sonnencreme, Saft oder Wein durchgefîhrt
werden.[25] Die Bestimmung des Materials, aus dem die NPs
bestehen, erfordert die Kopplung mit einer Methode zur
Materialanalyse. Hier haben wir eine individuelle Material-
analyse jedes adsorbierten Cu- und Ag-NP demonstriert. Die
Analyse basiert auf der Erfassung von Ver�nderungen in den
SPM-Bildern, die durch kontrollierte elektrochemische Auf-
lçsung der NPs hervorgerufen werden. Die vorgestellte Me-
thode kann auch auf andere Typen elektrochemischer Um-
wandlungen angewendet werden, vorausgesetzt sie fîhren zu
einer deutlichen ønderung des komplexen Brechungsindex
der NPs. Der Einsatz nichtw�ssriger Elektrolyte kann zu-
s�tzlich zu einer Erweiterung des Potentialbereiches fîhren.
Dies erçffnet die Mçglichkeit, diese Technik fîr die Unter-
suchung von Oxid-NPs und NPs aus verschiedenen organi-
schen redoxaktiven Materialien einzusetzen.

Experimentelles
Citrat-stabilisierte Ag-NPs wurden bei Sigma Aldrich erworben. Cu-
NPs (50 nm) in Pulverform wurden von QuantumSphere bezogen.
Alle NP-Proben wurden vor ihrer Messung mittels DLS charakteri-
siert. Der Aufbau fîr die SPM-Methode basiert auf der Kretschmann-
Konfiguration und wurde fîr l = 642 nm und ein SF-10-Glasprisma
(n = 1.72) mit einer ca. 47 nm starken Goldschicht und einer 3 nm
starken Ti-Unterschicht optimiert. Der RC in Abbildung 5 ist auf
dem Niveau des 5-ten Perzentil dargestellt. Andere experimentelle
Details sind in den Hintergrundinformationen beschrieben.

Abbildung 5. Regressionskoeffizient fír verschiedene Typen von NPs in
Abh�ngigkeit vom angelegten Elektrodenpotential. Oben: separate
Analyse fír jeden NP-Typ. Unten: sequenzielle Adsorption, aber simul-
tane Analyse w�hrend Einzelscan mit 1.5 mVs¢1.
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