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Kapitel 1
Einleitung

Die Wirkung niedermolekularer Naturstoffe macht sich der Mensch seit Jahrtausenden zu
Nutze [1, 2]. So basiert die gesundheitsférdernde Wirkung der Ingwerwurzel, die stimulierende
Wirkung von Kaffee, die toxische Wirkung der Tollkirsche, die antikarzinogene Wirkung
der Rinde der Pazifischen Eibe oder die von Alexander Fleming nachgewiesene antibiotische
Wirkung von Schmimmelpilzen auf den Substanzen Shogaol, Koffein, Atropin, Paclitaxel und
Penicillin. Diese sekundéren Metabolite sind in Pflanzen, Mikroorganismen und Pilzen in
Millionen von Jahren Evolution auf biologische Aktivitdt optimiert worden und sind daher
oftmals der Startpunkt und Inspirationsquelle fiir die Medikamentenentwicklung in der Phar-
maindustrie. Nach erfolgreicher Zulassung erfolgt die grofitechnische Herstellung einfacher
Molekiile meist auf klassisch chemisch-synthetischem Wege z. B. Acetylsalicylsiure (Aspirin®).
Komplexere Molekiile erfordern dagegen haufig eine Pflanzenextraktion (z. B. das Antimalaria-
mittel Artemisin) oder biotechnologische Fermentation (z. B. das Krebsmedikament Paclitaxel
aus Eibenzellkulturen). Auch kombinierte Verfahren, bei denen z. B. eine Vorstufe aus einem
biosynthetisch modifizierten Bakterium gewonnen wird und anschlieend photooxidativ zum
Wirkstoff umgewandelt wird (Artemisin) oder die Vorstufe aus Pflanzenmaterial extrahiert

wird und anschliefend chemisch-synthetisch modifiziert wird (Paclitaxel), werden genutzt [3].

Der Weg eines Naturstoffes zum Medikament ausgehend von der Wirkstofffindung, Produktion
und schliefllich Qualitatskontrolle des fertigen Produkts erfordert den Einsatz zahlreicher
analytischer Methoden. Anforderungen an die klassische, probenverbrauchende, molekulare
Offline-Analyse von Fliissigkeiten oder Extrakten eines Organismus z. B. mittels chromato-
grafischer Trennung und massenspektrometrischer Detektion [4] sind eine hohe Selektivitat,
Sensitivitdt und Quantifizierbarkeit, also wie gut Substanzen in einem Gemisch voneinander
differenziert werden konnen (Was?), in welcher Menge ein Analyt nachgewiesen werden kann
(Wie wenig?) und wie genau eine Analytkonzentration, Produktausbeute oder Reinheit
bestimmt werden kann (Wie viel?). In der Online-Analytik z. B. zur Prozessanalyse, fiir
ein Hochdurchsatz-Screening bei der Wirkstoffsuche, oder Kontrolle und Steuerung eines

Herstellungsprozesses ist zudem oftmals eine hohe Zeitauflosung (Wann?) wichtig. Kriterien
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fiir die Anwendbarkeit einer Methode sind zudem die Robustheit, Zuverlissigkeit, Automa-
tisierbarkeit und letztendlich einfache Handhabbarkeit. Fiir einen direkten Nachweis eines
niedermolekularen Naturstoffes in einem biologischen System ist zudem die Ortsaufléosung
(Wo?) der Methode entscheidend. Biologische Systeme weisen eine hohe Heterogenitat auf
mikroskopischer Ebene auf. Die klassische optische Mikroskopie oder Hellfeldmikroskopie ist
daher eine der altesten und nach wie vor wichtigsten Methoden fiir die Biowissenschaften
und liefert Einblick in die rdumliche Verteilung und Morphologie zellulédrer Bestandteile eines
Organismus oder einzelner Mikroorganismen, jedoch keine molekulare Information. Eine
Lokalisierung eines Metaboliten in einem Organismus, also die Verkniipfung der morphologi-
schen Welt (Wo?) mit der chemischen Welt (Was?) oftmals auch in Zeitauflosung (Wann?)
ist somit nicht moglich. Diese ist z. B. von Interesse um die Produktion eines Metaboliten in
einem biologischen System besser verstehen, kontrollieren oder um die Wirkung des Stoffes
auf mikroskopische Ebene untersuchen zu konnen. Die weitverbreiteste Methode ist hierbei die
Fluoreszenzmikroskopie, die durch Verwendung sogenannter , Labels“ eine selektive Bindung
eines Fluorophors an bestimmte Strukturen und damit eine selektive Lokalisierung dieser
Struktur in der Probe ermoglicht. Die Fluoreszenzmarkierung hat jedoch den Nachteil, dass
die empfindliche biologische Probe verdndert wird und somit moglicherweise nicht mehr
das reale System widerspiegelt. Insbesondere eine Fluoreszenzmarkierung niedermolekularer
Verbindungen mit einem vergleichweise grofien Fluoreszenzfarbstoff wiirde deren molekulare
Eigenschaften so weit verdndern, dass deren Verhalten in einem biologischen System nicht

mehr genau bestimmbar ware.

Die Raman-Mikrospektroskopie liefert dagegen als spektroskopisch-bildgebende Methode einen
yhatiirlichen Kontrast der chemischen Zusammensetzung ohne die Verwendung von Labels.
Sie wird der Vibrationsspektroskopie zugeordnet, in der im Unterschied zur Fluoreszenz
selektivere schwingungsspezifische Fingerprint-Spektren von Molekiilen erfasst werden. Ein
Nachteil ist jedoch, dass der Raman-Effekt ein sehr schwacher Prozess ist und somit auf
lange Laserbestrahlung pro Pixel angewiesen ist, um Spektren mit ausreichender Intensitat
zu generieren. Aus der klassischen Raman-Spektroskopie entwickelten sich daher eine Reihe

signalverstiarkender Raman-Methoden.

Abbildung 1.1 stellt die Vor- und Nachteile der in dieser Arbeit verwendeten signalverstér-
kenden Raman-Methoden der klassischen Raman-Spektroskopie schematisch gegeniiber. Die
kohérente anti-Stokes Raman-Streuung (engl. coherent anti-Stokes Raman scattering, CARS)
ist ein nichtlinear optischer Prozess und ermoglicht prinzipiell eine zeitaufgeloste chemische
Lokalisierung mit hoher Ortsauflosung. Wie das Schema in Abbildung 1.1 a verdeutlicht be-
schrankt sich die hierfiir erforderliche Signalverstarkung jedoch aufgrund eines quadratischen
Zusammenhangs ausschliellich auf Bereiche hoher Konzentration von Molekiilschwingungen
und hierbei vor allem auf CH-Streckschwingungen, weshalb die Methode meist zur Lokalisie-
rung angereicherter Lipide z. B. in Geweben genutzt wird. Die Methode versagt bei Substanzen

mit geringer Konzentration und/oder einer geringen Anzahl an CH-Bindungen. Aufgrund



der Beschrankung auf den CH-Streckschwingungsbereich, dem nichtlinearen Zusammenhang
und einer Uberlagerung mit einem nichtresonanten Hintergrund ist die Selektivitit und
Quantifizierbarkeit mittels CARS gegentiber Raman reduziert (siehe Einstufung in Abbildung
1.1 b).

Die oberflichenverstirkte Raman-Streuung (engl.: surface-enhanced Raman scattering, SERS)
kann dhnlich Raman mittels der Fingerprint-Region einen selektiven Nachweis eines Ana-
lyten jedoch auch bei extrem niedrigen Konzentrationen ermoglichen. Nachteilig ist, dass
die Methode auf einer Wechselwirkung des anregenden Lichtes und des Analyten mit einem
nanostrukturierten Material meist aus Silber oder Gold, einem SERS-Substrat angewiesen ist,
was deren Anwendbarkeit erschwert. Wie in Abbildung 1.1 a durch den Fehlerbalken angedeu-
tet wird, ist die enorme Sensitivitat zudem unzuverldssig und oftmals wenig reproduzierbar,
da sie von zahlreichen Faktoren wie z. B. der Art des Analyten, des SERS-Substrates und
deren Interaktion abhéngig ist und somit insbesondere quantitative Messungen erschwert. Die
Verbesserung der Reproduzierbarkeit und Verlasslichkeit und damit Anwendbarkeit der SERS-
Analytik sind daher ein wichtiges Forschungsfeld in Richtung einer SERS-Routineanalytik.

a :E b Quantifizierbarkeit

4

§ Raman
=

R Zuverl3ssigkeit/
Selektivitat Reproduzierbarkeit
SERS CARS
Konzentration Sensitivitdt Orts-/Zeitauflosung

Abbildung 1.1: Gegeniiberstellung der Raman-Streuung, kohirenten anti-Stokes
Raman-Streuung (CARS) und der oberflichenverstirkten Raman-Streuung
(SERS). (a) Schematische Darstellung der Signalintensitdt in Abhéngigkeit der Konzentrati-
on. Wahrend die Signalintensitat der Raman-Streuung linear mit der Konzentration zunimmt,
nehmen CARS-Signale quadratisch mit der Konzentration zu. Eine Signalverstarkung durch
CARS erfordert somit eine eine hohe Dichte eines Analyten und/oder einer hohen Anzahl
von z. B. CH-Streckschwingungen (blauer Bereich). Bei niedrigen Konzentrationen ist die
Signalintensitét der Raman-Streuung hoher (griiner Bereich). Intensive SERS-Signale kénnen
prinzipiell bereits bei sehr niedrigen Konzentrationen bis hin zu Einzelmolekiilkonzentra-
tionen generiert werden (roter Bereich). Wie durch den Fehlerbalken verdeutlicht wird, ist
die enorme Sensitivitdat jedoch von zahlreichen Faktoren abhédngig und somit unzuverlassig
und oftmals wenig reproduzierbar. Da die SERS-Signalgenerierung auf der Adsorption eines
Analyten auf ein SERS-Substrat basiert, erreicht das SERS-Signal ab einer bestimmten
Analytkonzentration eine Séattigung (gestrichelte Linie). (b) Einstufung von Raman, CARS
und SERS hinsichtlich der Quantifizierbarkeit, Zuverldssigkeit /Reprodudzierbarkeit, Orts-
und Zeitauflosung, Sensitivitat und Selektivitét.
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In der vorliegenden Arbeit wird die CARS- und SERS-Mikrospektroskopie fiir die Identifi-
zierung von Metaboliten in einer pflanzlichen Probe und einem technischen System, einem
Mikrofluidiksystem angewandt. Hintergrund beider Anwendungen ist die Biosynthese von
Metaboliten einer pharmakologisch hoch interessanten Naturstoffklasse, den Polyketiden und
daraus abgeleiteter Substanzen. Abbildung 1.2 b zeigt eine allgemeine Darstellung der Polyke-
tidsynthese. Die Synthese basiert auf einer schrittweisen bausteinartigen Kettenverléngerung
Coenzym A aktivierter Acyl-Grundbausteine, wobei meist Acetyl-CoA als Starter-Einheit
und Malonyl-CoA als Extender-Einheit dient. Der flieBbandéhnliche Aufbau erfolgt mittels
multimodaler Enzymkomplexe, den Polyketidsynthasen. Durch weitere Reaktionsschritte wie
Ringbildung entstehen dann ein Vielzahl komplexer Molekiile unterschiedlichster Struktur
wie das Antibiotikum Erythromoycin A, das Krebsmedikament Epothilon A oder der marinen
Giftstoff Maitotoxin-1, dem abgesehen von Proteinen und Polymeren grofiten bekannten
Naturstoff.

In der ersten Anwendung geht es um Identifizierung und Lokalisierung der Biosynthese der
Cannabinoide in Trichomen, Pflanzenhaaren des Cannabis sativa L.. Wie Abbildung 1.2 a zeigt,
leiten sich diese ebenfalls pharmakologisch relevanten Substanzen vom Polyketid Olivetolsdure
ab und werden nach der Folgereaktion entsprechend auch als prenylierte Polyketide bezeichnet.
Bei den Trichomen handelt es sich um ein pflanzliches Organ komplexer morphologischer
Struktur und molekularer Zusammensetzung. Zielstellung der analytischen Methode ist die
chemische Bildgebung. Um die Heterogenitit auf mikrokopischer und molekularer Ebene zu
erfassen, muss die analytische Methode sowohl eine hohe Ortsauflosung als auch Selektivitat
aufweisen. Als Methode wird die hyperspektrale CARS-Bildgebung mit hoher Ortsauflosung
und moderater Selektivitat gewahlt. Die Herausforderung liegt hier insbesondere in der
Ausreizung der begrenzten Selektivitdt von CARS-Signalen zur Metabolitidentifikation durch

die Entwicklung geeigneter Auswertestrategien.

Die zweite Anwendung befasst sich mit der Identifizierung der Grundbausteine der Polyke-
tidsynthese wie CoA und ATP als Energiequelle in einem mikrofluidischen System (siehe
Abbildung 1.2 b). Hintergrund dieser Anwendung ist der Aufbau von mikrofluidischen Pro-
duktionseinheiten zur enzymatischen Synthese von Polyketiden, wobei die Synthese zellfrei,
also nur unter Verwendung der wesentlichen Komponenten, den Grundbausteinen und Enzy-
men, erfolgen soll. Damit soll ein neuer Weg fiir die Wirkstoftherstellung aufgezeigt werden.
Das Projekt fokussiert sich zunéchst auf die Herstellung und Riickgewinnung der Grund-
bausteine, Acetyl-CoA und Malonyl-CoA. In dieser Arbeit wird der Aufbau einer in-Chip
Online-Analytik beschrieben, um die biochemischen Reaktionen oder Trennprozesse nicht
umgesetzter Edukte und Produkte an Anschluss an eine Reaktion im Mikrofluidiksystem zu
verfolgen. Als vielversprechende Methode wird SERS genutzt, da die Methode sensitiv genug
sein sollte, um Reaktanten noch im mikromolaren Bereich selektiv zu detektieren. Wie in
Abbildung 1.1 dargelegt wird, besteht die grofite Herausforderung der SERS-Analytik in der

Implementierung eines SERS-Substrates in das Mikrofluidiksystem zur Generierung einer



hohen Ort- und Zeitauflosung und Optimierung der Zuverléssigkeit, Reproduzierbarkeit und
damit Anwendbarkeit der SERS-Messung.

a Grundbausteine fiir Olivetolsiure 'b Grundbausteine fiir die Polyketidsynthese (allgemein)
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Abbildung 1.2: Gegeniiberstellung des Polyketidsyntheseansatzes im Mikrosystem
und der Synthese des Polyketids Olivetolsdure in den Trichomen von Cannabis
sativa L. (a) Biosynthese des Polyketids Olivetolsdure als Vorstufe fiir Cannbinoide in
Cannabis sativa L. [5]. Als Grundbausteine werden Hexanoyl-CoA und dreimal Malonyl-CoA
verwendet. Die Cyclisierung des Tetraketid-Intermediates (vier Carbonyleinheiten) liefert
Olivetolsaure und durch Folgereaktionen die bioaktiven Cannabinoide, sogenannte prenylierte
Polyketide. Im Unterschied zur Polyketid-Synthese im Mikrosystem finden die biochemischen
In vivo-Reaktionen innerhalb einer nicht genau definierbaren zelluldren Umgebung komplexer
Zusammensetzung statt. Abbildung der Pflanze aus [6]. (b) Allgemeine Darstellung der
Polyketidsynthese zur Synthese bioaktive Substanzen. Polyketide werden durch Polyketidsynt-
hasen (PKSs) schrittweise bausteinartig mittels nur weniger Grundbausteine aufgebaut, meist
mittels Acetyl-CoA als Starter-Einheit und Malonyl-CoA als Extender-Einheit der Anzahl n.
Als Energiequelle wird wie in vielen biochemischen Reaktionen ATP eingesetzt. Durch weitere
enzymatisch gesteuerte Reaktionen wie Ringbildung der Poly-beta-ketoester- Kette bilden
sich dann unterschiedliche komplexe Strukturen wie das Antibiotikum Erythromycin A, das
Krebsmedikament Epothilon A oder der marine Giftstoff Maitotoxin-1 . Diese fiir gewohnlich
in Mikroorganismen, Pflanzen oder Pilzen stattfindenen biochemischen Reaktionen sollen
im Mikrofluidiksystem unter kontrollierten, vereinfachten ,zellfreien Bedingungen durch
ausschlieflliche Verwendung der Enzyme im wassrigen Puffersystem ahnlich einer klassisch
chemischen Synthese erfolgen.

Eine Besonderheit der Arbeit ist die durchgéngige Anwendung multimodaler Konzepte. Eine
Modalitat bedeutet so viel wie Moglichkeit, Ausfithrung oder Art und Weise. Multimodale
Konzepte auf eine Probe angewendet, nutzen somit gleichzeitig unterschiedliche Methoden
an ein und derselben Probe, schauen bildlich gesprochen aus verschiedenen Blickwinkeln auf

eine Probe. Diese Zusatzinformation einer Probe kann dabei ohne weitere experimentelle
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Aufwéande durch Zuschaltung weiterer Detektoren generiert werden. In den CARS-Aufnahmen
wird beispielsweise zuséatzliche morphologische Information durch Transmissionsbilder und
die Autofluoreszenz der Probe mittels (Zweiphotonen-)Fluoreszenz erfasst. Beziiglich der
SERS-Analytik wird eine neue Bildgebungsmethode unter Nutzung des zugrundliegenden
SERS-Hintergrundes vorgestellt.

Der Grundlagenteil der Arbeit baut sich wie folgt auf: Kapitel 2 fithrt die zum Verstiandnis
notwendigen Grundlagen der optischen Methoden ein. Darauf aufbauend werden im Ka-
pitel 3 die wesentlichen Komponenten des experimentellen Aufbaus, dem Leica TCS SP8
CARS-System, beschrieben. Die generierten spektralen und ortsaufgelosten Daten erfordern
aufgrund der Mehrdimensionalitat den Einsatz multivariater oder chemometrischer Methoden.
Die Grundlagen hierzu werden in Kapitel 4 erortert. Kurz wird auf Konzepte der statisti-
schen Versuchsplanung eingegangen, die fir die Entwicklung einer In-Chip SERS-Analytik

angewandt werden.

Der Anwendungsteil in Kapitel 5 unterteilt sich in vier Abschnitte: In Abschnitt 5.1 wird
die CARS-Mikroskopie fir eine Einzeltrichom-Analytik des Cannabis sativa L. angewandst.
Die hyperspektralen CARS Bilder werden zur Identifizierung chemischer Fingerprints unter
Nutzung eines neuartigen Entmischungsalgorithmus in einzelne Komponenten zerlegt. Dieser
Algorithmus beriicksichtigt moglichen Nichtlinearitdten von CARS-Daten. Da Entmischungs-
algorithmen bisher kaum im CARS-Bereich eingesetzt wurden, erfolgt in Abschnitt 5.2
ein Vergleich dieses neuartigen Algorithmus zu anderen konventionellen Algorithmen. In
Abschnitt 5.3 wird die Laser-Scanning SERS-Hintergrund Mikroskopie als analytisches
Werkzeug fir eine zuverldssigere, anwenderfreundlichere SERS-Analytik eingefiihrt. Die
Evaluierung der Methode erfolgt mittels eines kommerziellen SERS-Substrates und wird
in Kombination mit weiteren optischen Modalitéten (Reflexion und Transmission) und der
Rasterelektronenmikroskopie zur Charakterisierung von SERS-Substraten angewandt. In Ab-
schnitt 5.4 wird diese neue Technik auf laserinduziert hergestellte SERS-Substrate innerhalb
von Mikrofluidiksystemen angewandt. Die Laser des Leica-Systems werden multimodal sowohl
zur Messung als auch vorab zur Herstellung genutzt. Aufgrund der universellen biochemischen
Relevanz wird die In-Chip-Analytik insbesondere auf ATP hin optimiert, aber auch AMP
und der wichtige Cofaktor, Coenzym A (CoA), werden berticksichtigt (siche Abbildung 1.2).



Kapitel 2

Grundlagen optischer Methoden

2.1 Grundlegendes zu Licht und verwendete Einheiten

In der Arbeit werden unterschiedliche optische Methoden zur Bilderzeugung und Spektroskopie
beziehungsweise in Kombination angewandt. Gemeinsam ist, dass sie auf der Wechselwirkung
von Licht mit Materie basieren. Nach dem Welle-Teilchen-Dualismus kann Licht als Welle in
Form von elektromagnetischer Strahlung oder als einen Strom von Energiepaketen, den Photo-
nen, aufgefasst werden, die sich mit Lichtgeschwindigkeit ¢ (im Vakuum ¢ = 2,998 - 10* ms™1)
fortbewegen. Die Energie elektromagnetischer Strahlung ist tiber das Plancksche Wirkungs-
quantum h = 6,626 - 10734 J s gequantelt und kann nur ganzzahlige Vielfache der Energie
eines Photons annehmen. Der Wellencharakter des Lichts kommt iiber die Wellenldnge A [m],
die Frequenz v [s7!] oder die Wellenzahl v [m~!] zum Ausdruck. Sie stehen in folgendem

Zusammenhang zur Energie eines Photons [7]:

h
E:huzfzhcﬂ (2.1)

Der Energiebereich elektromagnetischer Strahlung kann somit iiber jede dieser drei Grofien
dargestellt werden. In Abbildung 2.1 wird der Bereich des elektromagnetischen Spektrums

der hier verwendeten optischen Methoden visualisiert.

Als Lichtquelle kommen vor allem Laser zum Einsatz. Im Unterschied zu alltdglichen Licht-

quellen emittieren sie kohérentes!, monochromatisches Licht mit hoher Strahlungsleistung.

Kohérenz beschreibt in der Optik eine ,,zusammenhéngende® (lat.: cohaerere) zeitliche Auslenkung des Lichts
mit fester Phasenbeziehung bei der es zu Interferenzeffekten kommen kann [8]. Wéhrend Laserlicht durch
die stimulierte Emission einen sehr hohen ortlichen und zeitlichen Ordnungsgrad und damit hohe Kohérenz
aufweist, wird thermisches Licht z. B. einer Glithlampe durch eine ,nicht zusammenhéngende“ spontane
Emission vieler unabhéngiger Atome gebildet und ist somit inkohérent. Die hier angewandte kohéarente
anti-Stokes Raman-Streuung (CARS) ist ein stimulierter Raman-Streuprozess und basiert auf einer gezielten
Anregung einer Molekiilschwingungsmode eines Ensembles von Molekiilen, mit der Folge dass hier ebenfalls
yzusammenhéngendes® kohédrentes Licht erzeugt wird (siche auch Abschnitt 2.5).
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Abbildung 2.1: Bereich des elektromagnetischen Spektrums der hier verwendeten
optischen Methoden. Der Energiebereich wird hier in Wellenlangen angegeben. Diese
Angabe ist in der UV-VIS-Absorption- und Fluoreszenzspektroskopie iiblich. In der Ra-
manspektroskopie und hierauf basierender Methoden (CARS, SERS) erfolgt die Angabe
iiblicherweise als Energiedifferenz zur Anregung in relativen Wellenzahlen in der Einheit
[em™!]. Als Beispiel wird hier die Lage einer typischen Raman-Bande bei 2850 cm™?, einer
CH-Streckschwingung, im elektromagnetischen Spektrum bei einer Anregung von 633 nm
gezeigt (Helium-Neon-Laser). In Wellenldngen ausgedriickt erscheint diese Bande gerundet
bei 772 nm.

Die Strahlungsleistung P [W] (engl.: Power) berechnet sich iiber den Photonenstrom dNPd%

und der Energie eines Photons E':

o dNPhoton

P
dt

E (2.2)

Wechselwirkungen von Licht mit Materie werden in der optischen Spektroskopie anhand
von optischen Spektren untersucht, in denen Strahlungsintensitédten, im Folgenden nur noch
Intensitaten genannt, in Abhéngigkeit des Energiebereichs aufgetragen werden. In Bildern
werden Intensitaten einzelner Pixel in Abhéngigkeit der Raumkoordinaten dargestellt. Die

Intensitat I [W/m?] gibt die Strahlungsleistung auf einer bestimmten Fliche A an:

1= (2.3)

Die Intensitat wird haufig, wie auch in dieser Arbeit, in willkiirlichen Einheiten (engl.: ar-
bitrary units, a.u.) angegeben. In der UV-VIS-Absorptions- und Fluoreszenzspektroskopie
wird die Intensitiat meist in Abhéngigkeit der Wellenldnge A [nm] aufgetragen. In der Vibra-
tionsspektroskopie, zu der neben Raman- die IR-Spektroskopie gezahlt wird, sind dagegen
relative Wellenzahlen in Abhéngigkeit des angeregten Lichtes Av [em™?] iiblich. Abbildung 2.1
zeigt beispielhaft den Zusammenhang der Angabe in (absoluten) Wellenldngen und relativen
Wellenzahlen anhand einer typischen Raman-Bande bei 2850 cm ™! und einer Anregung von
633 nm im elektromagnetischen Spektrum auf. Die Angabe in relativen Wellenzahlen hat den

Vorteil, dass sie direkt proportional zur Energie der Molekiilschwingung ist.
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Im Folgenden werden die, in dieser Arbeit, angewandten Wechselwirkungsprozesse von Licht
und Materie genauer erlautert. Die Theorie wird nur soweit erklért, dass sie eine Interpretation
der in dieser Arbeit dargestellten Spektren und Bilder erméglicht. So wird z. B. nicht néher
auf die Polarisation des Lichtes eingegangen, da diese in den Anwendungen nicht untersucht
wurde. Insbesondere der CARS und SERS Prozess fiir sich genommen weist eine so hohe
Komplexitat auf, dass eine umfassende Erklarung der Theorie, siehe z. B. [9] und [7], den
Rahmen dieser auf Anwendung fokussierten Arbeit sprengen wiirde. Auf eine Herleitung der
dargestellten Gleichungen wird daher verzichtet. Es werden nur Gleichungen gezeigt, die
zum Verstandnis beitragen und insbesondere die Beziehung der einzelnen optischen Prozesse
zueinander aufzeigen. Die unterschiedlichen Interaktionen eines Molekiils mit Licht werden

zudem ftber vereinfachte Jablonski-Diagramme illustriert.

2.2 Transmission, Absorption, Resonanz und Streuung

Eine Probe wird mit Licht der Intensitat [ bestrahlt. Ein Teil der Photonen wird ,,ausgeloscht®.
Dieser Prozess wird als Extinktion bezeichnet. Dies kann durch eine Energieumwandlung
durch Absorption (/445) oder durch eine Richtungsdnderung des Lichtes durch Streuung
(Istren), Reflexion (Ig.r) oder Beugung (/pey,) hervorgerufen werden. Transmission (I7y4ps)
beschreibt den Prozess bei der Photonen ohne Wechselwirkung die Probe passieren. Aus dem

Energieerhaltungsgesetz ergibt sich [7]:!

]0 - ]Abs + IStreu + IRef + ]Beug + ]Trans (24)

Abbildung 2.2 stellt die Wechselwirkungsprozesse Absorption und Streuung fiir zwei Félle
gegeniiber. Im ersten Fall, dem Resonanz-Fall, entspricht die Energie eines Photons einem
elektronischen Ubergang des Molekiils. Es findet eine Absorption statt, bei der Elektronen
von einem Grundzustand in einen angeregten Zustand iibergehen. Diese Ubergange finden
typischerweise im UV Bereich (=~ 200 nm—400nm) fir kleine Molekiile oder im sichtbaren
Bereich fiur Farbstoffe (=~ 400 nm—800 nm) statt [7]. Im zweiten Fall weicht die Energie des
Lichtes deutlich von der Energie des elektronischen Uberganges ab (keine Resonanz). Es findet
keine Absorption statt. Das Molekiil ist in dem Bereich transparent (hohe Transmission). Bei

kleinen . farblosen“ Molekiilen wére dies beispielsweise im sichtbaren Bereich der Fall.

Streuprozesse finden in beiden Fallen statt. Hierbei wird Licht aus der urspriinglichen Aus-
breitungsrichtung herausgestreut, was zu einer Intensitatsabnahme in Transmissionsrichtung

fithrt. Streuprozesse finden an Molekiilen oder Partikeln statt. Entspricht die Energie des

Die Beugungsphédnomene spielen in dieser Arbeit nur eine untergeordnete Rolle und werden daher im Folgenden

nicht weiter berticksichtigt. Die Reflexion, also gleichgerichtete, kohdrente Streuung, wird ausschliellich in
Abschnitt 5.3 fiir die Charakterisierung eines SERS-Substrates genutzt und hier daher auch nicht weiter
behandelt.



10 2. GRUNDLAGEN OPTISCHER METHODEN
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Abbildung 2.2: Energieschema des Absorptions- und Streu-Prozesses im Resonanz-
und Nichtresonanz-Fall. Im Resonanz-Fall findet die Absorption eines Photons statt. Ein
Elektron wird von einem Grundzustand (unterster Schwingungszustand bei Raumtempera-
tur) in einen angeregten Zustand angeregt. Im Nichtresonanz-Fall findet keine Absorption
statt. Streulicht-Prozesse finden in beiden Féllen statt. Sie erfordern keinen elektronischen
Ubergang, sondern finden iiber virtuelle Niveaus statt. Die Transmission kann sich sowohl
durch Absorption (Energieumwandlung) als auch durch Streuprozesse (Richtungsdnderung
des Lichtes) verringern.

gestreuten Lichtes, der Energie des einfallenden Lichtes wird von elastischer Streuung ge-
sprochen. Findet bei dem Streuprozess eine Energieinderung des Lichtes statt, handelt es
sich um eine inelastische Streuung. In der Abbildung wird die elastische Streuung an einem
Molekiil verdeutlicht. Dieser Prozess wird als Rayleigh-Streuung bezeichnet und findet durch
Anhebung des Molekiils auf ein virtuelles Niveau statt. Aus dieser Darstellung wird ein
fundamentaler Unterschied zur Absorption bzw. darauf aufbauende Prozesse deutlich (siche
Fluoreszenz, Abschnitt 2.3), welcher auch fiir den inelastischen Fall der Raman-Streuung
Gultigkeit hat (siche Abschnitt 2.4): Wéhrend Absorption bzw. darauf aufbauende Prozesse
Resonanzphdnomene sind und fiir den elektronischen Ubergang Licht definierter Wellenlinge
erfordern, sind Rayleigh- bzw. Raman-Streuung nicht auf einen elektronischen Ubergang
angewiesen (siehe Fall 2). Ein virtuelles Niveau kann bei beliebiger Strahlung erreicht wer-
den. Die Raman-Spektroskopie kann somit auch bei einer Laseranregung im transparenten
Regionen durchgefiithrt werden, bei denen keine Absorption oder Fluoreszenz auftritt. Zu
berticksichtigen ist jedoch, dass die Intensitdt der Rayleigh- bzw. Raman-Streuung mit der

Energie des einfallenden Lichts deutlich zunimmt. Es gilt folgende Beziehung:

1
IStreu ~ F (25)
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2.3 (Zwei-Photonen)-Fluoreszenz

In Abbildung 2.3 wird die Fluoreszenz und Zwei-Photonen-Fluoreszenz in einem Molekiil
visualisiert. Fluoreszenz-Erscheinungen erfordern zunéchst die Anregung des Molekiils durch
Lichtabsorption. Namensgebend fiir die Zwei-Photonen-Fluoreszenz ist die gleichzeitige Ab-
sorption zweier Photonen. Diese Zwei-Photonen-Absorption wird den nicht-linearen optischen
Prozessen zugeordnet, die nur mit Hilfe von hochenergetisch gepulster Laser auftreten (siehe
auch CARS, Abschnitt 2.5). Die hohe Photonendichte gewéhrleistet die gleichzeitige Wechsel-
wirkung des Molekiils mit zwei Photonen. Die Energie der beiden Photonen entspricht der
halben Energie des Photons der Ein-Photonen Absorption [10]. Nach erfolgter Anregung des
Molekiils und strahlungsloser Energieabgabe durch Stoiprozesse als Warme an die Umgebung,
geht das Elektron in den untersten Schwingungszustand des elektrisch angeregten Zustandes
itber. Das Molekiil verbleibt fiir eine gewisse Zeit in diesem Zustand und gibt dann weitere
Energie in Form eines Photons ab, wobei es in einen beliebigen Schwingungszustand des
Grundzustandes iibergeht. Fluoreszenz ist eine spontane Emission, die nur mit einer gewissen
Wahrscheinlichkeit auftritt und zu einer Emission in jeder Richtung fithren kann [7].

Im Ein-Photonen-Fluoreszenz Fall weist die Energie des emittierten Photons eine geringere
Energie als die des einfallenden Photons auf. Fluoreszenz ist gegeniiber dem angeregten
Licht zu langeren Wellenldngen (in Richtung rot) verschoben. Nach dem Entdecker wird eine
solche Rotlichtverschiebung auch als Stokes-Verschiebung bezeichnet [10]. Im Zwei-Photonen
Fluoreszenz-Fall ist das emittierte Licht zu hoheren Energien verschoben, also blaulicht-
verschoben. Man spricht von einer anti-Stokes-Verschiebung. Fluoreszenzspektren spiegeln
ahnlich den Absorptionsspektren die elektronischen und Schwingungsniveaus des Molekiils
wider [7]. In Fluorophoren erfolgt der Fluoreszenziibergang in einer sehr dichten Folge von
Energieniveaus [10]. Daher sind Fluoreszenzspektren sehr breitbandig. Die Effizienz der Anre-
gung bei der Zwei-Photonenfluoreszenz héingt aufgrund der Zwei-Photonenwechselwirkung
quadratisch von der Intensitat des Lichtes ab [10]. Die Anregung ist in der Mikroskopie daher
auf eine extrem kleine Umgebung des Fokuspunktes beschrinkt, was eine Aufnahme von
scharfen Bildern bei gleichzeitiger reduzierter Probenschédigung durch Anregungslicht, soge-
nanntes Photobleaching, ermoglicht (siehe auch Abschnitt 3.2). Zusatzlich nimmt aufgrund
der Anregung bei langeren Wellenldngen nach Gleichung 2.5 die Lichtstreuung deutlich ab,

sodass auch dickere Objekte untersucht werden konnen.
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Abbildung 2.3: Energieschema der (Zwei-Photonen-)Fluoreszenz. Im ersten Schritt
erfolgt Anregung des Molekiils durch (Zwei-Photonen-)Absorption. Das angeregte Elektron
relaxiert in den untersten Schwingungszustand des angeregten Zustands unter Warmeabgabe.
Fluoreszenzemission fiihrt zu Relaxation in die Schwingungszustiande des Grundzustandes.
Dies fithrt zur Emission von Stokes verschobener breitbandiger (Ein-Photonen-) Fluoreszenz
bzw. anti-Stokes verschobener breitbandiger Zwei-Photonen-Fluoreszenz.

2.4 Spontane Raman-Streuung

Ein Molekiil wird einem oszillierenden elektrischen Feld E monochromatischem Lichtes der

Frequenz 1 ausgesetzt:

E = E, cos(2muyt) (2.6)

Durch das duflere elektrische Feld wird ein oszillierendes elektrisches Dipolmoment p im
Molekiil induziert. Die Schwingungsfrequenz des elektrischen Dipolmoments entspricht dabei
vornehmlich der des eingestrahlten Lichts 1. Rayleigh-Streuung tritt auf. Das Ausmafl des

elektrischen Dipolmoments ist bei moderater Bestrahlung linear zum aufleren elektrischen
Feld E:

7 =ak (2.7)

Die Polarisierbarkeit « ist ein Maf fiir die Verschiebbarkeit der Ladungen im Molekiil durch
ein duferes elektrisches Feld. Farbstoffe gehoren z. B. aufgrund der delokalisierten, also leicht
verschiebbaren m-Elektronen, zu den leicht polarisierbaren Molekiilen und haben ein grofies a
[7]. Etwa eins von 10° gestreuter Photonen erfihrt durch einen Storprozess eine Energieab-

nahme bzw. Energiezunahme, was als Stokes bzw. anti-Stokes Raman-Streuung bezeichnet
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wird. Ursache fiir diese Storung sind Bewegungen der Atome im Molekiil, die z. B. durch
molekulare Schwingungen hervorgerufen werden. Diese verdndern die Ladungsverteilung und
somit die Polarisierbarkeit des Molekiils. Eine einzelne Molekiilschwingung k mit der Frequenz
1 bewirkt vom statischen Fall o ausgehend somit eine Anderung der Polarisierbarkeit
beziiglich einer bestimmten Verschiebung der Atome innerhalb des Molekiils, beschrieben

tiber die Normalkoordinaten ¢ [11]:

do

ax = ap + () qy cos(2mut) (2.8)
0qx 0

Einsetzen von Gleichung 2.6 und 2.8 in Gleichung 2.7 ergibt dann:

— (5 —
P = agEycos(2mugt) + <5a> ¢, Eq cos(2mugt) - cos(2myct) (2.9)
ax /g
Durch Umformen ergeben sich dann drei Terme, die die Rayleigh-, Stokes Raman- bzw.

anti-Stokes Raman-Streuung beschreiben:

Px = apFcos(2mpt) +5 <50¢> G Eo [ cos(2m(vy — i )t) +cos(2m(vo + m)t) ] (2.10)
ax /g

Rayleigh Stokes Raman anti-Stokes Raman

Hieraus ergibt sich der typische Aufbau eines Raman-Spektrums (sieche Abbildung 2.4 b):
Im Zentrum erscheint ein Rayleigh-Signal bei vy, rotlichtverschoben bei v, = vy — 1 das
Stokes Raman-Signal der Molekiilschwingung k und blaulichtverschoben das entsprechende
anti-Stokes Raman-Signal v,s = 1y + 4. Die Intensitédten einzelner Raman-Banden in einem
Spektrum werden durch diesen klassischen elektrodynamischen Ansatz jedoch nicht erklart
[7]. Dies und insbesondere das Auftreten von Resonanz-Raman erfordert einen quantenme-
chanischen Ansatz. Die Kernaussagen dieses Ansatzes werden in Abbildung 2.4 visualisiert.
Ubergénge erfolgen iiber virtuelle Niveaus. Anti-Stokes Raman-Signale treten nur bei vorab
schwingungsangeregten Molekiilen auf. Die meisten Molekiile befinden sich bei Raumtempe-
ratur jedoch im nicht schwingungsangeregten Grundzustand. Stokes-Banden sind daher viel
intensiver als die anti-Stokes-Banden [7]. Raman-Banden werden daher gewohnlich auf der
Stokes-Seite detektiert. Auf Stokes-Seite konnen jedoch je nach Anregung und chemischer
Zusammensetzung storende Fluoreszenzbanden auftreten. Erfolgt bei Anregung ein elektro-
nischer Ubergang, so kommt es zum Resonanz-Raman-Effekt (vergl. Abschnitt 2.2). Durch
die erhohte Energieaufnahme des Molekiils sind Resonanz-Raman-Signale intensiver. Die

Intensitdtszunahme beschriankt sich aber nur auf die chromophoren Gruppen des Molekiils.*

Resonanz-Raman-Spektren von Olivendlen zeigen beispielsweise intensive Raman-Banden des I7—Systems
von Carotinoiden. Die Hauptbestandteile des Olivendls, die Fettsduren, zeigen dagegen nur schwache Signale
(sieche Abbildung A.1).
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Die schwache Signalausbeute des Raman-Effekts schrankt den Einsatz sowohl als bildgebendes
Verfahren als auch als sensitive Spektroskopie-Methode ein. Einen Ausweg bilden die auf den
Raman-Effekt basierende signalverstarkenden Methoden wie CARS und SERS, auf die in

den folgenden beiden Abschnitten nidher eingegangen wird.

.y /7 Rayligh
T et > Streuung v,
v o Stokes
¢ / ~~7 Raman-Streuung v,
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Abbildung 2.4: Visualisierung der Rayleigh- und spontanen Raman-Streuung. (a)
Der Raman-Effekt basiert auf molekularen Schwingungen und induziert eine Energieinderung
bei einem von etwa 10° gestreuter Photonen (Illustration angelehnt an [12]). (b) Uberginge
erfolgen iiber virtuelle Niveaus. Entspricht die Energie des gestreuten Lichts der Energie des
Anregungslichts, so spricht man von Rayleigh-Streuung. Bei der Stokes-Raman-Streuung geht
Energie auf das Molekiil iiber. Es erfolgt ein Ubergang vom untersten Schwindungszustand des
Grundzustands in einen hoheren Schwingungszustand des Grundzustands. Die Raman-Bande
des entsprechenden Schwingungsniveaus ist rotlichtverschoben. Bei der anti-Stokes Raman-
Streuung befindet sich das Molekiil bereits in einem hoheren Schwingungszustand. Die Energie
geht auf das Streulicht tiber. Die Raman-Bande des entsprechenden Schwingungsniveau ist
blaulichtverschoben. Im Resonanz-Raman-Fall erfolgt Raman-Streuung tiber einen elektrischer
Ubergang (hier nur fiir Stokes-Raman-Streuung gezeigt).
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2.5 Kohirente anti-Stokes Raman-Streuung (CARS)

Die kohérente anti-Stokes Raman-Streuung (engl.: coherent anti-Stokes Raman scattering,
CARS) erfordert wie die Zwei-Photonen-Fluoreszenz eine gleichzeitige Wechselwirkung meh-
rerer Photonen mit der Probe und wird entsprechend den nichtlinearen optischen Prozessen
zugeordnet (vergl. Abschnitt 2.3, Zwei-Photonen-Fluoreszenz) [9]. Ubergeordnet werden diese
Prozesse daher auch als Multi-Photonen-Prozesse bezeichnet und erfordern den Einsatz
gepulster Laser. Bei hohen Feldstarken ist der lineare Zusammenhang eines induzierten
Dipolmoments in einem Molekiil und einem duBeren elektrischen Feld (siehe Gleichung 2.9)
nicht mehr gegeben und erfordert eine Erweiterung der Gleichung 2.9 um nichtlineare Terme.
Diese sind viel kleiner und machen sich daher nur bei hohen Feldstérken bemerkbar [13].
Makroskopisch betrachtet, also bei Betrachtung eines mittleren elektrischen Dipolmoments

mehrerer Molekiile, ergibt sich dann folgende Gleichung fiir die Polarisation® [13]:

—

P=xDE+yPFEE + y\®FEEE mit x >> y® >> ® (2.11)

nichtlineare Terme

Die Proportionalistatskonstante x(!1=®) ist die elektrische Suszeptibilitit erster, zweiter und
dritter Ordnung. Der CARS-Prozess ist ein x(®-Prozess, da die Anregung auf drei elektrischen
Feldern beruht (siche Abbildung 2.5 a ). In Abbildung 2.5 b wird der sogenannte Vier-Wellen-
Misch-Prozess visualisiert. Den CARS-Prozess kann man sich als eine Kombination eines
Schwingungsanregungsprozesses und einer anti-Stokes-Streuung vorstellen. Im ersten Schritt
bringen ein Pump- und Stokes-Laser die Molekiile auf ein angeregtes Schwingungsniveau.
Die Wellenldnge des Pump-Lasers ist durchstimmbar und wird so eingestellt, dass die
Differenz der Energien beider Laser genau dem Schwingungsniveau entsprechen. Im zweiten
Schritt hebt ein Probe-Laser, meist identisch dem Pump-Laser, das schwingungsangeregte
Elektron auf ein héheres virtuelles Niveau gefolgt von der Emission des CARS-Signals. Die
Prozesse erfolgen zeitgleich. Im Unterschied zur Raman-Spektroskopie wird bei dieser Art von
(Narrowband-)CARS pro Messung nur eine einzige Raman-Bande erfasst. Um eine spektrale
Auflésung zu erhalten, miissen mehrere Messungen bei schrittweiser Veranderung der Pump-
Laserwellenlinge erfolgen. Die Intensitéit des CARS-Signals ist mit Jcaps(Vas) = | B® (vas) |2
von unterschiedlichen Faktoren abhingig [14]:

Mikroskopische Betrachtung fiir einen einzelnen molekularen Dipol: p = oF + %ﬂEE + %WEEE mit
Polarisierbarkeit «,, Hyperpolarisierbarkeit 8 und zweite Hyperpolarisierbarkeit -y

Absorption, Fluoreszenz und Rayleigh- bzw. Raman-Streuung sind entsprechend y(!-Prozesse und die
Zwei-Photonen-Fluoreszenz ein x(?)-Prozess
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Aus der Gleichung ist zunachst zu erkennen, dass die CARS-Signalintensitit quadratisch mit
der Signalintensitit des Pump-Lasers Ip und linear mit der Signalintenstét des Stokes-Lasers
Is ansteigt. Um ein maximales CARS-Signal zu generieren, miissen weiterhin der Pump
und Stokes unter einem bestimmten Winkel eingestrahlt werden, um tiber einen bestimmten
raumlichen Bereich konstruktiv zu interferieren. Dies ist auf eine wellenldngenabhéangige
Ausbreitungsgeschwindigkeit des Lichtes in einer Probe zuriickzufithren und kommt in Glei-
chung 2.12 im Phasenanpassungsterm sin(:?(AZl /27) mit der Phasenfehlanpassung A% und
Wechselwirkungslange | zum Ausdruck. Der Term wird maximal, wenn die Phasenanpas-
sungsbedingung zwischen den Wellenvektoren des Pump Z:)p, Stokes ?s und CARS-Signals

= d

k s erfillt ist [13, 15-17]:

AKX =2Fp — ks — kas =0 (2.13)

Abbildung 2.5 ¢ verdeutlicht die Beziehung in einer vektoriellen Skizze und zeigt den Zu-
sammenhang der Phasenfehlanpassung A% zum CARS-Signal nach Gleichung 2.12 auf.
Das CARS-Signal féllt mit zunehmender Phasenfehlanpassung A% mit dem Quadrat der
sinc-Funktion steil ab. Ein ausgepriagtes CARS-Signal wird somit nur in Vorwértsrichtung
generiert (engl.: Forward-CARS, F-CARS). In der CARS-Mikroskopie wird die Phasenanpas-
sungsbedingung basierend auf der Arbeit von Zumbusch et al. [15] im Jahre 1999 meist durch
eine kollineare Anregungsgeometrie mit anschlieffender Lichtfokussierung realisiert. Die starke
Fokussierung des kollinearen Lichts mittels eines Mikroskopobjektivs hoher numerischer Aper-
tur hat zur Folge, dass der Pump- und Stokes-Laserstrahl in alle moglichen Winkeln auf den
fokussierten Bereich trifft (sieche Abbildung 2.5 a). Gleichung 2.13 ist erfiillt, da es somit zu
jedem Winkel des Pump-Laser einen passenden Winkel des Stokes-Laser gibt [13]. Aufgrund
der Fokussierung wird zudem die im Term sz’an(AEl /2m) enthaltene Wechselwirkungslénge
[ als Maf fiir das Streuvolumen so klein, das sich geringfiigige Phasenfehlanpassungen bei
der Signalgenerierung nur wenig zu tragen kommen [13, 16]. Aus Gleichung 2.12 ist weiterhin
ersichtlich, dass das CARS-Signal quadratisch von der Anzahl der Molekiile N bzw. der
Molekiilkonzentration abhéngt. Dies ist mit der Kohédrenz des anti-Stokes-Signals begriindet®.
Die Amplitude des CARS-Signals muss man sich dafiir als Summe der Amplituden aller
kohérenten Wellen einzelner Molekiile vorstellen (konstruktive Interferenz) [12]. Da die Inten-

sitdt quadratisch zur Amplitude ist, steigt somit die CARS-Intensitit quadratisch mit der

inkohérenter Prozess (z. B. Absorption, Fluoreszenz, Raman): Ig.s = N E? = NI
kohiirenter Prozess (z.B. CARS): I s = (NE)? = N2
(Definition der Kohérenz, siche Fussnote auf Seite 7) [16]
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Molekiilkonzentration an. Der Nachweis niedriger Konzentrationen ist erschwert [13]. Durch
die Quadrierung des Wechselwirkungsterms aus Gleichung 2.12 wird zudem die Bestimmung
der Zusammensetzung einzelner Bestandteile eines Gemisches (M > 1) erschwert. Fiir ein

Gemisch aus zwei Molekiilen ergibt sich z. B. folgender Zusammenhang:

Ioars(Vas) ~ |N1X§3) + N2X(23)|2 = |N1X§3)|2 + 2N1X(13)N2ng) + |N2X§3)|2 (2.14)

Durch Anwendung der bionomischen Formel ergeben sich Mischterme. Die Identifizierung
beispielsweise der relativen Anteile der beiden Molekiile ist mittels linearer Auswertemethoden
nicht mehr direkt zuganglich.

Ein zentraler Begriff der CARS-Literatur ist der nichtresonante Hintergrund, der sich aus
der Suszeptiblitat dritter Ordnung x® ergibt. Dieser bestimmt die Bandenform eines CARS-
Spektrums und ist letztendlich der entscheidende Faktor fiir die Sensitivitat des CARS-

Prozesses wie im Folgenden naher erlautert wird [13].

2.5.1 Die Suszeptiblitat dritter Ordnung und der nichtresonante
Hintergrund

Die Suszeptiblitét Xl(\i) quantifiziert die Effizienz nichtlinearer Vier-Wellen-Mischprozesse

eines Molekiils des Typs M. Neben dem schwingungsresonanten Fall (R), dem eigentlichen
CARS-Prozess, kommen noch nichtresonante (NR) und elektronisch resonante Vier-Wellen-
Misch-Prozesse (EL) hinzu. Die Effizienz der einzelnen Prozesse wird iiber die Suszeptiblitét
des resonanten Teils Xl(\i?m des nichtresonanten Teils Xl(\?I?NR und des elektronischen Teils Xl(\i?EL

bestimmt:

X\ = Xl(\i?R + XS[?NR + Xﬁ?EL (2.15)
In Abbildung 2.5d wird ein nichtresonanter Vier-Wellen-Mischprozess gezeigt. Der Prozess
erfolgt ohne Beteiligung einer molekularen Schwingungsresonanz oder elektrischen Resonanz
[17, 18] (siehe Abbildung 2.5d). Es wird somit ein anregungsunabhédngiges Signal gene-
riert, welches den schwingungsresonanten Teil tiberlagert. In komplexen biologischen Proben
kann dieser nichtresonante Hintergrund, aufgrund der Fiille unterschiedlicher molekularer
Spezies deutlich zum CARS-Signal beitragen und das schwingungsresonante Signal ganz
tiberdecken [14]. Letztendlich ist er daher der limitierende Faktor fir die Sensitiviat des CARS-
Prozesses [13]. Weiterhin schrankt er die meisten CARS Anwendungen auf den CH- und
OH-Streckschwingungsbereich ein, da die intensiven Signale dort weniger vom nichtresonanten

Hintergrund iiberdeckt werden als in der Fingerprint-Region [19]." Ein wichtiges Forschungs-

I Die CH-Streckschwingungen zeigen meist eine Uberlagerung von vier Hauptpeaks im Bereich 2850 cm ™!

(Ve H,y sym)s 2880 cm™ (Vo r,.asym), 2920em ™! (Vom, sym) und 2960 cm ™! (Vo m, asym). Weniger intensive
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Abbildung 2.5: Visualisierung der kohirenten anti-Stokes Raman-Streuung
(CARS). (a) Beim CARS-Prozess erfolgt anti-Stokes Raman-Streuung einer koharent ange-
regten Schwingung eines Ensembles von Molekiilen. Zur Anregung werden ein fokussierter
Pump vp, Stokes vg und Probe (hier: Pump vp) kohérent tiberlagert. Der Energieunterschied
zwischen Pump und Stokes entspricht dabei der angeregten Molekiilschwingung vp — vg = 14
(Ilustration angelehnt an [12]). (b) Der CARS-Prozess ist eine schwingungsresonante Vier-
Wellen-Mischung (Four-Wave-Mixing, FWM). Die spezifische Schwingungsanregung eines
Molekiils erfolgt durch Uberlagerung eines Pump und Stokes-Photons (hier im Nahen-IR
Bereich). Anregung durch ein weiteres Photon des Pump-Lasers fithrt zur Generierung
des blaulichtverschobenen CARS-Signals (hier im roten VIS-Bereich). (¢) Ein maxima-
les CARS-Signal wird nur durch die Phasenanpassungsbedingung der Wellenvektoren mit
2k’p — k:s — k:as — A% = 0 erreicht [13, 15-17]. Bei zunehmender Phasenfehlanpassung Ak
fallt die Signalintensitat mit dem Quadrat der sinc-Funktion steil ab, woraus ein gerichtetes
CARS-Signal resultiert. (d) Nichtresonante Vier-Wellen-Mischung.(e) Elektronisch resonante
Vier-Wellen-Mischung.
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feld im CARS-Bereich stellt daher die Unterdriickung des nichtresonanten Hintergrundes
dar [14]. In fritheren CARS-Systemen bei der die Anregung im VIS-Bereich erfolgte, fithrte
zudem der nichtresonante Hintergrund, der durch einen elektronisch resonanten Vier-Wellen-
Mischungsprozess generiert wird, zu erheblichen Problemen [13, 17] (siche Abbildung 2.5¢).
Durch Anregung im IR-Bereich kann dieser Beitrag jedoch vernachlissigt werden [21], sodass
nur noch der nichtresonanten Mischungsprozess zum nichtresonanten Hintergrund beitragt.
Auf die dadurch hervorgerufene Verzerrung des CARS-Spektrums wird im folgenden néher
eingangen. Der resonante Teil ist im Unterschied zu dem nichtresonanten Teil eine komplexe
GroBe und setzt sich aus einem Realteil Re(xl(\f’[?R) und Imaginarteil 1 m(X%R) zusammen.
Durch Einfiigen und Quadrieren des Suszeptibilitits-Terms aus Gleichung 2.15 in Gleichung
2.12 wird folgende Wechselwirkungsbeziechung zwischen dem resonanten und nichtresonanten

Teil ersichtlich [13, 22]:

leans ~ XAl + 2Re0atr) Xatxn + ALxal” (2.16)
Die CARS-Signalintensitat setzt sich additiv aus einem resonanten Teil, einem nichtresonan-
ten Teil und einem Mischterm zusammen, der sich aus der bionomischen Formel ergibt [17].
Abbildung 2.6a veranschaulicht die Beitrdge der einzelnen Terme aus Gleichung 2.16 fiir ein
simuliertes CARS-Signal bei 3000 cm™!. Die zugrundeliegenden Gleichungen kénnen dem
Anhang entnommen werden (siehe Abschnitt A.1.1 [17]). Aus der Separierung in die einzelnen
Beitrége wird ersichtlich, dass der Mischterm 2Re(X§’ )) Xl(\:I))l)% tiir die verzerrte Linienform eines
CARS-Signals verantwortlich ist [13]. Die eigentliche molekiilschwingungsspezifische Informa-
tion ist in dem Term | XS)P enthalten. Der Intensitédtsverlauf folgt einer Lorentzkurve und
entspricht dem des spontanem Raman Spektrums, wahrend der Mischterm und nichtresonante
Anteil ein dispersives bzw. konstanten Verlauf im Spektrum zeigt. Das CARS-Spektrum
ist gegeniiber einem Raman-Signal aufgrund der Uberlagerung einer Lorentzkurve mit der
dispersiven Kurve rotlichtverschoben und féllt zu grofleren relativen Wellenzahlen stérker ab,
was als ,Dip* bezeichnet wird [15, 17]. Da der Imaginéarteil des resonanten Anteils nicht mit
dem nichtresonanten Anteil tiberlagert, werden Algorithmen angewandt, die den imaginiren
Anteil aus einem Spektrum extrahieren konnen, was als ,,Phase Retrieval® bezeichnet wird
(siehe Abschnitt 4.1.1). Abbildung 2.6b stellt ein CARS-Spektrum und Raman-Spektrum
der Olsdaure gegeniiber. Der Vergleich verdeutlicht den Einfluss des ,,Dips“ auf ein reales
CARS-Spektrum. Die Intensitidten der vom Hauptpeak blaulichtverschobenen CARS-Signale
bei 2914 cm ™!, 2946 cm ™! und 3021 cm ™! sind gegeniiber den entsprechenden Raman-Banden
deutlich reduziert. Das Hauptsignal bei 2861 cm ™" ist gegeniiber dem entsprechenden Raman-

Signal jedoch entgegen der Theorie blaulichtverschoben. Kombiniert man Gleichung 2.14 und

Banden treten bei 3008cm™! (v—cpy) und 3060 cm™' (Vom aromat) auf. Die breite Resonanz zwischen
3000cm ™! und 3600cm~! ist auf vom von Wasser zuriickzufiihren [20]. In dieser Arbeit werden CARS-
Spektren in erster Linie als Fingerprints angesehen. Auf eine Interpretation und Benennung einzelner Signale
wird daher weitesgehend verzichtet.
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2.15 fiir ein Gemisch aus einem Analyten und Losungsmittel, so kann unter der Annahme,
dass ausschliellich der Analyt ein resonantes CARS-Signal generiert und das Losungsmittel
ausschlieflich fiir den nichtresonanten Hintergrund verantwortlich ist, gezeigt werden, dass bei
niedrigen Analytkonzentrationen eine lineare Abhangigkeit zwischen CARS-Signalintensitéat
und Analytkonzentration besteht (siche Abschnitt A.1.2) [13, 23].
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Abbildung 2.6: Die Bandenform von CARS-Spektren. (a) Bandenform einer simulierten

CARS-Linie der CARS-Signale [(@ms und der zugehorigen Beitrdge des resonanten Teils
1|2 und nicht resonanten Teils [y\5% |2 und des Mischterms 2Re(yi)) x5 . Die Bandenformen
wurde nach Gleichung A.3 berechnet mit Amplitude Ay=1, Wellenzahl 7, = 3000 cm ™! und
Halbwertsbreite I, = 20 cm ™. (b) Vergleich eines CARS und Raman-Spektrums von Olséure
mit Maxima bei 2861 cm ™! und 2849 cm~!. Die CARS-Spektrallinien zeigen gegeniiber den
Raman-Spektrallinien auf der blau verschobenen Seite eine reduzierte Signalintensitéit, was
als ,Dip* bezeichnet wird und auf die destruktive Interferenz des resonanten CARS-Signals
mit dem nichtresonanten Hintergrund zurtickzufithren ist [15, 17] (Raman-Spektrum ist
vergleichbar mit [24]).
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2.6 Oberflichenverstiarkte Raman-Streuung (SERS)

Die oberflichenverstirkte Raman-Streuung (engl.: surface-enhanced Raman scattering, SERS)
beruht vorwiegend auf der elektromagnetischen Verstirkung eines elektrischen Feldes an der
Oberflaiche nanostrukturierter Silber- oder Goldmaterialien, im folgenden SERS-Substrat
genannt [7, 25]. Die Nanostrukturen verhalten sich bei Einstrahlung von elektromagnetischer
Strahlung der Wellenlénge in der Grofie der Struktur wie optische Nanoantennen [26]. Die
freien aufleren Elektronen des Metalls werden dabei lokal kollektiv zum Oszillieren gebracht,
sogenannte lokalisierte Oberflichenplasmonen, was zu einer Verstarkung des eingestrahlten
Lichts fiihrt, sofern die Oszillation senkrecht zur Oberfliche des Materials stattfindet.! Dies
ist bei rauhen Oberflachen der Fall, weshalb diese bei SERS-Experimenten eingesetzt werden.
Im Resonanzfall ist diese Verstarkung am grofiten, da die Frequenz des eingestrahlten Lichts
dann mit der Plasmonenfrequenz tibereinstimmt (engl.: localised surface plasmon resonance,
LSPR, siehe Abbildung 2.7 a). Voraussetzung fiir die Verstirkung des Raman-Signals des
Analyten ist, dass dieser adsorbiert oder sich zumindest in der Ndhe der Oberfliche aufhélt,
da die elektromagnetische Verstiarkung exponentiell zur Distanz vom Substrat abnimmt [25].
Die enorme Signalverstiarkung bei SERS beruht auf einer doppelten Verstiarkung des Signals
(sieche Abbildung 2.7 b). Zunéchst wird das eingestrahlte Laserlicht durch Plasmonenanregung
verstarkt, welches dann auf den in der Nahe befindlichen Analyt trifft und zu einer ersten
Erhéhung der Raman-Signalintensitat fithrt. Dieses verstiarkte Raman-Signal trifft dann
wiederum auf die Oberfliche und wird so erneut verstarkt, was in der Literatur auch als
E*—Verstiarkung bezeichnet wird. Eine maximale elektromagnetische Verstirkung wird in
der Regel bestimmt, wenn sich der Analyt in sehr kleinen Nanoliicken < 10 nm, sogenannten
Hot Spots, befindet. Diese Hot Spots fithren zu einer enormen Sensitivitat bis hin zu einer
Einzelmolekiildetektion, haben jedoch auch eine schlechte Reproduzierbarkeit des SERS-
Experimentes zu Folge, was zu einer Reihe von unterschiedlichen Strategien in der SERS-
Substratentwicklung gefithrt hat (siche Abschnitt 2.6.1).

Eine weitere Verstiarkung von Raman-Signalen tritt aufgrund einer sogenannten chemischen
Verstarkung auf. Sie beruht auf einer Bildung von Charge-Transfer-Komplexen zwischen dem
adsorbierten Analyten und dem SERS-Substrat und hat eine Erhéhung der Polarisierbarkeit
a einzelner Bindungen und damit Verstarkung der entsprechenden Raman-Banden zur Folge
(siche Gleichung 2.7 und Abbildung 2.7 ¢).

Die Einzelmolekiildetektierbarkeit wird im Bereich der SERS-Substratentwicklung meist
mittels Farbstoffe z. B. Rhodamin 6G [27] oder Kristallviolett [28] als Modellanalyt aufgezeigt
[29]. Die Laseranregung wird dabei so gewdhlt, dass es zu einer hohen Absorption des

Lichts im Chromophor kommt, was zum zum Resonanz-Raman-Effekt (sieche Abschnitt

Strenggenommen basiert die elektromagnetische Verstdrkung auf lokalisierten Oberflichenplasmon-
Polaritonen [7]. In der SERS-Literatur wird jedoch meist vereinfacht von lokalisierten Oberflichenplasmonen
gesprochen.
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2.2) und in Kombination mit SERS zu einer zusétzlichen Verstéarkung fithrt. Dies wird
als oberflaichenverstarkte Resonanz-Raman-Streuung bezeichnet (engl.: surface-enhanced
resonance Raman scattering, SERRS). Die Sensitivitédt ist letztendlich immer auf einem
Zusammenspiel von Analyt, der chemischen Umgebung, dem SERS-Substrat und der Art des
Lichts abhéngig. Eine zentrale Rolle hat das SERS-Substrat, auf das im folgendem Abschnitt
nadher eingegangen wird. Darauf folgt eine Beschreibung zweier storender Phidnomene, die
immer bzw. oftmals ein SERS-Spektrum bestimmen, jedoch meist nie weiter eingehend
betrachtet werden: Der SERS-Hintergrund und die Karbonisierung.

2.6.1 Sensitivitat versus Reproduzierbarkeit von SERS-Substraten

Das Potential zum Einzelmolekiilnachweis mittels SERS wurde erstmals mittels herkémmlicher
Silbernanopartikelaggregate aufgezeigt [27, 28]. Die Einbettung des Analyten innerhalb der
Nanoliicken zweier agglomerierter Nanopartikel, dem Hot Spot, fithrt dabei zu der extremen
Verstirkung. Aufgrund der Erschwinglichkeit und einfachen Herstellung! sind diese ,,Bottom-
Up“ SERS-Substrate in der Analytik bis hin zur Anwendung als gelabelte und ungelabelte
Biosensoren (in der nicht agglomerierten Form) innerhalb biologischer Systeme weit verbreitet
[32] und kénnen sogar, wie in dieser Arbeit innerhalb von Mikrofluidiksystemen optimiert und
angewandt, gezielt lokal im Mikrometermafistab laserinduziert hergestellt und immobilisiert
werden [33-38] (siehe Abschnitt 5.4).

Diese zufallig stukturierten SERS-Substrate zeigen jedoch eine geringe Signalreproduzier-
barkeit aufgrund morphologischer Variationen in der Groéfle, Form und Liickendistanz der
Hot Spots [39, 40] und einer nichteinheitlichen Verteilung des Analyten innerhalb dieser
Liicken [39]. Dies fiihrte zur Entwicklung homogenerer ,Nahfeld“-Substrate basierend auf
lithografisch ,, Top-Down* hergestellten periodischen Nanostrukturen, die eine reproduzierbare
Detektion ermdglichen sollten [39, 41, 42]. Die breiteren Hot Spots innerhalb dieser Substrate
liefern in den meisten Fillen jedoch nur moderate Signalintensititen [41].2 Entsprechend
einer ,SERS-Unbestimmtheitsrelation” kann ein SERS-Substrat entweder iiber eine hohe
Sensitivitat oder tiber eine hohe Reproduzierbarkeit verfiigen, jedoch nicht tber beides [44].
In der angewandten Forschung sind jedoch beide Faktoren wichtig. Reproduzierbarkeit ist
insbesondere in der quantitativen und Multiplexing-Komponenten- Analyse ein wichtiger Fak-
tor, da fluktuierende Signale eine Bestimmung des Molekiiltyps und deren Menge erschweren.

Eine hohe Sensitivitéat ist in der Spurenstoffanalytik erforderlich, z. B. in der Forensik, und

Die Herstellung von Silber- bzw. Goldnanopartikeln erfolgt meist mittels der Methode nach Lee und Meisel [30]
bzw. nach Turkevich [31] mittels Citrat als Reduktionsmittel und Stabilisator. Die anschlieBende Aggregation
erfolgt meist mittels einer salzhaltigen Analyt-Losung (z. B. NaCl).

,»Top-Down* hergestellte SERS-Substrate gehéren nicht zwangslaufig zu den homogenen SERS-Substraten
mit moderater Signalintensitit. Je nach Herstellungsverfahren kénnen auch eher randomisierte Strukturen
erzeugt werden, die von den Eigenschaften eher den ,,Bottom-Up*“ SERS-Substraten dhneln. In dieser Arbeit
wird beispielsweise ein kommerzielles ,,High Performance“ Gold Substrat, laut Herstellerangaben hoher
Sensitivitat aber geringer Reproduzierbarkeit untersucht [43] (sieche Abschnitt 5.3).
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letztendlich entscheidend, um auch eine Detektion von Analyten geringer Streuquerschnitte
oder schlecht absorbierende Spezies mit signifikanter Sensitivitdt zu ermdoglichen. Tatséchlich
ist die molekulare Universalitéit - also die Detektierbarkeit einer Vielzahl unterschiedlichster
Molekiile, eines der herausforderndsten ,,Bottlenecks* der SERS-Analytik, aufgrund gerin-
ger Streuquerschnitte und/oder SERS-Substrat-Affinitiaten vieler Molekiile [25]. Ein grofles
Thema in der Forschung und Entwicklung von SERS-Substraten ist es daher, eine Balance

zwischen Reproduzierbarkeit und Sensitivitdat zu finden.

2.6.2 Methoden zur Charakterisierung von SERS-Substraten und
Durchfithrung von SERS-Experimenten

Die Optimierung von SERS-Substraten hinsichtlich Sensitivitat und Reproduzierbarkeit ist
auf hoch entwickelte Bildgebungsmethoden angewiesen. In der Grundlagenforschung ist die
Charakterisierung eines SERS-Subtrates der erste wichtige Schritt zum Versténdnis der
SERS-Signale in diesen Systemen [7]. Die Rasterelektronenmikroskopie (REM) gibt direkten
Einblick in die Form und Gréfle der Nanostruktur [7], liefert jedoch keine spatiale Information
der optischen Eigenschaften z. B. der Hot-Spot Verteilung im Substrat. Da die Grofie eines
Hot Spots (1 nm-10nm) weit unterhalb des optischen Diffraktionslimits liegt [45], werden
optische Charakterisierungsmethoden von SERS-Substraten strikt in Nah- und Fernfeld-
optische Methoden unterteilt. Nahfeld-optische Methoden ermoglichen die elektromagnetische
Feldverstarkung oder einzelner verstiarkter Raman-Banden eines einzigen Hot Spots im
Nanomafistab abzubilden und sind in der Grundlagenforschung daher wichtige Werkzeuge,
um beispielsweise den Ursprung des SERS-Effektes zu untersuchen [46-50]. Aufgrund des
hohen Gerateaufwands und geringen Vielseitigkeit finden diese Methoden jedoch wenig

Anwendung in der angewandten analytischen SERS-Forschung.

Konventionelle SERS-Experimente werden meist mittels Fernfeld-optischer Methoden durch-
gefithrt. Ein Sub-Wellenldngen Hot Spot erscheint hier als ein diffraktionslimitierter Punkt im
Bild. In der Raman-Mirospektroskopie werden gemittelte diffraktionslimitierte hyperspektrale
Bilder der verstarkten Signale erfasst. Diese Methode ist grundséatzlich dazu geeignet, die
Reproduzierbarkeit der spektralen Intensitdt und Form eine SERS-Substrates zu charakerisie-
ren. Aufgrund der erforderlichen langen Aufnahmezeiten erfolgt der Scanvorgang dabei fiir
gewoOhnlich durch langsames, aber prazises Stage-Scanning. Die Methode ist daher jedoch
eher ungeeignet grofle Bereich des Substrates abzuscannen. Super-Resolution Imaging stellt
eine Methode dar, das Diffraktionslimit mittels herkommlicher Fernfeld-Optiken zu umgehen
[45]. Einzelne Molekiile kénnen in einem Hot Spot mit einer Auflésung < 5nm aufgelost
werden. Jedoch basiert die Methode auf dem sogenannten ,Blinking“-Effekt, nimmt eine

Einzelmolekiilaufenthalt im Hot Spot an und ist daher wenig praxistauglich.
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2.6.3 Der SERS-Hintergrund

Abbildung 2.7d zeigt schematisch ein SERS-Spektrum, welches sich im wesentlichen durch
einen breitbandigen Hintergrund von einem Raman-Spektrum unterscheidet. Seit den Anfin-
gen der SERS-Forschung ist dieser SERS Kontinuum-Hintergrund, im Folgenden nur noch
SERS-Hintergrund (engl.: SERS-Background, SERS-BG) genannt, ein bekanntes Phdnomen,
das immer in Verbindung mit dem SERS-Effekt auftritt [51], jedoch in den meisten Féllen
ignoriert und durch Baseline-Fitting entfernt wird [52]. Der Ursprung des SERS-BG ist nach-
wievor umstritten und vermutlich das Resultat verschiedener Beitriage wie Photoluminesenz
durch Interband-Ubergange [53-56], Intraband-Ubergange [55, 57, 58] oder Raman-Streuung
[59, 60] des Metalls, Molekiilkontaminationen oder Kopplung gespiegelter Molekiile inner-
halb des Metalls zum Realmolekiil [61, 62]. Beitrédge chemischer Verstirkung des SERS-BG
durch Charge-Transfer Resonanzen an der Metall-Molekiil Grenzfliche werden ebenfalls
diskutiert [51]. Umstritten ist insbesondere der Einfluss adsorbierter Molekiile auf die SERS-
Hintergrund Generierung. Im Folgenden werden zunachst die wesentlichen Mechanismen
der SERS-Hintergrund Generierung beschrieben, die ausschliellich aus dem SERS-Substrat
herriihren und ohne eine Wechselwirkung mit einem Adsorbaten vorliegen koénnen, z. B.
im Hochvakuum. Da der SERS-Hintergrund wie auch die SERS Signalgenerierung selber
auf einer LSPR-Verstiarkung basiert, wird im Anschluss noch kurz auf spezifische Effekte
durch LSPR-modulierte Verstiarkung eingegangen. Darauf aufbauend wird auf die Literatur
eingegangen, die einen Einfluss adsorbierter Molekiile auf die SERS-Hintergrund Generierung

beobachten konnten und daraus Modelle ableiteten.

2.6.3.1 Mechanismen der SERS-Hintergrund Generierung im SERS-Substrat

Abbildung 2.7e stellt die drei wesentlichen in der Literatur diskutierten Mechanismen fiir
die SERS-BG Generierung eines SERS-Substrates in einer vereinfachten Bandstruktur eines
Substrates gegeniiber [58].! Bei einer Anregung im sichtbaren Bereich kann es zu einem
Interband-Ubergang eines Elektrons vom d-Band in das sp-Band und Bildung eines Loches
im d-Band und anschliefender (strahlungsloser) Relaxation des Elektrons zurtick in das
d-Band kommen. Ein Teil der Energie wird dabei in Form von Photolumineszenz abgegeben.
In glatten Metalloberflachen wurde diese Phdnomen erstmals 1969 jedoch mit geringer Pho-
tonenausbeute nachgewiesen, da ein Grofiteil der Energie strahlungslos abgeben wird [64].

Sehr viel hohere Photonenausbeuten wurden dagegen von Boyd et al. [65] mittels nanostruk-

Waéhrend die elektronischen Zustdnde in einem einzelnen Molekiil mittels des Jablonski-Diagramms dargestellt

werden, werden die elektronischen Eigenschaften von Festkorpern periodischer Struktur aus Atomriimpfen
und Elektronen meist mittels eines Bédndermodells beschrieben. Dieses fasst geringe Energieunterschiede
von Elektronen als Kontinuum zu einem Band zusammen und verdeutlicht beispielsweise den Unterschied
zwischen Metallen, Isolatoren und Halbleitern [63]. Die Bandstruktur wird in einem Diagramm der Energie
der Elektronen in Abhéingigkeit des Wellenvektor k dargestellt und verdeutlicht beispielsweise einen Ubergang
eines Elektrons von einem Band in ein anderes (Interband-Ubergang) oder innerhalb eines Bandes (Intraband-
Ubergang) durch z.B. Absorption eines Photons.
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turierter Metalloberflichen erzielt, welche dhnlich dem SERS-Effekt auf eine Verstarkung
der Photolumineszenz durch lokalisierte Oberflichenplasmonenresonanz zuriickgefiihrt wird
und als Ursache fiir die Generierung des SERS-Hintergrunds bei Anregung im sichtbaren
Bereich angesehen wird. Interband-Ubergange in Goldsubstraten bzw. Silbersubstraten er-
fordern eine Anregung bei mindestens 689 nm (1,8eV) [54, 55| bzw. 318 nm (3,9¢V) [58].
Das Auftreten von SERS-Hintergrund bei Anregungen kleiner dieser Energien beispielsweise
bei Anregung eines Goldsubstrates im IR-Bereich kann dadurch somit nicht erklért werden
[55, 58]. Die Photolumineszenz wird hier auf Intraband-Ubergéinge von Elektronen im sp-
Band mit anschlieBender Rekombination des Elektronen-Loch-Paares zuriickgefithrt. Der
dritte Mechansimus bestreitet das Vorliegen einer echten ,Photolumineszenz® (sowohl durch
Interband- als auch Intraband-Uberginge) und geht von einer plasmonen-verstirkenden elek-
tronischen Raman-Streuung (ERS) im sp-Band aus. Im Unterschied zur Photolumineszenz
ist die Anregung der Elektronen des Bandes unabhéngig von der gewéhlten Wellenldnge und
erfolgt tiber virtuelle Niveaus, gefolgt von einer unmittelbaren Emission des breitbandigen
SERS-Hintergrundes. Mit Erhohung der Temperatur konnten erhohte SERS-Hintergrund
Signale auf der Anti-Stokes-Seite nachgewiesen werden, was fiir einen Raman-Streuprozess
spricht [59]. Der Prozess dhnelt damit dem SERS-Prozess eines Analyten mit dem Unter-
schied, dass hier eine plasmonen-verstarkte Anregung eines elektronischen Kontinuums im
Metall erfolgt und nicht eine Anregung einzelner diskreter Schwingungsbanden des Analyten
[60]. Wie in Abbildung 2.7 f dargestellt, erfordert die Relaxation angeregter Elektronen auf
ein niedrigeres Energielevel im Band eine Anderung des Wellenvektors A% [59, 60]. Beim
ERS-Mechanismus wird davon ausgegangen, dass diese Richtungsdnderung der Elektronen
durch Plasmonen induziert wird und als inverse Bremsstrahlungskollision zwischen Elektronen
und Plasmonen bezeichnet wird [60]. Bei der Intraband-Photolumineszenz muss diese Rich-
tungsdnderung hingegen durch das Anregungslicht vorgegeben werden, sodass der Prozess als

unwahrscheinlicher angesehen wird [59, 60].

2.6.3.2 LSPR-Verstiarkung des SERS-Hintergrundes

Akzeptiert ist unabhéngig von der Natur des SERS-BG, dass der LSPR in SERS-Substraten
eine zentrale Rolle bei der SERS-BG Generierung zukommt [66, 67]. Cai et al. beschreiben
die Kopplung des zugrundeliegenden Mechanismus fiir die SERS-Hintergrund Generierung
in Gold Nanorods und der LSPR-basierten Verstiarkung beispielsweise mittels des Purcell
Effektes [55, 56]. Die Plasmonenresonanz stellt hierbei eine Art Resonator dar, in der sich die
Emissionsquelle befindet und erhoht somit die Photonenausbeute und bestimmt somit letzt-
endlich die Form des Emissionspektrums. Da die Streulichteffizienz ebenfalls durch die LSPR
Verstarkung moduliert wird, zeigen Streulichtspektren bei Dunkelfeldbeleuchtung mit einer
Lampe, und die SERS-Hintergrund Spektren, ermittelt durch Laser-Einzelwellenanregung
eine Korrelation wie in mehreren Publikationen aufgezeigt wurde, [52, 58, 60, 68]. Wie in

Abbildung 2.8 a gezeigt wird, kann eine Variation des SERS-Hintergrundes aufgrund der
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LSPR-Modulation auch Einfluss auf die Intensitatsverhéltnisse von Spektralbanden eines

Analyten nehmen, was als plasmonischer Spektralform-Effekt bezeichnet wird [52].

2.6.3.3 Einfluss adsorbierter Molekiile auf den SERS-Hintergrund

Ein wichtiges und in dieser Arbeit angewandtes Phanomen des SERS-Hintergrundes ist eine
oftmals festgestellte Korrelation zwischen Analytbandenintensitdt und der Intensitat des zu-
grundeliegenden SERS-Hintergrundes in einem Spektrum [61, 69-71]. Eine solche Korrelation,
ermittelt beispielsweise durch Mehrfachmessungen an unterschiedlichen Orten eines heteroge-
nen SERS-Substrates [70, 71], kann durch die in gleicherweise LSPR-modulierte Verstarkung
der Analytbanden und des SERS-Hintergrundes erklart werden [61]. Eine Erhohung des
SERS-Hintergrundes mit zunehmener Bedeckung des SERS-Substrates bei konstanter LSPR-
Verstarkung ist dadurch jedoch nicht erkldarbar. Das Molekiil selber muss somit ebenfalls
Einfluss auf den SERS-Hintergrund nehmen, woraus ein Reihe weiterer Modelle entwickelt
wurden. Mahajan et al. [61] untersuchten den SERS-Hintergrund in Abhéngigkeit des Bede-
ckungsgrades unterschiedlicher para-substituierter Benzenethiole. Adsorption eines Thiols mit
elektronenziehenden Gruppen (p-Nitrobenzenethiol) fithrte zu einer monotonen Zunahme der
Analytbandenintensitit und des SERS-Hintergrundes. Eine anschlieBende Verdréngung durch
ein Thiol mit elektronenschiebender Gruppe (p-Methoxybenzenenthiol) fithrte dagegen zu
einer monotonen Abnahme des SERS-Hintergrundes. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass
der SERS-Hintergrund sowohl von der elektronischen Struktur des Molekiils, der sich daraus
ergebenen Interaktion mit dem Metall und dem Bedeckungsgrad abhéangt [61]. Aus diesen
Beobachtungen wurde ein Modell basierend auf der Kopplung eines gespiegelten Molekiils
mit dem elektronischen Kontinuum des Metalls abgeleitet [61, 62]. Cheng et al. [72] leiteten
aus Blinking-Experimenten, also den enormen Signalfluktuationen von Analytbanden und
damit einhergehenden Fluktuationen des SERS-Hintergrundes in Hot Spots, ein Modell ab,
was ebenfalls die Wechselwirkung adsorbierter Molekiile und dem SERS-Substrat auf die
SERS-Hintergrund Generierung im Hot Spot beriicksichtigt. Eine wesentliche Schlussfolge-
rung ist, dass das Molekiil aufgrund der enormen Signalverstiarkung in Hot Spots selber ein
ausgepragtes elektrisches Feld induziert, welches das lokale elektrische Feld im Hot Spot
bestimmt und somit einen bedeutenden Einfluss auf das Ausmafl der SERS-Hintergrund

Generierung im Hot Spot hat [72].

2.6.4 Die Karbonisierung

Ein haufiges Phanomen in SERS-Experimenten ist ein plotzlicher extremer Intensitétsan-
stieg zweier spektraler breiter Bander um 1350 cm™" und 1550 cm ™! [73] (siehe Abbildung
2.8b). Tsang et al. beobachteten dieses Phdnomen auf Silberelektroden und wiesen als ers-
ter nach, dass es sich um amorphen Kohlenstoff handelt [73]. Dieses D- und G-Band des

amorphen Kohlenstoffs wird meist mit Verunreinigungen [74] und/oder photophysikalischen
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Abbildung 2.7: Visualisierung der Oberflichenverstirkten Raman-Streuung
(SERS). (a) Lokalisierte Oberflichenplasmonenresonanz in einem Nanopartikel. (b) Elektro-
magnetische Verstiarkung. Der Analyt befindet sich in Néhe einer Silber- oder Gold-Nanolticke.
Oberflachenverstarkung eingestrahlten Lichtes einer Wellenlénge grofier der Nanostruktur
fihrt zu einer Zunahme des elektrischen Feldes Ey. Ein Teil dieses elektrischen Feldes wird ent-
sprechend dem Raman-Effekt in Stokes- und anti-Stokes-Signale umgewandelt. Die emittierte
Stokes Raman-, Rayleigh- und anti-Stokes Raman-Streuung mit einem elektrischen Feld Fg,
Ey E. wird wiederrum oberflichenverstarkt. Zusatzlich tritt breitbandiger SERS-Hintergrund
auf. (¢) Chemische Verstarkung. Adsorption des Analyten an der Metalloberfléache fithrt zu
einer Zunahme der Polarisierbarkeit cy, der entsprechenden Bande k und damit zu einer Zunah-
me des Ramanstreuquerschnittes. (d) SERS-Spektrum mit SERS-Hintergrund. (e) Mégliche
Mechanismen zur SERS-Hintergrund Generierung in SERS-Substraten. Photolumineszenz
erfordert eine Inter- oder Intraband-Ubergang von d- zum sp-Band bzw. innerhalb des sp-
Bandes des Gold- oder Silbersubstrates. Ein dritter Mechanismus geht von einer inelastischen
Lichtstreuung von Elektronen des sp-Bandes bzw. elektronischen Raman-Streuung (ERS) im
Metall aus [60]. In allen Mechanismen ist zu der vertikalen Anregung ein Richtungsdnderung

des Wellenvektors A% erforderlich 60].
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Reaktionen des Analyten [75-79] in Verbindung gebracht. Bei sehr kurzen Aufnahmezeiten
konnen anstelle der breiten Béander auch sehr schmale, stark fluktuierende Bénder im Bereich
1000 cm~1-1700 cm~! auftreten. Diese wurden bei Behandlung des SERS-Substrates mit CO
[74] , Tyrosin [76], 10,12-Pentacosadiynoicsaure [77] und Rhodamin 6G [79] beobachtet. Die
spektralen Flukuationen werden auf eine kontinuierlich fortgesetzte Oberflichenchemie von
Kohlenstoftketten in Kombination mit einer extremen Verstarkung einzelner Kohlenstoff-
gruppen innerhalb von Hot Spots zurtickgefithrt [74]. Als moglicher Reaktionsmechanismus
nichtresonanter aromatischer Molekiile wie Tyrosin wird die Bildung resonanter Metall-
Molekiil-Komplexe und anschlieBender Bildung einzelner, aber extrem SERRS-verstarkter
chromophorer Gruppen vorgeschlagen [76]. Durch zwischenzeitliches Photobleaching un-
ter Bildung nichtresonanter Gruppen sinkt das Signal wieder ab. Dies hat temporale und
spektrale Flukuationen zur Folge. Itoh et al. schlagen beziiglich der Konversion von 10,12-
Pentacosadiynoicsidure zu amorphem Kohlenstoff die Bildung von Polyenen, Graphitplatten
unterschiedlicher Gréfle und reorganisierter Strukturen wie Kohlenstoffnanotubes oder Fulle-
rene als Zwischenprodukt vor [77]. Ein karbonisierunginduziertes spektrales , Blinking* kann
insbesondere bei der Einzelmolekiildetektion mittels SERS oder TERS Probleme bereiten, da
diese oftmals falschlicherweise als Indikator fiir den Einzelmolekiilnachweis angesehen werden
[80, 81]. Um photoinduzierte Reaktionen zu vermeiden wird ,,Off-Resonanz“ SERS im nahen

Infrarot, Kithlung durch Wasser oder Oberflachenbeschichtung vorgeschlagen [76].
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Abbildung 2.8: Stérende Phinomene in SERS-Spektren. (a) Der plasmonische
Spektralform-Effekt. Unterschiedliche lokalisierte Oberflichenresonanzen auf einem SERS-
Substrat fithren zu Variationen der Spektralform des SERS-Hintergrundes (rot gestrichelte
Linien) und Anhebung von Banden im Bereich maximalen SERS-Hintergrundes. (b) Photoin-
duzierte Karbonisierung.
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Kapitel 3

Das Leica TCS SP8 CARS

Dieses Kapitel liefert zundchst einen Uberblick iiber den Aufbau des Leica TCS SP8 CARS.
Darauf aufbauend werden in Abschnitt 3.2 die Unterschiede des Konfokal- und Multiphotonen-
Modus erldutert. Im Anschluss wird ein allgemeiner Uberblick iiber die wesentlichen Kom-
ponenten des Systems, also den Lasern als Lichtquelle, Objektiven zur Vergréflerung der
Objektes und Detektoren zur Signalerfassung geliefert. Da in einer Anwendung dieser Arbeit
hochauflésende Bilder im Bereich der Auflésungsgrenze des Lichts analysiert werden, die
insbesondere durch das Objektiv bestimmt wird, erfolgt im Objektiv-Abschnitt 3.4 noch
eine kurze Erlauterung wichtiger Gleichungen zu dem Thema. Insbesondere wird dabei auf
den Einfluss der numerischen Apertur eingegangen, da diese zudem eine entscheidene Rolle
bei der laserinduzierten Herstellung von SERS-Substraten spielt. Weitere Informationen zu
spezifischeren Messeinstellungen z. B. von Filtereinstellungen werden in Fussnoten erldutert.
Anwendungsspezifischere Informationen werden im Kapitel 5 in jeweiligen Methodenteil
vertieft. Fiir eine ausfithrlichere Darstellung der wesentlichen Komponenten eines Konfokal-
mikroskops sei auf das hier vorwiegend zitierte Buch von Borlinghaus (Senior Scientist bei

Leica Microsystems CMS) verwiesen [10].

3.1 Der Aufbau

Abbildung 3.1 a zeigt den Aufbau des Leica TCS SP8 CARS Mikroskops. Das inverse Mikro-
skop ist aus Laserschutzgriinden und Aufrechterhaltung einer konstanten Umgebung in eine
schwarzen Box eingebaut (,, The Box* von Life Imaging Services GmbH).! Weiterhin befin-
den sich auf dem optischen Tisch der Scankopf, das CARS-Lasersystem picoEMERALD™
von APE und ein gekoppelter Spektrograph IsoPlane SCT-320 von Princeton Instruments.
Unterhalb des Rechners, zur Steuerung des Mikroskops bzw. des Spektrographen, befinden
sich Dauerstrich-VIS-Laser. Wie in Abbildung 3.1 b verdeutlicht wird, fokussiert der Laser

1 Die Temperaturregulierung erfolgt mittels ,The Cube“ und COq-Regulierung (fiir lebende Zellen) mittels
,»The Brick®, jeweils von Life Imaging Services GmbH.
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von unten an die Probe. Die Detektion erfolgt auf Seiten der Probe in Reflektionsrichtung
(EPI) oder Transmissionsrichtung (Forward, F). Abbildung 3.1 ¢ zeigt das Innenleben des
Scankopfes. Nach Einkopplung des CARS- bzw. der Dauerstrichlasers erfolgt eine Fokus-
sierung des Laserstrahls mittels Objektiv auf die Probe. Reflektiertes Licht gelangt auf
gleichem Wege wieder zurtick in den Scankopf. Im Konfokal-Modus blockiert eine Lochblende
emittiertes Licht aulerhalb der Fokusebene. Es wird nur das Licht der Fokusebene durchge-
lassen (konfokal = den gleichen Fokus habend). Die Generierung konfokaler Fluoreszenzbilder
erfolgt mittels der internen Fluoreszenzdetektoren. Weiterhin kann eine Auskopplung des
Lichts in den Spektrographen zur Aufnahme einzelner Fluoreszenz- oder Raman-Spektren
erfolgen. Multiphotonenaufnahmen erfolgen mittels der externen Non-Descanned Detektoren

mit jeweils zwei Detektoren in EPI- und Forward-Richtung.
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Abbildung 3.1: Aufbau des Leica TCS SP8 CARS. (a) Ubersichtsbild des Aufbaus.
Das Mikroskop befindet sich unter einer temperierbaren Box auf einem optischen Tisch.
Links davon hochgebockt befindet sich der Spektrograph zur Aufnahme von Fluoreszenz-,
Raman- oder SERS-Spektren. Da drunter befinden sich in der blauen Box die CARS-Laser.
Vorn sind die Bildschirme zweier Rechner zu Steuerung des Mikroskops mit Bedienkonsole
bzw. des Spektrographen zu sehen. Unterhalb des Tisches befinden sich die VIS-Laser.
(b) Das Leica TCS SP8 CARS als inverses Mikroskop mit Scankopf und CARS-Laser.
Laserlicht kommt von unten durch das Objektiv an die Probe. Abbildung aus [82]. (¢) Aufbau
des Scankopfes. Im Scankopf erfolgt die Einkopplung und Fithrung des Laserstrahls zur
Probe. Reflektiertes Licht (EPI-Richtung) gelangt zuriick in den Scankopf wird durch eine
Lochblende von Licht aulerhalb der Fokusebene bereinigt und mittels der internen Descanned-
Fluoreszenzdetektoren (4 PMTs, 2 HyDs) oder des Spektrographen durch Lichtauskopplung
detektiert. Aulerhalb des Scankopfes nahe der Probe befinden sich weiterhin jeweils zwei
externe Non-Descanned PMT-Detektoren in EPI- und Forward-Richtung fiir Multiphotonen-
oder Transmissionsmessungen (Forward, nur einer eingezeichnet). Abbildung nach [83].
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3.2 Der Konfokal- und Multiphotonen-Modus

In Abbildung 3.2 wird das Prinzip des Konfokal- und Multiphotonen-Modus visualisiert.
Beide Prinzipien ermdglichen im Unterschied zur gewohnlichen Weitfeld-Mikroskopie eine Ge-
nerierung scharfer 2D- und 3D-Bilder durch xy- bzw. xyz-Laserscanning. Im Konfokal-Modus
erfolgt sowohl eine Fokussierung des Beleuchtungspunktes als auch des Beobachtungspunktes
[10]. Die Fokussierung des Beleuchtungspunktes wird durch eine Fokussierung des zuvor
aufgeweiten Laserstrahls mittels eines Objektives realisiert. Mit zunehmendem Abstand zur
Fokusebene nimmt die Intensitat des Lichts innerhalb des erzeugten doppelkegelférmigen
Gebietes aufgrund der Flachenzunahme in beide Richtungen quadratisch ab. Eine Bestrah-
lung und Lichtemission der Probe erfolgt somit, wenn auch mit niedrigerer Intensitat auch
auBerhalb der Fokusebene. Um scharfe Bilder einer Ebene zu generieren muss daher zudem
eine Fokussierung des Beobachtungspunktes erfolgen. Dies wird mittels einer Lochblende
realisiert, die nur Licht des Brennpunktes nicht aber ober- und unterhalb davon durch-
lasst.! Im Leica Mikroskop ist die Lochblende den internen Detektoren und dem externen
Spektrographen in EPI-Richtung vorgeschaltet.? Den Detektoren in Forward-Richtung ist
dagegen keine Lochblende vorgeschaltet, da sie fiir den Multiphotonen-Modus konzipiert
wurden. Im Konfokal-Modus werden sie bei EPI-Fluoreszenzmessungen als Beiwerk zuge-
schaltet, um so weniger scharfe, jedoch zur EPI-Fluoreszenz komplementare Weitfeld-optische

Transmissionsbilder zu generieren.

Im Multiphotonen-Modus wird die Generierung scharfer Bilder einer Ebene ausschlieflich
durch die Anregungsseite realisiert. Multi-Photonenprozesse wie die Zwei-Photonenfluoreszenz
und CARS erfordern das gleichzeitige Auftreffen mehrerer Photonen und damit eine hohe
Photonendichte an der interessierenden Stelle. Durch Fokussierung eines gepulsten Laser
mittels Objektivs werden somit nur im stark fokussierten Bereich ausreichend hohe Photonen-
dichten zur Generierung von Multiphotonenprozessen bereitgestellt. Da das Anregungslicht
mit dem Quadrat vom Abstand der Fokusebene abnimmt und die Zweiphotonenfluoreszenz
bzw. CARS (bzgl. des Pump) wiederum mit dem Quadrat des Anregungslicht einhergehen,

nimmt die Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten dieser Prozesse mit der vierten Potenz vom

Durchmesser der Lochblende: Der Durchmesser der Lochblende ist variabel in der Einheit ,Airy Unit, AU“
meist jedoch auf 1 AU gesetzt. Die Einheit bezieht sich auf die sogenannte ,,Airy Disc“, den inneren Kreises
eines diffraktionslimitieren Punktes und ist abhéngig von der Wellenldnge und numerischen Apertur und/oder
VergroBlerung des Objektivs [10]. Zur Generierung moglichst signalintensiver Raman- bzw. SERS-Spektren,
jedoch geringerer Ortsauflosung, wird die Lochblende hier in einigen Anwendungen vollsténdig aufgedreht,
sodass Licht aus einem grofieren Bereich in z-Richtung erfasst wird (siehe auch Abschnitt 3.4).

Die Strahlungsteilung: Da in EPI-Richtung Anregung und Messung auf der gleichen Seite der Probe realisiert
werden (sogenanntes Auflichtmikroskop) miissen Anregungslicht und das rotlichtverschobene Emissionslicht
(Fluoreszenz, Stokes-Raman) voneinander getrennt werden. Dies wird durch dichroitische Strahlungsteiler
realisiert (in Abbildung 3.2 nicht dargestellt). Das Anregungslicht wird hierbei reflektiert und gelangt zur Probe.
Rotlichtverschobenes Emissionslicht wird transmittiert. Es besteht jedoch auch die Moglichkeit reflektiertes
Laserlicht durch Verwendung eines ,RT 15/85“ Strahlungsteiler direkt zu messen. 15% des Laserlichts
gelangen dabei durch Reflexion ,R“ an dem Strahlungsteiler auf die Probe und 85 % des reflektierten Lichts
transmittieren ,, T“ durch den Strahlungsteiler auf den Detektor.
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a Konfokal-Modus b Multiphoton-Modus
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Abbildung 3.2: Prinzip der Konfokal- versus Multiphotonen-Modus im Leica TCS
SP8 CARS. (a) Im Konfokal-Modus findet sowohl die Anregung als auch die Detektion
fokussiert statt. Die punktférmige Beleuchtung (schwarzer Punkt) einer Probe (gelb) erfolgt
durch Fokussierung des Laserlichts mittels eines Objektives unter Bildung eines doppelke-
gelférmigen Gebietes (blau) mit hochster Lichtintensitat im Brennpunkt und quadratischen
Abfall mit zunehmendem Abstand. Probenmaterial auflerhalb des Fokuspunktes wird somit
ebenfalls eine gewissen Lichtintensitéit ausgesetzt (grauer Punkt). Eine Lochblende ermog-
licht die Detektion des Lichts ausschliefilich der fokussierten Ebene in EPI-Richtung. In
Forward-Richtung wird dagegen keine Lochblende verwendet und somit Licht zuséatzlich
auBerhalb des Fokusebene erfasst (grauer Punkt und Strahlengang als gestrichelte Linie), was
zu unschérferen Bildern fiihrt (beim Einsatz von CW-Lasern). (b) Im Multiphotonen-Modus
erfolgt die Fokussierung nur auf Seiten der Anregung. Durch die Kombination von Lichtfokus-
sierung durch das Objektiv und der quadratischen Abhéngigkeit der Signalgenerierung von
Multi-Photonenprozesssen vom Anregungslicht wird nur Licht eines sehr kleinen Volumens
des Fokuspunktes emittiert. Eine Filterung unscharfer Bildbeitrage auflerhalb des Fokusebene
mittels Lochblende entféllt somit.
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Abstand der Fokusebene ab. Multiphotonenprozesse sind daher intrinsisch fokussiert, sodass
auf den Einsatz einer Lochblende auf Detektionsseite verzichtet werden kann. Die Verwendung
von Non-Descanned Detektoren erfordert lediglich eine Filterung unerwiinschten Laserlichts.
Der optische Weg ist auf Detektionsseite gegeniiber dem Konfokal-Modus sehr viel kiirzer und
simpler aufgebaut und erzeugt somit weniger Lichtverluste.! In Bezug auf die bioanalytische
Anwendung bringt der Multiphotonen-Modus gegeniiber dem konfokalen Modus aufgrund der
Anregung eines kleinen Volumens den groflen Vorteil einer geringeren Belastung der Probe
durch Photobleaching mit sich. Zudem ermdéglicht die Anregung im IR-Bereich aufgrund
eines geringeren Streulichtverlusts ein Durchleuchten von Proben gréfierer Schichtdicke (siehe
Gleichung 2.5). Dem gegenitiber stehen aber die nach wie vor hohen Anschaffungskosten

gepulster Laser.

3.3 Laser

Abbildung 3.3 zeigt die Laser des Systems angeordnet nach Wellenldngen im elektromagneti-
schen Spektrum. Zur Anregung von Einzelphotonenprozessen stehen sechs Laserlinien zur
Verfiigung. Die Dauerstrichlaser decken den gesamten sichtbaren Bereich des elektromagneti-
schen Spektrums ab. Dies ist erforderlich um eine Anregung unterschiedlichster Fluorophore
zu ermoglichen. Aber auch Raman- bzw. SERS-Experimente profitieren von der Vielzahl
unterschiedlicher Lasertypen. Die Wahl ist dabei in hohem Mafl von der Art der Probe,
dem Analyten, der umgebenen Matrix und der Fragestellung abhéangig und richtet sich
nach wellenldngenabhéngigen Parametern wie Streulichteffizienz (Gleichung 2.5), Vermeidung
storender Fluoreszenzen, (pre-)resonante Anregung und unerwiinschter Photoreaktionen
wie Karbonisierung (siche Abschnitt 2.6.4). In SERS-Experimenten muss zudem die La-
seranregung auf die plasmonischen Eigenschaften des SERS-Substrates angepasst werden,
um eine maximale Signalverstirkung zu ermoglichen.? Fiir Multiphotonenprozesse wird
ein Laserkomplettsystem von APE (picoEMERALD™) mit einem gepulsten Pump- und
Stokes-Laser verwendet. Wahrend die Laserlinie des Stokes fest bei 1064 nm liegt ist die
Wellenlange des Pump-Lasers im Bereich von 780 nm-940nm frei justierbar und wird fiir
CARS-Anwendungen auf die interessierte Raman-Bande abgestimmt (siche Abschnitt 2.5)
oder fiir die hyperspektrale CARS-Bildgebung Schritt-fiir-Schritt unter Aufnahme eines Bildes
durchgefahren. Ahnlich dem Aufbau eines 3D-Bildes werden hierbei 3D Stacks generiert,

Die CARS-Filtercubes: Fiir Multiphoton-Messungen stehen zwei Filtercubes zur Filterung des Laserlichts und
spektraler Auftrennung auf die jeweils zwei Detektoren in EPI- bzw. Forward-Richtung zur Verfiigung. Der
,CARS 2000“-Cube ist fiir Untersuchungen > 2000 cm ™! relativen Wellenzahlen geeignet. Der ,CARS 1200“-
Cube ist fiir Messungen im Fingerprintbereich gedacht, wurde hier aufgrund der schwachen Signalgenerierung
in dem Bereich in keiner Anwendung verwendet.

Da Raman-Messungen sehr ,reine* Laserlinien erfordern stehen fiir die 488 nm, 514 nm und 633 nm Laserlinien
entsprechende Laserlinienfilter zur Verfiigung, die jedoch einen manuellen Einbau erfordern. Auf Emissionsseite
wird das sehr viel intensivere reflektierte Laserlicht durch interne Filter bzw. manuell einbaubare Filter (fiur
405 nm und 633 nm Laserlinien) vor der Auskopplung zum Spektrographen geblockt.
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Abbildung 3.3: Lasertypen im Leica TCS SP8 CARS-System. Fiir Einphotonenprozesse
(Fluoreszenz, Raman, SERS) stehen sechs Dauerstrichlaserlinien (engl. continous wave, cw) zur
Verfiigung. Ein Diodenlaser mit einer Anregung bei 405 nm, ein Argonlaser mit den Laserlinien
458 nm, 488 nm und 514 nm, einen DPSS-Laser mit einer Anregung von 561 nm (diode pumped
solid state) und ein HeNe-Laser mit einer Anregung von 633 nm. Fiir Multiphotonenprozesse
(CARS, Zweiphotonen-Fluoreszenz, SHG) wird das Laserkomplettsystem picoEMERALD™
von APE verwendet. Die Anregung des Pump-Lasers ist im Bereich von 780 nm—940 nm
wahlbar. Der Stokes-Laser regt bei einer Wellenlange von 1064 nm an.

wobei die dritte Dimension die spektrale Information enthélt. Da der CARS-Prozess im Un-
terschied zu der Zweiphotonenfluoreszenz eine Anregung mittels Pump und Stokes erfordert,
kann der Ursprung eines Signals, meist im signalintensiven CH-Streckschwingungsbereich
zwischen 2850 cm™-2950 cm ™!, relativ einfach durch Ausschalten einer der Laser iiberpriift
werden. Ein echtes“ CARS-Signal sollte ausschliellich beim Anregen mittels beider Laser
auftreten. Die Wellenldnge nimmt letztendlich auch Einfluss auf das Auflésungsvermogen wie
im folgenden Abschnitt erlautert wird.

3.4 Objektive

Herzstiick eines jeden Mikroskopes ist das Objektiv zur VergrofSerung eines Objektes. Im
Konfokal- bzw. Multiphotonensystemen wird das Objektiv zuséatzlich zur Fokussierung des
Laserstrahls (Kondensor) verwendet (siehe Abbildung 3.2) [10]. Abbildung 3.4 zeigt einen
Vergleich der Kennzahlen der im System verbauten Objektive. Ahnlich den Lasern unterschei-
den sie sich deutlich in den Eigenschaften und haben alle Vor - und Nachteile. Entsprechend
miissen sie auf die Anwendung angepasst werden, wie im Folgenden verdeutlicht werden
soll. Die Objektive werden meist nach dem Vergrofferungsvermogen unterschieden und um-
gangsprachlich z. B. als ,,40er* Objektiv bezeichnet. Die eigentlich entscheidene Kennzahl
eines Objektives ist jedoch die numerische Apertur NA. Diese berechnet sich aus dem Brech-
nungsindex und dem halben Offnungswinkel und spiegelt somit die Geometrie des erzeugten
kegelformigen Gebietes wieder.

NA = n - sin(«) (3.1)
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Die numerische Apertur des Objektivs bestimmt das Auflésungsvermogen, und sollte in
jedem guten Objektiv entsprechend dem VergroBerungsvermogen angepasst sein, um Bilder
mit ausreichenden Detailreichtum zu generieren. Wie Abbildung 3.4 zeigt, ist ein solche
Zusammenhang zwischen numerischer Apertur und Auflésungsvermogen fiir die im Leica-
System verbauten Objektive zu erkennen. Hochauflésende Objektive zeigen eine entsprechend
hohere numerische Apertur. Das Auflésungsvermdogen ist aufgrund der Beugungsgrenze des
Lichts limitiert ist und neben NA abhéngig von der Wellenldnge des Lichts. Zur Berechnung
gibt es in der Literatur drei Herangehensweisen, die jedoch alle zu sehr ahnlichen Ergebnissen
fiihren [10].! Experimentell am einfachsten zugénglich ist die Bestimmung des Auflosungslimits
iiber die Halbwertsbreite eines beugungslimitierten selbstleuchtenden Punktes in einem
Bild (z.B. durch Fluoreszenz, Raman) als Maf fiir die Breite einer Punktspreizfunktion,
der Intensititsverteilung eines beugungslimitierten selbstleuchtenden Punktes im Bild. Der
entsprechende theoretisch erreichbare Wert in x-y-Richtung steht im folgenden Zusammenhang

zur Wellenlinge (Mittelwert von Anregung und Emission) und NA des Objektivs[10]: 2

A

=2 2
oo = To1-NA (32)

In z-Richtung kann das maximal mogliche (beugungsbegrenzte) Auflosungsvermogen tiber

folgende Gleichung abgeschétzt werden [10]:

_n-)\
~ NAZ?

d, (3.3)
Die numerische Apertur des Objektivs geht hier quadratisch ein und hat somit deutlichen
Einfluss auf die Schichtdicke von x-y-Ebenen. Anzumerken ist, dass dieses maximal erreichbare
Auflosungsvermogen im Konfokal-Modus nur bei ausreichend kleiner Lochblende (< 1A.U.)
erzielt wird [10]. Wie Abbildung 3.4 verdeutlicht, zeigen Objektive hoher numerische Apertur
jedoch einen geringeren Arbeitsabstand, sind auf eine Immersionslésung angewiesen und
daher weniger leicht handhabbar und schréanken die Anwendung ein. So ist fiir die Verwendung
von Objektiven geringen Arbeitsabstandes die Wahl einer geeigneten Probenhalterung (Probe
auf dinne Deckgldsern) und Positionierung der Probe entscheidend (moglichst mittig). Bei
zu geringem Arbeitsabstand zwischen Objektiv und Probe kann es bei Langzeitmessungen
(z. B. Hyperspektrale CARS Bildgebung) zu unerwiinschten Verschiebungen der Probe und

damit in den hochauflésenden Bildern kommen, die zum Teil jedoch durch eine Auto-

Am bekanntesten ist aus historischer Sicht sicherlich das Abbe-Limit, welches sich Abbe anhand des Beugungs-
verhalten von Licht an Strichgittern tiberlegt hat (d = A/(2-NA)). Die Auflésung selbstleuchtender Strukturen
(z.B. aufgrund von Fluoreszenz) kann weiterhin durch bestimmte Abstandsmafle der Punktspreizfunktionen
zweier Punkte bestimmte werden z. B. Rayleigh-Kriterium (d = \/(1.64 - NA)) [10].

Bei einer Multiphotonenanregung wird die Fokussierung und damit die Auflésung durch die Anregung
bestimmt (sieche Abbildung 3.2). Das Auflésungslimit von Zweiphotonenprozessen berechnet sich demnach
aus der Halbwertsbreite der zweifachen Punktspreizfunktion der Anregung. Die Auflésung verbessert sich
um einen Faktor 1/v/2 gegeniiber Gleichung 3.2. Aufgrund der Anregung im IR-Bereich (grofies \) ist die
Auflésung in x-y-Richtung jedoch nicht besser als mittels der konfokalen Mikroskopie.
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Abbildung 3.4: Vergleich von Kennzahlen der Leica-Objektive im Leica TCS SP8
CARS-System. Die hochauflésenden Objektive haben eine héhere numerische Apertur
NA, erschweren oder schrianken jedoch die Anwendung aufgrund eines geringeren freien
Arbeitsabstands (FWD) und Wasser als Immersionslosung ein. Objektive mit der Abkiirzung
,CS¢ sind fir konfokale Messungen (confocal scanning), ,IR* fir den IR-Bereich, also fiir
Multiphoton-Messungen und ,VISIR® fiir den sichtbaren und IR-Bereich, also fiir konfokale

und Multiphoton-Messungen optimiert [84]. Bezeichnung der einzelnen Objektive: HCX PL
Fluotar 10x/0,30; HC PL APO 20x/0,75 CS2; HC FLUOTAR L 25x/0.95 W 0,17 VISIR;
HC PL IRAPO 40x/1,10 W CORR; HC PL APO 63x/1,20 W motCORR CS2

Fokus-Kontrolle minimiert werden kénnen (siche Abschnitt 5.3.2.2) oder sich nachtréglich
korrigieren lassen (siche Abbildung A.5). Zu erwahnen ist letztendlich noch der Einfluss des
Objektivs auf der Anregungsseite: Mit zunehmender numerischer Apertur wird das Laserlicht
zunehmend stark fokussiert, sodass die Laserintensitét gegebenenfalls angepasst werden muss,
um z. B. Photoreaktionen zu vermeiden. Bei SERS-Messungen wird oftmals ein ,;schlechtes®
Objektiv niedriger numerischer Apertur gewahlt, um so reproduzierbarere gemittelte Signale

zu generieren (siehe auch Abschnitt 5.3.2).

3.5 Detektoren

Nachdem das emittierte (bzw. durchgelassene) Licht der Probe durch das Objektiv aufgewei-
tet, durch zahlreiche Spiegel umgelengt, gefiltert und spektral zerlegt wurde (sieche Abbildung
3.1 ¢), landet das optische Signal am Ende bei den Detektoren, um es in ein elektrisches Signal
umzuwandeln. Abbildung 3.5 verdeutlicht die im Leica-System verbauten Detektoren. Die
im Bereich der Konfokal- bzw. Multiphotonenmikroskopie verbauten Detektoren sind in den
meisten Féallen Photoelektronenvervielfacher-Rohren (engl. Photomultiplier tubes, PMTs).
Auch hier sind drei der fiinf internen Detektoren und die vier Non-Descanned-Detektoren

fiir Multiphotonanwendungen PMTs. PMTs beruhen auf dem &dufleren Photoeffekt, also dem
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Herauslosen eines Elektrons aus einem Metall durch ein eingestrahltes Photon. Durch Anlegen
einer Spannung in einer Vakuumrohre wird ein solches Photoelektron aus einer negativ gelade-
nen Photokathode zur nédchsten positiv geladenen Elektrode, einer Dynode beschleunigt. Das
beschleunigte Elektron erzeugt durch Auftreffen auf die Dynode weitere Sekundéarelektronen,
welche durch Beschleunigung und Auftreffen auf eine nachste Dynode weitere Elektronen
herauslosen. Dieser Prozess wird in einer Art Kettenreaktion fortgesetzt und fithrt zur einer
deutlichen Vervielfachung der Elektronen am Ende der Anode. Die Verstarkung (,,Gain“) eines
PMTs wird tiber die angelegte Hochspannung und damit Erzeugung sekundéarer Elektronen
reguliert. Das PMT-Signal wird mittels eines Analog-Digital-Wandlers nach Verstreichen der
Pixelaufnahmezeit als gemitteltes Signal dem entsprechenden Pixel als Grauwert zugewiesen.
Der Hybrid-Detektor (HyD) ist im Leica-System zweimal als interner Detektor verbaut und
ermoglicht ein ,Photonen zédhlen“. Der Detektor ist ein ,,Hybrid“ eines PMTs und einer
Lawinen-Photodiode. Ahnlich dem PMT erfolgt zunichst eine photoinduziertes Herauslosen
eines Elektrons aus einer Photokathode mit anschlieSender Beschleunigung des Elektrons
in einer Vakuumrohre unter Hochspannung. Im Unterschied zum PMT wird das Elektron
jedoch mit 8000V gegentiber 100V pro Dynode (8-12) sehr viel stiarker beschleunigt und
gibt die kinetische Energie am Ende an ein Halbleitermaterial innerhalb der Rohre ohne
Zwischenschritte ab. Das Halbleitermaterial setzt darauthin etwa 1500 Elektronen frei und
wird durch einen Lawineneffekt in einer Multiplikationsschicht nochmals um einen Faktor 100
verstirkt. Da die Signalgenerierung im Unterschied zu PMTs nur zwei Schritte gegeniiber 8-12
Schritten bendtigt, sind statistische Signalschwankungen weitaus weniger ausgepragt. Auf-
grund einer kleineren Fliche der Photokathode und der Abwesenheit der Dynoden, ist zudem
dass spontane Freisetzen von Elektronen und damit Dunkelrauschen reduziert. Schmalere
Pulsbreiten erlauben auch eine Trennbarkeit der Signale bei hohen Intensitédten. Aufgrund
geringerer Signalschwankungen, geringerem Dunkelrauschen und einer weniger ausgepragten
Ubersittigung korreliert das Messsignal von HyD-Detekoren daher besser zu der tatsichlichen

Photonenanzahl.

Ein CCD-Sensor (ladungsgekoppeltes Bauelement, engl.: charge-coupled device) ist in der
Kamera (Princeton Instruments, Pixis 100B) des Spektrographen (Princeton Instruments,
Isoplane 320) eingebaut. Wie in Abbildung 3.5 dargestellt, kann ein solcher aus zweidimen-
sional angeordneten , Arrays® bestehender Sensor zeitgleich mehrere rdumlich voneinander
getrennte Lichtsignale verarbeiten und ist daher vor allem fiir die 2D-Bildgenerierung in
z. B. Digitalkameras, aber auch zur Bildaufnahme in Weitfeld-Mikroskopen weit verbreitet
(in Smartphones sind die dhnlichen CMOS-Sensoren verbaut). Hier wird der lichtempfind-
liche Sensor dagegen zur Erfassung des spektral zerlegten Lichtes des Spektrographen und
Generierung von Spektren genutzt. Das rdumlich eindimensional aufgetrennte Licht wird
dazu pro Wellenldnge spaltenweise auf die Arrays verteilt. Um die Sensitivitat zu steigern
werden entlang der Spalten mehrere Arrays zusammengefasst, was als Binning bezeichnet

wird. Die Signalverarbeitung eines Arrays beruht auf dem inneren Photoeffekt, also dem
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photoinduzierten Ubergang von Elektronen eines Halbleiters (p-Si) von einem Valenzband in
ein Leitungsband unter Entstehung eines Elektron-Lochpaares. Die angehobenen Elektronen
im Leitungsband akkumulieren an der Grenzfléche zu einem Isolator (SiO3) und werden in
einem Potentialtopf gespeichert. Mittels Elektroden oberhalb des Isolators konnen die akku-
mulierten Oberflichenladungen dann durch Variation der Spannungen zwischen den einzelnen
Arraygebieten des Halbleiters verschoben werden. Nach und nach werden dies Ladungspakete
dann iiber einen Verstirker ausgelesen. Wahrend ein CCD-Sensor aufgrund der parallelen
Informationsverarbeitung préadestestiniert ist fiir eine zeitgleiche Bilderfassung z. B. in einem
Weitfeldmikroskop bzw. zur Spektrenerfassung einzelner Bildpunkte, ist er fiir eine extrem
schnelle punktweise Detektion eines sequentiell durch Laser-Scanning aufbauenden Bildes
gegeniiber PMTs bzw. HyD-Detektoren ungeeignet. Diese zeigen zwar im Unterschied zu
CCD-Sensoren eine geringere Quantenausbeute, kompensieren dies jedoch durch die hohere
Signalverstiarkung, geringeres Untergrundrauschen und extrem schnelles Antwortverhalten.
Wie Sanderson in einem Lehrbuch anschaulich bzgl. der PMTs beschreibt, erfassen diese (und
damit auch HyDs) Information eher wie beim ,Speed-Reading® eines Textes, also mit extrem
hoher Geschwindigkeit jedoch mit Uberlesen einzelner Worter (wobei der HyD insgesamt
weniger Worter iiberliest) [85]. Ein CCD-Sensor kann dagegen sehr schnell einen bereits fertig
geschrieben Text in einem Rutsch verarbeiten, ist jedoch weniger in der Lage einen wéhrend

des Schreibprozesses aufbauenden Text mitzulesen.
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Abbildung 3.5: Detektoren fiir das Leica TCS SP8 CARS-System. (a)
Photoelektronenvervielfacher-Réhre (engl. photomultiplier tube, PMT): Ein optisches Signal
einer definierten Position im Bild der Intensitédt I(x,y,z) trifft auf eine Photokathode und
l6st ein Elektron heraus. In einer Vakkuumrohre wird dieses Elektron beschleunigt und
zunehmend durch Interaktion mit 8 — 12 Dynoden (hier vier eingezeichnet) vervielfacht.
Aufgrund der vielen Wechselwirkungsschritte treten relativ grole Schwankungen in Anzahl
und Geschwindigkeit der Sekundérelektronen auf. Am Ende treffen die erzeugten Elektro-
nen somit mit einer gewissen Unsicherheit in der Elektronenanzahl und etwas zeitverzogert
auf die Anode und erzeugen ein relativ breiten Puls. Das tiber die Pixeldauer gemittelte
Signal wird tiber einen AD-Wandler in einen Pixelgrauwert transformiert. (b) Hybriddetektor
(HyD): Das optische Signal generiert wie im PMT mittels Photokathode ein Elektron, was
innerhalb einer Vakuumrohre beschleunigt wird. Im Unterschied trifft das beschleunigte
Elektron jedoch direkt ohne Zwischenschritte auf ein Halbleitermaterial und wird durch
eine Elektronenbombardement- und anschlieBender Avalanche-Verstarkung vervielfacht. Es
entstehen schmalere, weniger statistisch verteilte Pulse mit geringerem Dunkelrauschen. (c)
Ladungsgekoppeltes Bauteil (engl. charge-coupled device, CCD) des externen Spektrographen:
Spektral zerlegtes Licht der Intensitédten I(A1),/(A2) und I(A3) trifft spaltenweise auf die
lichtempfindliche ,Riickseite* eines CCD-Sensors (back-side-illuminated) und induziert in
einem p-dotierten Halbleiter (p-Si) eine Anhebung von Elektronen des Valenzbandes in ein
Leitungsband. Diese freien Elektronen akkumulieren in einem Potentialtopf an der Grenzflache
zu einem Isolator (SiO2) und sind durch eine Spannungsédnderung der Elektroden auf dem
Sensor entlang der Array-Strukturen frei beweglich. Es erfolgt eine zeilenweise Akkumulation
der Ladungen in die 4uflersten Arrays (hellblau) und anschlieende spaltenweise, also wellen-
langenspezifische Auslesung und AD-Umwandlung der elektrischen Spannungssignale in ein
Spektrum.



41

Kapitel 4

Chemometrische Methoden

Untersuchungsgegenstand der vorliegenden Arbeit sind komplexe mehrdimensionale Daten
unterschiedlichster Art: Das Leica Mikroskop ermoglicht aufgrund der Vielzahl von Detekto-
ren eine zeitgleiche Aufnahme multimodaler Bilder in x-y-Richtung bzw. dreidimensional in
x-y-z-Richtung. Weiterhin konnen zeit oder spektral aufgeloste Daten generiert werden. Alle
Messmodi konnen prinzipiell kombiniert werden, woraus sich eine Vielzahl von Einsatzmoglich-
keiten aber auch Anforderungen an die Datenverarbeitung ergibt. Die Mehrdimensionalitat
der Daten fithrt gezwungenermaflen zu uniibersichtlich groflen Datenmengen, die nur mithilfe
computergestiitzter Methoden verarbeitet und ausgewertet werden konnen. Die Datenauf-
bereitung und Anwendung von Auswertemethoden hat in dieser Arbeit einen entsprechend
groflen Stellenwert und konzentriert sich vor allem auf die Verarbeitung spektraler Daten, ins-
besondere hyperspektrale Bilder im Bereich CARS aber auch Einzelspektren im Bereich SERS.
Entscheidend fir den Erfolg einer Auswertemethode ist zunédchst eine addquate Datenvorver-
arbeitung. Einen Uberblick iiber die angewandten Datenvorverarbeitungsschritte spektraler
Daten gibt Abschnitt 4.1. Darauf autbauend werden in Abschnitt 4.2 die verwendeten Aus-
wertemethoden mit einem Fokus auf multivariate Auswertemethoden von hyperspektralen
CARS-Bildern vorgestellt. Simtliche Vorprozessierungs- und Auswertungsschritte der Bild-
und Spektraldaten erfolgten in Matlab R2015a. Ebenfalls zu der Chemometrie mitgezahlt
wird die statistische Versuchsplanung (engl. design of experiments, DOE). In Abschnitt 4.3
werden kurz einige Konzepte dieses Feldes eingefiihrt, die in dieser Arbeit im Bereich der
SERS-Analytik angewandt werden. Ziel diesen Ansatzes ist es mit moglichst geringem experi-
mentellem Aufwand einen Uberblick iiber ein komplexes System zu erlangen und letztendlich

eine optimale Losung fiir das Problem zu finden.

4.1 Datenvorverarbeitung

Hyperspektrale Bilder kénnen aufgrund ihrer Bild- und Spektralinformation als Bilddaten

oder Spektraldaten prozessiert werden. Je nach Anwendung erfolgt daher zunéchst eine



42 4. CHEMOMETRISCHE METHODEN

Umformung des Datensatzes, wie Abbildung 4.1 anhand eines hyperspektralen Bildes eines
Modelldatensatzes veranschaulicht. Ein hyperspektrales Bild wird gewohnlich als Hypercube
mit der Bildinformation in x- ,y- Richtung und A als dritte Dimension gespeichert. In dieser
Form konnen bildverarbeitende Methoden erfolgen. Zur Anwendung spektraler Methoden
wird der Hypercube in eine zweidimensionale Form umgeformt, sodass alle Pixelspektren
untereinander angeordnet sind. Der Datensatz entspricht in dieser Form dem eines klassisch
rein-spektralen Datensatzes und kann entsprechend analysiert werden. Zur Regenerierung der
Bildinformation wird der spektral ausgewertete Datensatz dann wieder in die urspriingliche
Form umgewandelt. Als weitere hier in der Arbeit verwendete Umformoperationen sind das
Eliminieren einzelner Bereiche im Bild (croppen) oder spektraler Bander zu nennen.

Als bildverarbeitende Vorverarbeitungsschritte werden die 2D-Filterung, Bildregistrierung und
die Bildsegmentierung eingesetzt. Die 2D-Filterung erhoht das Signal-zu-Rausch-Verhéltnis
in Bildern. Es wurde ein 2D-Median-Filter verwendet. Die Bildregistrierung korrigiert mogli-
che Bewegungen aufeinanderfolgender Bildaufnahmen, die z. B. bei hyperspektralen CARS-
Messungen auftreten. Die Registrierung erfolgt durch Minimierung des Unterschieds zweier
aufeinanderfolgender hyperspektraler Bilder mittels der Nelder-Mead Simplex Methode
[86] (fminsearch.m in Matlab, siche auch Abbildung A.5). Bildsegmentierungen werden
durchgefiihrt, um einzelne Bereiche eines Bildes zu analysieren. Als spektrale Vorverarbei-
tungsschritte werden in dieser Arbeit die Normierung, Filterung und Integration einzelner
Peakbanden eingesetzt. Sie werden hier fiir CARS- und SERS-Spektren angewandt. Die
Normierung ist eine wichtige Prozedur um Spektralformen von Spektren unterschiedlicher
Signalintensitat zu vergleichen. Sie erfolgt hier durch Vektornormierung. Zur Verbesserung des
Signal-Rausch-Verhéltnisses wird ein Savitzky-Golay-Filter eingesetzt. Zur Quantifizierung
von Signalintensitéten erfolgt die Integration einzelner Peakbanden im Spektrum. Auf das
geldufige Baseline-Fitting wurde in dieser Arbeit als Vorverarbeitungssschritt verzichtet,
da diese nicht-triviale Prozedur die Gefahr von Artefaktbildung erhoht.! Sie wird in der
Arbeit nur fir eine bessere visuelle Vergleichbarkeit von SERS-Spektren angewandt (siehe
Abschnitt 5.4.4) [87]. Ein ebenso nicht-trivialer Vorverarbeitungsschritt ist die Eliminierung
des nichtresonanten Hintergrundes in CARS-Spektren. Im folgenden Abschnitt 4.1.1 wird
kurz erlautert warum die Korrekturen der CARS-Spektren fiir die hier untersuchten Daten

ungeeignet sind.

4.1.1 Eignung von Methoden zur Eliminierung des nichtresonan-
ten Hintergrundes bei CARS

Die Maximum Entropie Methode (MEM) und die Zeit Doménen Kramers-Kronig Trans-

formation werden derzeit in der Forschung zur Rekonstruktion von Raman-Spektren aus

Anstelle einer bloflen Eliminierung der Baseline wird die zusétzliche Information der ,Baseline* von SERS-
Spektren in dieser Arbeit vielmehr genutzt (sieche Abschnitt 5.3 und 5.4, SERS-Hintergrund Mikroskopie).
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CARS Daten diskutiert [17]. Pohling hat in seiner Doktorarbeit beide Verfahren zur Raman-
rekonstruktion von komplexen Daten biologischer Proben angewandt und in ihrer Eignung
verglichen [17]. Er kommt zum Schluss, dass beide Methoden nur bei starkem nichtresonanten
Hintergrund und schwacher molekularer Schwingungsresonanz geeignet sind, sodass das
entstehende CARS-Signal iiberwiegend durch den Mischterm des Realteils des resonanten
Anteils und dem nichtresonanten Hintergrund bestimmt wird (siehe Gleichung 2.16) [17].
Dies gilt fiir Resonanzen im Fingerprintbereich und biologische Proben geringer Dichte mit
gleichzeitig hohem Wasseranteil. Bei starken Resonanzen und schwachem Untergrund fiihren
beide Algorithmen zu einer Art Uberkompensation, die sich auf der rot verschobenen Seite der
Signale zeigt [17]. Erste Versuche zur Korrektur von intensiver CH-Streckschwingungssignalen
von Olsdure aus Abbildung 2.6 mittels MEM zeigten in der Tat keine vielversprechenden
Ergebnisse. Eine solche Korrektur ist daher generell eher im Bereich der Fingerprint-Region
tiblich [20]. Im CH-Streckschwingungsbereich konnte ein quantitatives Signal bereits durch
einfache Hintergrund-Substraktion generiert werden [88] [20]. Dies ist jedoch nur bei sehr
hohen resonanten Signalen der Fall (XS?R > 1OX§’}){). Anwendungen wie die Klassifikation von
Pixelspektren im CH-Streckschwingungsbereich z. B. mittels multivariater Methoden fiihren
oftmals auch unter Vernachlassigung des nichtresonanten Hintergrundes zu guten Ergebnissen
[89-93]. Zum Umgang unkorrigierter CARS-Datensatze in dieser Arbeit sei auf Abschnitt

4.2.4 verwiesen.
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Abbildung 4.1: Ubersicht spatialer und spekraler Methoden zur Datenvorverarbei-
tung. Ein hyperspektrales Bild kann als Hypercube oder zweidimensionale Matrix ausgedriickt
werden, wie am Beispiel eines Modelldatensatzes gezeigt wird. Spatiale Methoden erfordern
die Darstellung als Hypercube (hier mit der Dimension: 4z x 5y x 3 X). Spektrale Methoden
werden in der zweidimensionalen Form durchgefithrt (hier: 20 Pixel x 3 \). Die spektralen
Vorverarbeitungsmethoden werden hier anhand eines SERS-Spektrums von ATP verdeutlicht
(siche auch Abschnitt 5.4).
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4.2 Datenauswertung

In der Datenauswertung kommen univariate und multivariate Methoden zum Einsatz. Von
einer univariaten Analyse spricht man, wenn die Abhédngigkeit einer einzelne Messgrofe z. B.
einer einzelnen Spektralbande untersucht wird. Hier verwendete univariaten Methoden sind
die Bestimmung von Lagemafen (Mittelwert, Median) und Streuungsmaflen (Standardab-
weichung, Percentile) und die Korrelationsanalyse einer Messgrofie. Multivariate Methoden
werden in dieser Arbeit ausschlieflich zur Untersuchung spektraler Daten angewandt, da
diese von Natur aus mehrdimensional sind. Im Unterschied zu univariaten Methoden werden
hier mehrere Messgrofien zusammen analysiert. Es wird nicht eine einzelne spektrale Bande,
sondern das gesamte Spektrum als Fingerprint untersucht. Hierzu muss man sich die spektra-
len Daten in einem mehrdimensionalen Raum vorstellen, welcher durch die spektralen Bander
aufgespannt wird. Ein einzelnes Spektrum entspricht einem Punkt in dem mehrdimensionalen
Raum. In der klassischen angewandten Spektroskopie werden multivariate Methoden einge-
setzt um z. B. Spektren von unterschiedlichen Proben zu vergleichen. In der hier eingesetzten
hyperspektralen Bildgebung, welche auch als bildgebende Spektroskopie bezeichnet wird,
entstammen die Spektren einzelnen Pixeln des hyperspektralen Bildes. Anstelle von Spektren
unterschiedlicher Proben werden hier somit Spektren einzelner Pixel verglichen. In der oben
beschriebenen zweidimensionalen Anordnung des hyperspektralen Bildes sieht der Datensatz

X dann folgendermaflen aus:

A\ Ao N
Pixell (I, I©ixn ... I,
Pixel2 | I I T/
5 - Pixe 22 L2 2 (4.1)
Pixeln \ Iy, Tnpn, - Inp,

4.2.1 Gegeniiberstellung multivariater Methoden

Abbildung 4.2 stellt die Prinzipien der in dieser Arbeit verwendeten multivariaten Metho-
den anhand des Modelldatensatzes aus Abbildung 4.1 im dreidimensionalen Spektralraum
gegentiber (fir eine ausfiihrliche Beschreibung der Algorithmen, siehe Abschnitt 4.2.2 bis
4.2.4.4). Eine der gelaufigsten multivariaten Auswertemethoden von Spektren, die hierarchi-
sche Clusteranalyse (engl. hierichal cluster analysis, HCA), fasst nahe beieinander liegende
Punkte zu ,,Clustern“ zusammen und gibt Information iiber die Ahnlichkeit von Spektren. Die
Hauptkomponentenanalyse (principal component analysis, PCA) [94, 95] ist eine Dimensionsre-
duzierungsmethode und ermoglicht die z. B. zweidimensionale Darstellung mehrdimensionaler
Daten. Durch die Dimensionsreduzierung kénnen hiermit dhnlich der Clusteranalyse wichtige
Zusammenhédnge der multidimensionalen Datenstruktur sichtbar gemacht werden. In der

hyperspektralen Bildverarbeitung ist das Entmischen (engl. unmixing) der Spektren eine
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gelaufige Methode. In Kombination mit einem Endmember-Extraktionsalgorithmus (EEA) ist
das Entmischen, dhnlich der HCA und PCA, eine uniiberwachte Auswertemethode, erfordert
somit kein Vorwissen iiber die untersuchte Probe.! Die EEA sucht meist nach moglichst
undhnlichen Spektren innerhalb des Datensatzes selber, die moglichst gut den gesamten
Datensatz abbilden kénnen. Im Unterschied zu den Hauptkomponenten einer PCA sind
diese Endmemberspektren daher keine rein mathematischen Konstrukte und spiegeln somit
direkt die spektralen Signaturen des Datensatzes wieder. Das eigentliche Entmischen liefert
Information iiber die Konzentrationsverteilung der einzelnen Endmember in dem urspriinglich

hyperspektralen Bild.

Tabelle 4.1 fasst die wesentlichen Unterschiede und Gemeinsamkeiten der in dieser Arbeit

verwendeten Methoden zusammen. Wahrend die hierarchische Clusteranalyse, als ,harte®

a Hierarchische b Hauptkomponenten- ¢ Endmember-Extraktion
Clusterananalyse analyse + spektrales Entmischen
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Abbildung 4.2: Gegeniiberstellung der Prinzipien multivariater Auswertemethoden
im spektralen Raum anhand des Modelldatensatzes aus Abbildung 4.1. (a) Hier-
archische Clusteranalyse: Die Kreise verdeutlichen die Clusterbildung einzelner Datenpunkte.
Der Pfeil deutet die Bestimmung von Distanzmaflen als Kriterium fiir die Clusterbildung
an. (b) Die Hauptkomponentenanalyse fithrt eine Dimensionsreduzierung durch Koordinaten-
transformation im spektralen Raum durch. Das Koordinatensystem wird dabei so gedreht,
dass die hochste Varianz durch die erste Hauptkomponente (roter Pfeil), die zweithéchste
Varianz durch die zweite Hauptkomponente (griiner Pfeil) usw. beschrieben wird. Die Haupt-
komponentenanalyse wird hier als unzentrierte Variante dargestellt (siehe auch Abschnitt
4.2.3). (c¢) Die Endmember Extraktion sucht nach moglichst unahnlichen Pixelspektren -
Endmembern- im Datensatz (Kreise). Das spektrale Entmischen bestimmt die relativen
Anteile der Endmember in jedem Punkt (Pfeile).

Multivariate Methoden werden in {iberwachte und uniiberwachte Methoden unterteilt. Uberwachte Methoden
erfordern ein Vorwissen iiber die Probe beispielsweise eine Unterteilung in ,,Drogen-Typ*“ und ,Faser-
Typ* Trichomen. Der Algorithmus lernt dann anhand bestimmter Merkmale z. B. spektraler Fingerprints
zwischen ,,Drogen-Typ“ und , Faser-Typ* Trichomen zu unterscheiden (zu Trichomtyp, siche Abschnitt 5.1).
Uniiberwachte Methoden erfordern dagegen kein Vorwissen iiber die Proben und dienen einer explorativen
Datenanalyse, also dem Aufdecken von Merkmalen z. B. spektraler Unterschiede in einem hyperspektralem
Bild.
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Methode Pixel einem bestimmten Cluster zuordnet und als cluster-spezifische Farbe in
einem Falschfarbenbild visualisiert, wird ein Pixel bei Entmischungsalgorithmen und der
PCA anteilig mehreren Gruppen Endmembern bzw. Hauptkomponenten zugeordnet und
somit ein durch Anteilsunterschiede hervorgerufener Kontrast im Bild erzeugt. Bei diesen
Methoden erfolgt eine ,weiche® Klassifikation. Ein weiterer wesentlicher Unterschied ist die
Beriicksichtigung von Nichtlinearitaten des Datensatzes. Wahrend die PCA, HCA und ein in
dieser Arbeit verwendete EEA-Entmischungsalgorithmus VCA-NNLS eine lineare Struktur des
Datensatzes annehmen, berticksichtigt der EEA-Entmischungsalgorithmus DMAXD-DSPU

mogliche Nichtlinearitédten.

Tabelle 4.1: Einteilung der verwendeten multivariaten Methoden.

Methode Typ Klassifikation
HCA Clusterverfahren hart
PCA Dimensionsreduzierung
VCA-NNLS . weich
DMAXD-DSPU EEA-Entmischung

linear

nicht-linear

4.2.2 Hierarchische Clusteranalyse

Zentraler Begriff von Clusterverfahren ist die Ahnlichkeit. In der klassischen Spektroskopie ist
sie ein weitverbreites Verfahren um z. B. unterschiedliche Proben beziiglich der Ahnlichkeit
ihrer spektralen Fingerprints zu klassifizieren. In der hyperspektralen Bildgebung wird sie
eingesetzt um Pixelspektren untereinander auf Ahnlichkeit zu vergleichen [96, 97]. Als Maf
fiir die Ahnlichkeit wird die Distanz der Objekte (Probe, Pixel) auf Basis ihrer Merkmale
(den Intensitdtswerten im Spektrum) im spektralen Raum bestimmt. Meist wird hierfiir
die euklidische Distanz bestimmt. In dieser Arbeit erfolgt eine agglomerative hierarchische
Clusteranalyse bei der die Clusterbildung von unten nach oben erfolgt, also zunéchst jedes
Objekt einen Cluster darstellt und darauf aufbauend immer groflere Cluster gebildet werden.
Die Fusionierung zu grofleren Clustern erfolgt mittels Agglomerationsalgorithmus. Abbildung
4.3 verdeutlicht die in dieser Arbeit verwendete Minimum-Varianz-Methode nach Ward
[98]. Die Clusterbildung basiert hierbei auf der Minimierung der Varianz innerhalb des neu
gebildeten Clusters. Wie in der Abbildung veranschaulicht wird, neigt der Algorithmus zur
Bildung gleichgrofier Cluster. Eine sogenannte Kettenbildung wird unterbunden. Die Distanzen

zwischen den einzelnen Clustern werden fiir gewohnlich in Dendrogrammen visualisiert.

4.2.3 Hauptkomponentenanalyse

Ziel der Hauptkompontenanalyse ist es die Dimension eines Datensatzes zu reduzieren und

dabei moglichst viel Information (Variabilitdt) zu erhalten [95]. Der Datensatz X wird dazu in
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a Varianzen innerhalb der existierenden Cluster
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Abbildung 4.3: Prinzip des Agglomerationsalgorithmus nach Ward [98]. (a) Zunéchst
wird die Varianz innerhalb der bereits existierenden Cluster bestimmt. Diese berechnet sich
aus der Summe der quadratischen Abweichungen zum Zentrum eines Clusters. Cluster 1 setzt
sich hier aus einem bereits zuvor fusionierten Cluster (blauer Kreis) und einem weiteren Objekt
zusammen. Cluster 2 besteht aus zwei fusionierten Objekten. Das noch nicht fusionierte Objekt
wird als eigener Cluster 3 behandelt. Im Dendrogramm sind die existierenden Cluster 1 und 2
dargestellt. Im nachsten Schritt wird eine Varianzanalyse fiir aller moglichen Fusionierungen
durchgefithrt. Der Fall mit der geringsten Zunahme der Varianz wird als neuer Cluster
gewahlt. (b) Darstellung einer ungiinstigen Clusterbildung durch Fusionierung von Cluster
1 und Cluster 2. Die Varianz steigt gegeniiber der zuvor bestimmten Varianzen der beiden
Cluster in (a) deutlich an. (c¢) Darstellung einer giinstigen Clusterbildung durch Fusionierung
von Cluster 2 mit Cluster 3. Die Varianz steigt nur geringfiigig an. Es erfolgt eine Fusionierung
von Cluster 2 mit 3.
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Scores S und Loadings L linear unabhangiger Variablen, den so genannten Hauptkomponenten

(engl. principal components, PC) zerlegt:

Datenmatrix X Scores
A1 A2 PC1 PC2 Loadlngs
A1 A2
Pixel 1 [171 [1’2 c. Pixel 1 Sl,l SLZ
. . _ . PC1 L1,1 L1,2
Pixel 2 ]271 . . - Pixel 2 52,1
PC 2 Lg’l
Pixel n In 1 eee e Pixel n Sn 1

) )

(4.2)
Die Loadings L zeigen in welchem Mafle die einzelnen spektralen Bénder zu den einzelnen
Hauptkomponenten beitragen. Damit liefern sie die spektrale Information. Diese kann sowohl
positive als auch negative Werte annehmen. Sie geben die Richtung der Hauptkomponente
im N-dimensionalen Raum vor (siehe Abbildung 4.2, roter und griner Pfeil). Die erste
Hauptkomponente zeigt dabei in Richtung der héchsten Variabilitat und beschreibt somit die
meiste Information im Datensatz. Die zweite Hauptkomponente steht orthogonal zu der ersten
Hauptkomponente im N-dimensionalen Raum und beschreibt die zweithochste Variabilitdt im
Datensatz. Fiir die darauffolgenden Hauptkomponenten setzt sich das entsprechend fort. Die
Scores geben Aufschluss iiber die Beitrage der einzelnen Hauptkomponenten in jedem Pixel.
Sie werden durch Projektion auf den jeweilige Hauptkomponente bestimmt. Aus den Scores
kann zu jeder Hauptkomponente ein Bild generiert werden. Da sie ebenfalls sowohl positive
als auch negative Werte annehmen konnen, erfolgt zur Bildgenerierung eine Normierung der

Scores als Graustufenbild.

Anstelle der PCA findet sich in der Literatur auch hdufig der Begriff der Singuldrwertzerlegung
(engl. Singular Value Decomposition, SVD). In den meisten Féllen basiert die PCA auf
einer solchen Zerlegung, wobei die Daten zuvor entlang der Spalten, zentriert werden [94].!
Die PCA ist somit prinzipiell eine SVD einer spalten-zentrierten Datenmatrix [99]. Wird
dagegen allgemein von SVD gesprochen, so sind die Daten in der Regel nicht zentriert. Dies
wird dann auch als unzentrierte PCA bezeichnet[99]. Eine zur PCA verwandte Klasse von
Methoden sind die Nichtnegativen Matrixfaktorisierungs-Algorithmen (engl. Non-negative
Matrix Factorization, NMF). Sie wurde bereits zur Zerlegung hyperspektraler Raman- und
CARS-Bilder angewandt [100-103].

Bei einer spaltenweise Zentrierung eines hyperspektralen Bild wird fiir alle Pixel einer Spektralbande, also
entlang der Spalten der Datenmatrix X, der Mittelwert bestimmt und von der entsprechenden Spalte abgezogen.
Diese Operation ist nicht zu verwechseln mit einer Normierung oder Standardisierung des hyperspektralen
Bildes. Diese erfolgen spektrenweise, also entlang der Reihen.
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4.2.4 Endmember-Extraktion und spektrales Entmischen

Spektrales Entmischen (engl. spectral unmixing) ist weit verbreitet in der Analyse hyperspek-
traler Bilder, wie sie beispielsweise in der Fernerkundung oder Mikroskopie vorkommen [104].
Ein Hyperspektrales Bild wird zunachst mittels eines Endmember-Extraktionsalgorithmus
(EEA) in einzelne spektrale Signaturen, den Endmembern (EM), zerlegt. Einige EEA suchen
die Endmember innerhalb des Datensatzes selber mit der Annahme, dass es in den hyperspek-
tralen Bildern sogenannte reine Pixel gibt, die also im Idealfall die spektrale Signatur oder
chemischen Fingerprint einer einzelnen Reinsubstanz représentieren [105]. Die Bestimmung
der Anzahl der erforderlichen Endmember ist ein nicht triviales Problem und erfolgt gewohn-
lich mittels Trial-and-Error [106]. In der eigentlichen Entmischung werden dann zu jedem
Pixelspektrum des hyperspektralen Bildes die relativen Anteile der Endmember bestimmt
[107]. Dargestellt als Abundanzkarte (engl. abundance map) liefern sie eine raumliche Vertei-
lung der spektralen Signaturen. Neben der uniiberwachten Entmischung mit vorangehender
EEA kann die Entmischung auch tiberwacht erfolgen [107]. Anstelle von Endmemberspektren

erfolgt dann z. B. die Entmischung auf Basis von Reinsubstanzspektren.

Das gelaufigste Entmischungsmodell nimmt an, dass sich die gemischten Spektren linear aus

den Endmemberspektren zusammensetzen (lineares Mischungsmodell, LMM) [108]:

M
T, = Z Upm€m + M, mit z, € RP (4.3)

m=1

wobei D die Anzahl der spektralen Bander, M die Anzahl der Endmember, e,, die spektrale
Signatur des m-ten Endmembers und a, ,, der Anteil des m-ten Endmembers im n-ten Pixel
ist. Der Additive Term mn, beschreibt residuales Messrauschen und den Modellfehler. Fiir die
relativen Anteile a,, ,,, wird festgelegt, dass sie nur positive Werte annehmen a,, ,, > 0 und in

Summe Eins ergeben Y anm = 1.

Aus der Differenz der Eingangsgrofien x, und dem Modell Z%Zl an mem kann nach Gleichung
4.2.4 der Fehler n, bestimmt werden. Die Fehlanpassung (engl. lack of fit, LOF [%]) berechnet
sich dann folgendermafien [109, 110]:

NS

LOF [%] = | ==L 100 (4.4)

Npix .2
Zn:llx wn

Der Anteil der erklarten Varianz des Modells berechnet sich mit [109, 110]:

Npix ,,2
R2[%)] = (1 - ZI;V?"“) -100 (4.5)

Zn:l wr21
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Beim LMM wird angenommen, dass die Endmemberspektren ungestort iiberlagern, also
nicht miteinander wechselwirken [111]. Beztiglich der in dieser Arbeit untersuchten hyper-
spektralen CARS-Bilder ist diese Annahme jedoch in mehrfacher Hinsicht nicht gegeben:
In CARS-Aufnahmen von komplexen Gemischen ergeben sich aufgrund der Nichtlineari-
tat des CARS-Prozesses Mischterme wie anhand von Gleichung 2.14 bei Anregung eines
Zweikomponenten-Gemisch gezeigt wird. Die spezifischen CARS-Signale eines Molekiils wech-
selwirken mit den spezifischen CARS-Signalen des anderen Molekiils. Weitere Mischterme
ergeben sich aus der Uberlagerung des resonanten CARS-Signals mit nichtresonanten Hinter-
grund (siehe Gleichung 2.16). Je nach Molekiilkonzentration und Anteil zum nichtresonanten
Untergrund koénnen dabei lineare oder quadratische Beitrige des resonanten CARS-Signals
iiberwiegen (siehe auch Abschnitt A.1.2) [112]. Betrachtet man die Signalintensitaten der
Pixel des Bildes in Abhangigkeit der Anregung zueinander, ergibt sich so letztendlich eine
komplexe nichtlineare Struktur im Spektralraum. So wurde z.B. in [112] ein nichtlinea-
rer Zusammenhang durch Auftragung der Signalintensititen bei 2844 cm~! und 2942 cm ™!
zueinander festgestellt und auf die nichtlineare Konzentrationsabhéangigkeit zuriickgefiihrt.
Zusatzlich kann die Komplexitéit durch weitere Beitrage von (Mehr-)Photonen-Prozessen wie
Zwei-Photonen-Fluoreszenz ansteigen. Durch eine spektrale Zerlegung auf Basis des linearen
Mischungsmodells in die einzelnen Bestandteile und Bestimmung der relativen Anteile wird
der urspriingliche Datensatz somit moglicherweise nicht ausreichend vom Modell widergespie-
gelt. Um dennoch das lineare Mischungsmodell anwenden zu kénnen, wird in dieser Arbeit ein
von Heylen et al. [105] entwickeltes EEA- und Entmischungsmodell angewandt. Der Distanz-
Maximum-Distanz-Extraktionsalgorithmus (engl. distance maximum distance, DMAXD) und
der Distanz-Simplexprojektion-Entmischungsalgorithmus (engl. distance simplex projection
unmixing, DSPU) basieren auf Distanzmaflen, welche frei wiahlbar sind. In dieser Arbeit
werden interne Distanzen der Pixelspektren entlang eines K-Néachste-Nachbarn-Graphen
verwendet (engl. K-nearest-neighbour graph, KNN). Solche Graph-Distanzen erfassen bereits
intern die nichtlineare Struktur eines Datensatzes und ermoglichen somit die Verwendung
linearer Endmember-Extraktions- und Entmischungsalgorithmen ohne mégliche Nichtlinea-
ritdten zu vernachlidssigen. Um den Einfluss des KKN-Graphen zu untersuchen, wird der
DMAXD-DSPU-Algorithmus zudem als lineare Version mit euklidischen Distanzenmaflen
ausgefithrt. Zum Vergleich wird weiterhin die populdre Vertexkomponentenanalyse (engl.
Vertex component analyse, VCA) zur Endmemberextraktion mit anschlieBender linearer

Entmischung durch Fehlerquadratminimierung angewandt [113] (siehe Abschnitt5.2).
Wie in den folgenden Abschnitten verdeutlicht wird, basiert die Endmembersuche des DMAXD

(unabhéngig vom Distanzmafl) und des VCA auf einem sehr dhnlichen geometrischen Ansatz.
Sie zielen, wie auch viele andere geometrische EEAs, auf eine Maximierung des Volumens
eines Simplex ab, welcher durch die Endmember aufgespannt wird [105]. In der Geometrie
ist ein Simplex in Abhéngigkeit der Dimension ein Punkt (nulldimensional), eine Strecke

(eindimensional), Dreieck (zweidimensional), Tetraeder (dreidimensional) usw. [96]. Die Idee
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hinter der Volumenmaximierung ist, dass nur Punkte innerhalb des Simplexvolumens durch
Linearkombinationen der Endmember beschrieben werden kénnen. Punkte die aulerhalb
des Volumens liegen konnen nicht ohne weiteres durch die Endmember dargestellt werden.
Das generelle Ziel von EEM-Algorithmen, ist es somit moglichst viele Punkte innerhalb des
Volumens einzuschliefen. Die Endmember sollten somit moglichst am Rand des Simplices
liegen. Die Endmemberfindung erfolgt bei beiden Algorithmen dabei auf Basis orthogonaler
Projektionen und Bestimmung der maximalen Distanz zu diesen Unterrdumen [105]. Sie
machen sich zu Nutze, dass die Maximierung des Simplexvolumens einer Maximierung
der orthogonalen Distanz gleichkommt [105]. Im folgenden Abschnitt wird zunéchst kurz
die lineare EEA-Entmischungskette VCA-NNLS beschrieben. Darauf aufbauend erfolgt in
den Abschnitten 4.2.4.3 und 4.2.4.4 separiert eine mit Hilfe des Modelldatensatzes eine
Schritt-fiir-Schritt-Beschreibung des KNN-Graphen, des EEA-Algorithmus DMAXD und
des Entmischungsalgorithmus DSPU. Es wird insbesondere auf Unterschiede der beiden

Algorithmen eingegangen.

4.2.4.1 Endmember-Extraktion und Entmischung mittels VCA-NNLS

Die Vertexkomponentenanalyse (VCA) [113] wurde bereits in zahlreichen Publikationen
zur Endmember-Extraktion hyperspektraler Raman-Aufnahmen eingesetzt. Fine Auflistung
befindet sich im Review [100]. Tabarangao et al. nutzten die Methode zur Kontrastgenerierung
von hyperspektralen CARS-Aufnahmen [93].

Als Vertex werden die Eckpunkte eines Simplexes bezeichnet. Diese entsprechen den am
starksten ausgepragten Spektren des Datensatzes und reprasentieren daher die ,reinsten
Spektren. Die Endmembersuche erfolgt dabei durch Projektion der Daten in orthogonaler
Richtung zu dem Unterraum, der durch die zuvor gebildet Endmember aufgespannt wird. In
diesem Unterraum wird dann ein Vektor mit beliebiger Richtung (randomisiert) generiert. Die
Daten werden dann wiederum auf diesen Vektor projiziert. Der neue Endmember entspricht
dabei dem Pixel mit maximaler Distanz zu dieser Projektion. Der VCA-Algorithmus ist somit
eine Kombination einer orthogonalen Projektion eines Unterraums und einer randomisierten
Projektion [114]. Der randomisierte Schritt ist ein wesentlicher Unterschied zum DMAXD-
Algorithmus.

Eine Besonderheit und weiterer Unterschied zum DMAXD-Algorithmus ist, dass vor der
eigentlichen EEA eine Dimensionsreduzierung des Datensatzes mittels PCA oder SVD erfolgt.
In Abhéangigkeit der gewédhlten Endmemberanzahl M werden nur die ersten M Scores einer
PCA bzw. SVD bei der Endmembersuche beriicksichtigt. Die Wahl zwischen PCA und
SVD erfolgt in Abhéngigkeit des Signal-zu-Rausch-Verhéltnisses des Datensatzes. Ab einem
gewissen Schwellwert wird die SVD anstelle der PCA verwendet. Die Dimensionsreduzierung
verringert den Rechenaufwand und fithrt zu verbesserten Signal-zu-Rausch-Verhaltnissen.

In einer élteren Version war dieser Schritt noch nicht implementiert [115]. Das Entmischen
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der Pixelspektren @,, der Anzahl Npi, in die Anteile a,, der Endmemberspektren e, erfolgt
meist durch Minimierung der Summe der Fehlerquadrate zwischen Modell- und Messdaten
unter Berticksichtigung der Nichtnegativitat und Summe-zu-Eins Bedingung (engl. fully
constrained least squares, FCLS)[107, 116]:

Npix / M 2
main Z (Z A m€m — acn> (4.6)
n=1 \m=1
Alternativ kann ein Kleinstefehlerquadrat-Algorithmus unter Beriicksichtigung von Nichtne-
gativitdt der Abundanzen, jedoch ohne der Summe-zu-Eins Bedingung angewendet werden

(engl. non-negative least squares algorithm, NNLS) [117].

4.2.4.2 Der K-Nachste-Nachbarn-Graphen

Abbildung 4.4a zeigt einen K-Nachste-Nachbarn-Graphen des Modelldatensatzes aus Abbil-
dung 4.2 und 4.2. Der K-Néchste-Nachbarn-Graphen verkniipft die in Nachbarschaft liegenden
Pixelspektren miteinander. Der Parameter K entspricht der Anzahl der Verkniipfungen, die
hier mit K = 5 gewéhlt wurde. Anstelle des euklidischen Abstandes, kann die Distanz
zwischen zwei Punkten entlang des Graphen bestimmt werden. In Analogie kann man sich
die Streckenbestimmung in einem Routenplaner vorstellen. Der Abstand zwischen zwei Orten
wird nicht iiber die Luftlinie (euklidische Distanz) sondern entlang des Straennetzes ermittelt.
Es sei angemerkt, dass reale hyperspektrale Datensatze aus sehr viel mehr Spektralbandern
bestehen. Die im folgenden gezeigten Operationen im dreidimensionalen Raum muss man
sich bei realen Daten somit im mehrdimensionalen oder D-dimensionalen Raum ,vorstellen®
(siehe Gleichung 4.2.4). Zur Veranschaulichung der Komplexitit realer Datenséitze zeigt
Abbildung 4.4b die Intensitatsverteilung entlang zweier Spektralbander einer hyperspektralen
CARS-Aufnahme eines Trichomes von Cannabis sativa L.. Zu erkennen ist eine nichttriviale
Form der Datenwolke welche unter anderem aus Uberlagerung der CARS-Signale mit Zwei-
Photonen-Fluoreszenz resultiert. Aufgrund der Anwendung interner Distanzen entlang des
KKN-Graphen kann eine solche Struktur jedoch erfasst werden, sodass keine Information

verloren geht.

4.2.4.3 Der Endmember-Extraktionsalgorithmus DMAXD

Der Distanz-MAXD-Algorithmus (DMAXD) [105] ist eine auf Distanzmafle angepasste Va-
riante des Maximum-Distanz-Algorithmus (MAXD) [118; 119]. Das Distanzmaf ist frei
wahlbar. Wie bereits oben beschrieben, werden in dieser Arbeit die internen Distanzen der
Pixelspektren entlang eines K-Néchste-Nachbarn-Graphen als Distanzmafl zur Berticksichti-
gung moglicher Nichtlinearitdten verwendet (KKN-DMAXD) [105]. Zum Vergleich wird der
DMAXD-Algorithmus als lineare Version mittels euklidischer Distanzen ausgefithrt (Euklid-
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Abbildung 4.4: Anwendung des K-Nachste-Nachbarn-Graphen auf hyperspektrale
Bilder. (a) Darstellung der Modelldatensatzes aus Abbildung 4.1 im dreidimensionalen
Spektralraum mit Nachste-Nachbarn-Graphen (K = 5). (c¢) Auftragung der Pixelintensitéten
zweier Spektralbdnder eines hyperspektralen CARS Bildes einer komplexen biologischen
Probe (Dimension: x: 1024, y: 1024, A: 76; Trichom von Cannabis sativa L.). Im Spektralraum
ist eine nichtlineare Intensitédtsverteilung zu erkennen. Euklidische Distanzen und Distanzen
entlang eines KNN-Graphen konnen stark voneinander abweichen. Die diskreten Intensitéts-
abstéinde kommen durch die Speicherung von Bildintensitéten im 8 Bit-Format zustande (256
Intensitatsstufen mit Werten 0 — 255).

DMAXD). In Abbildung 4.5a wird das Prinzip des DMAXD- Extraktions-Algorithmus anhand
des Modelldatensatzes aus Abbildung 4.4 mittels KNN-Distanzen visualisiert. Die Intensitéts-
werte der Pixelspektren werden in Abbildung 4.5b in Abhéangigkeit von Iy, I, und I,, im
dreidimensionalen Raum darstellt. Als erster Endmember wird beim DMaxD-Algorithmus
das Pixelspektrum mit dem gréften Abstand zum Ursprung, also mit der grofiten Vektorldnge
gewahlt (Abbildung 4.5a). In einem hyperspektralen CARS-Datensatz konnte die maximale
Vektorlange beispielsweise in Bildbereichen maximaler CH-Streckschwingungsintensitat auf-
treten, die beispielsweise von einer CH-bindungsreichen Substanz hoher Konzentration in
dem Bereich resultiert.! Als zweiter Endmember wird das Pixelspektrum mit der maximalen
Distanz zum ersten Endmember gewahlt. Dies ist meist der Endmember mit der kleinsten
Vektorlange (Abbildung 4.5b). An dieser Stelle wird zum ersten Mal der zuvor generierte
KNN-Graph des Datensatzes genutzt. Mittels des Dijstra-Algorithmus werden hierbei die
minimalen Distanzen entlang des KNN-Graphen von jedem Punkt zu EM1 ermittelt. Der

Punkt mit maximalem Wert dieser minimalen Distanz entspricht dem zweiten Endmember.?

In fluoreszenzdominierenden Aufnahmen wére eine maximale Vektorlinge auch in einem Pixelspektrum mit
maximaler Zwei-Photonenfluoreszenz denkbar, wenn diese die maximalen mittleren CARS-Signale in der
Aufnahme iibertreffen.

Eine minimale Vektorldnge d.h. minimale mittlere Intensitdt ist in CARS-Daten beispielsweise in Rand-
bereichen einer Aufnahme abseits der Probe denkbar, an denen z. B. nur nichtresonanter Hintergrund des
Deckglases erfasst wird.
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Die Endmemberfindung erfolgt generell tiber die maximale orthogonale Distanz zu einem
Simplex, welchen von den Endmembern aufgespannt wird. Dies wird damit begriindet, dass
der Punkt mit maximaler orthogonaler Distanz zu der Hyperebene der zuvor ermittelten
Endmember, dem Punkt entspricht, der auch das Simplexvolumen maximiert. Im ersten Fall
mit einem Endmember ist der Simplex ein Punkt. Kommt ein zweiter Endmember hinzu wird
der Simplex zu eine Linie. Das Volumen der Linie entspricht hierbei der Lange des Simplex,
die wie in Abbildung 4.5b dargestellt wird, maximiert wird. Mit maximaler orthogonaler
Distanz zu der von EM1 und EM2 aufspannten Simplex-Linie wird der dritte Endmember
gewéahlt. Dieser befindet sich am Rand der Datenwolke in Richtung A1 und A\2. EM3. Der
Simplex aus EM1, EM2 und EM3 bildet nur eine Fléche wie in Abbildung 4.5¢ zu erkennen
ist. Wiederum orthogonal mit maximaler Distanz zu dieser Simplex-Flache wird der vierte
Endmember generiert. Der Simplex entspricht dann einem Tetraeder. An dieser Stelle wird
die Endmembersuche abgebrochen. Output der Endmember-Extraktion sind die in Abbildung
4.5e dargestellten Endmember-Spektren.t

4.2.4.4 Der Entmischungsalgorithmus DSPU

Eine Entmischung auf des Basis eines KNN-Graphen (bzw. euklidischer Distanz als lineare
Version) erfolgt tiber den Distanz-Simplex-Projektion-Entmischungsalgorithmus (engl. distan-
ce simplex projection unmixing, DSPU). Der DSPU-Algorithmus ist eine auf Distanzmafe
modifizierte Version des Simplex-Projektion-Entmischungsalgorithmus. Dieser basiert auf
der Gleichheit eines kleinsten Fehlerquadrate Problems und dem Problem der Projektion
eines Punktes auf einen Simplex, wie im Folgenden anhand des Bespiels nédher erklart wird
[107]. Als Spektrum-Input wurden die zuvor bestimmten Endmemberspektren des DMAXD
verwendet, welche den in Abbildung 4.6a grau hinterlegten Simplex aufspannen. In Abbildung
4.6a wird zunéchst die Ermittlung der Anteile eines Pixelspektrums erklart, deren Punkte sich
innerhalb des Volumens des Endmember-Simplices befinden (blau umkreist). Um den Anteil
eines Endmembers am Spektrum des Pixels zu bestimmen, wird das Volumen eines Simplexes
bestimmt, der durch den Punkt und die restlichen Endmember, also ohne den besagten End-
member aufgespannt wird. Aus dem Verhéltnis des Endmember-Simplex-Volumens (grau) und
Punkt-Endmember-Simplex-Volumens (hellblau) berechnet sich dann der Anteil zum entspre-
chenden Endmember. Das Spektrum des hier gezeigten Punktes setzt sich beispielsweise zu
75 % aus dem ersten Endmemberspektrum zusammen, wie an der deutlichen Uberlappung des
grauen und hellblauen Simplexes zu erkennen ist. Die Volumina der anderen drei Endmember
sind gegeniiber dem Endmembersimplex sehr viel kleiner, woraus sich kleinere Anteile von
4% bis 11 % ergeben. Abbildung 4.6b zeigt das Vorgehen, wenn ein Punkt auflerhalb des

Endmember-Simplex-Volumens liegt. Eine direkte Bestimmung der Anteile ist nicht mehr

Aufgrund der geringen Anzahl an spektralen Bandern (D = 3) und einer im Vergleich hohen Zahl an
extrahierten Endmembern (M = 4) miisste der Modelldatensatz nach einer Definition von Chang [106]
strenggenommen als multispektral bezeichnet werden (multispektral: D < M, hyperspektral: D > M).
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Abbildung 4.5: Prinzip des Endmember-Extraktionsalgorithmus DMAXD visua-
lisiert anhand eines Modelldatensatzes. (a) Der erste Endmember (EM1) entspricht
dem Endmemberspektrum der grofiten Norm (Vektorlange). (a-c))Alle darauffolgenden End-
member werden durch maximale orthogonale Distanz des Endmember-Simplices entlang des
zuvor ermittelten KNN-Graphen ermittelt (grau hinterlegt). (e) Der Output des Endmember-
Extraktionsalgorithmus ist ein Spektrum jedes Endmembers.
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Abbildung 4.6: Prinzip des Entmischungsalgorithmus DSPU. (a) Entmischung eines
Pixelspektrums das sich innerhalb des Endmember-Simplex-Volumens befindet. Die Anteile
zu jedem Endmember konnen anhand des Verhaltnisses des Endmember-Simplex-Volumens
(grau umrandet) und des Punkt-Endmember-Volumens (hellblau ausgefiillt) exakt bestimmt
werden. Jedoch tritt dieser Fall in realen Daten selten oder nie auf, da sich die meisten Punkte
mit zunehmender Anzahl spektraler Béander aulerhalb des Volumens befinden (sogenannter
Fluch der Dimensionalitét [108]). (b) Projektion eines Pixelspektrums auf den Endmember-
Simplex. Der projizierte Punkt entspricht der Losung eines vollstandig eingeschrankten
Kleinste-Fehlerquadrate-Entmischungsalgorithmus. (c¢) Output des Entmischungsalgorithmus
sind die Abundanzkarten der Endmember dargestellt in Grauwerten (schwarz: a = 0% bis
weil: @ = 100 %). Rot umrandet sind die ,reinen* Endmemberpixel bei a = 100 % (weifle
Pixel). Blau umrandet ist der Pixel aus (a).

moglich. Der Punkt muss daher auf den Simplex projiziert werden. Von dem projizierten
Punkt kénnen dann entsprechend dem oben beschriebenem Vorgehen die Anteile bestimmt
werden. Der projizierte Punkt entspricht der FCLS-Losung (siche Abschnitt 4.2.4.1).

Der Algorithmus wird fiir jeden Pixel im hyperspektralen Bild ausgefiihrt, sodass sich am

Ende die in Abbildung 4.6¢ dargestellten Abundanzkarten der vier Endmember ergeben.
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4.3 Statistische Versuchsplanung

Komplexe Systeme sind von einer Vielzahl von Eingangsgrofien abhéngig. Um in einem
Experiment den Einfluss eines Parameters auf eine Zielgrofle zu untersuchen, wird dieser
fir gewohnlich variiert, wahrend alle anderen Einflussgroflen konstant gehalten werden,
was als ,Ein Faktor nach dem anderen“-Methode (one factor at a time, OFAT) bezeichnet
wird. Ist man eher an einem optimalen Ergebnis als an bestimmten Abhéngigkeiten eines
einzelnen Parameters interessiert, erfolgt oftmals auch eine eher intuitive ,/Trial and Error®-
Vorgehensweise, bei der mehrere Parameter zur selben Zeit variiert werden. Bei beiden
Methoden wird jedoch nur durch Zufall ein optimales Versuchsergebnis hervorgebracht, da
Einzelwirkungen (Trial and Error) oder Wechselwirkungen (OFAT') der Einflussfaktoren nicht
erfasst werden. Die statistische Versuchsplanung liefert im Gegensatz dazu systematische
Methodiken, die mit moglichst geringem Aufwand eine maximale Information iiber das System
liefern. Dabei werden sowohl Einzelwirkungen als auch Wechselwirkungen der Parameter auf
eine Zielgrofie berticksichtigt [120].

Die Versuchsplanung wird fiir gewohnlich in fiinf Stufen unterteilt. An erster Stelle steht die
eigentliche ,,Planung” des Versuchs. Hier erfolgt eine Definition des betrachteten Systems
mit seinen Systemgrenzen, moglichen Einflussgrofien (Parametern) und der Zielgroe, auch
Qualitatsmerkmal genannt, aber auch moglichen Stérgrofien. Dies erfolgt meist in einem
Parameter-Diagramm. Darauf folgt eine Auswahl von Paramtern, den Faktoren, deren Einzel-
und Wechselwirkungen auf das Qualitatsmerkmal systematisch mittels eines Versuchsplans
untersucht werden. Jeder Faktor wird dabei in mindestens zwei Einstellungen, den Stu-
fen variiert. Entscheidend ist hierbei der Stufenabstand, da dieser den Effekt des Faktors
bestimmt. Neben der richtigen Faktorwahl loten erste Experimente daher zunéachst auch
die richtigen Stufenabstdnde dieser Faktoren aus. Diese Stufe wird auch als ,,Screening*
bezeichnet. Nach Auffindung der richtigen Faktoren und Stufenabsténde erfolgt dann eine
detailliertere quantitative Analyse. In dieser ,,Optimierungs“-Stufe wird der optimale Bereich
der einzelnen Faktoren bestimmt. Darauf folgt dann eine ,, Testung auf Robustheit®. Hierbei
wird untersucht welchen Einfluss kleine Verdanderungen der Parameter auf die Zielgrofie
haben. Je nach Komplexizitat des System und der betrachteten Stufe stehen unterschiedliche
Versuchsplankonzepte zur Verfiigung. Generelle Kriterien fiir Versuchsplane sind Orthogona-
litdt, Ausgewogenheit und Randomisierbarkeit [120]. Einen detaillierten, anwendungsnahen
Einblick in die Materie liefert das Buch von Siebertz [120]. In dieser Arbeit werden einige
DOE-Konzepte fiir die Detektion von ATP innerhalb von Mikrofluidiksystemen mittels SERS
angewandt. Die Anwendung bewegt sich dabei meist auf der ersten ,Versuchsplan“-Stufe
(Systemdefinition) und ,Screening“-Stufe (Auffindung relevanter Parameter). Aber auch erste

Optimierungsschritte werden durchgefiihrt (siche Abschnitt 5.4.6).
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Kapitel 5

Anwendungen

5.1 Chemisches Fingerprinting glandulirer Trichome

von Cannabis sativa L. mittels CARS Mikroskopie

5.1.1 Einleitung

Cannabis sativa L. und seine Inhaltsstoffe erfahren seit der Entdeckung des Endocannabinoid-
Systems ein zunehmendes Interesse in der Pharmaforschung [121]. Das wohl bekannteste
Cannbinoid, Tetrahydrocannabinol (THC) wird beispielsweise zur Behandlung der Symptome
neurologischer Erkankungen [122], multiple Sklerose [123] oder Krebs [124] eingesetzt. Andere
Cannabinoide wie Cannabidiol (CBD), Terpene und phenolische Verbindungen zeigen weitere
interessante pharmazeutische Eigenschaften [125]. Die Biosynthese der Metabolite erfolgt fur
gewOhnlich innerhalb spezialisierter Organe, haarahnlicher Strukturen an der Oberflache der
Pflanze, den glanduldren Trichomen. Trichome sind in Pflanzen weitverbreitete epidemische
Organe unterschiedlicher Funktion. Neben den glanduldren Trichomen gibt es driisenfreie,
nicht-glandulére Trichome [126-128]. In Cannabis sativa L. kommen jeweils zwei Formen
der glandularen und nicht-glanduldren Trichome vor. Die glanduldren Trichome unterteilen
sich in kurzstielige Trichome mit kleinem Kopf und in langstielte Trichome mit groflem
kugelféormigen Kopf und bilden sich an Brakteen weiblicher Bliiten oder an Staubbeuteln
mannlicher Bliiten aus. Es wird vermutet, dass sie der Hauptaustragungsort der Cannbinoid-
Biosynthese und -Speicherung sind [129, 130], weshalb nur diese weiter untersucht wurden.
Die Synthese und Akkumulation der Metabolite erfolgt in den Scheibenzellen (engl. disk
cells) bzw. in dem anliegenden sekretorischen Hohlraum (engl. secretory cavity) [131]. Abbil-
dung 5.1 zeigt den Biosyntheseweg der Cannbinoide auf. Cannabigerolsaure (CBGA), die
zentrale Vorlauferstruktur der Cannabinoide, bildet sich aus Geranyldiphosphat (GPP) und
Olivetolsdure (OA), die sich jeweils aus dem DOXP/MEP-Weg und der Fettsédurebiosynthese
ableiten [5] (zu Olivetolsaure, siehe auch Abbildung 1.2). Ausgehend von CBGA werden
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Abbildung 5.1: Biochemischer Reaktionsweg der Cannbinoidsynthese in C. sativa.
CBGA, die zentrale Zwischenstufe des Cannabinoid-Syntheseweges wird aus GPP und OA
gebildet. AnschlieBend wird CBGA in die Sduren von THC und CBD mittels der Oxidore-
duktasen THCAS und CBDAS umgewandelt. Zusatzlich gezeigt werden héufig vorkommende
Monoterpende und Fettsduren des dtherischen Ols der glanduliren Trichome [142, 143].

zahlreiche Cannabinoide synthestisiert. Gezeigt werden hier die am haufigsten vorkommen-
den, A9-Tetrahydrocannabinolsdure (THCA) und Cannabidiolsdure (CBDA) [5, 132-135].
Entsprechend des THCA und CBDA Gehaltes werden Cannabis-Pflanzen als Drogen-Typ
(THCA-reich, CBDA-arm), Intermediat-Typ (THCA-Medium /-arm, CBDA-reich) oder
Faser-Typ (THCA-arm, CBDA-reich) klassifiziert [5, 136].

Die Genom-Analyse glanduldrer Trichome zeigte, dass nahezu alle Genkandiditaten des
Cannabinoid-Syntheseweges bevorzugt in glanduldren Trichomen exprimiert werden [137].
Die Bestimmung der Zusammensetzung des édtherischen Ols erfolgte bisher mittels GC/MS
[138], LC/MS [139] oder NMR Analyse [140]. Die THCA Konzentration in Cannabis Extrak-
ten wurde zudem mittels Fluoroimmunoassays vorhergesagt [141]. Diese Techniken arbeiten
jedoch nicht-zerstorungsfrei und erfordern eine hohe Anzahl an Trichomen. Fir eine Einzel-
Trichom-Analytik oder Lokalisierung der Metabolite innerhalb eines Trichomes sind sie daher
ungeeignet. Ziel dieser Studie ist eine rdumlich hochauflésende Analyse sekundérer Metabolite
in glanduldren Trichomen von Cannabis sativa L.. Dies wird mittels hyperspektraler CARS
Bildgebung in Kombination mit einer nichtlinearen Entmischungsmethode erreicht (siche
Abschnitt 2.5 und 4.2.4). Weitere morphologische Information wird durch eine Kombination
von Transmission sowie Ein- und Zwei-Photonenfluoresenz-Aufnahmen erhalten (siehe Ab-
schnitt 2.2, und 2.3). Dieser multimodale Ansatz ermoglicht sowohl morphologische als auch
spezifische chemisch-analytische Untersuchungen einzelner sekundéarer Metabolite wie THCA
und CBDA einer Probe ohne Extraktion des dtherischen Ols.
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5.1.2 Methoden

5.1.3 Morphologie mittels Fluoreszenz und Transmission

Um die Morphologie der Probe zu untersuchen wurden Transmissions-, Einzel-Photon-
Fluoreszenz und Rasterelektronenmikroskopaufnahmen (REM) glandulérer Trichome von
Cannabis sativa L. aufgenommen. Abbildung 5.2 zeigt die Ergebnisse von C. sativa Bedrobinol.
Die Anregung der Fluoreszenz bei 561 nm generiert zwei Arten von Fluoreszenz, eine griine
Fluoreszenz und eine rote Fluoreszenz (Abbildung 5.2 a). Die Herkunft der griinen Fluoreszenz
ist vermutlich auf ein Gemisch unterschiedlicher organischer Fluorophore zuriickzufiihren,
die im Folgenden nur noch als organische Fluoreszenz bezeichnet wird. Die rote Fluoreszenz
stammt vermutlich von Chlorophyll a. Die Uberlagerung der beiden Fluoreszenzphinomene
mit Transmission ermoglicht eine Unterscheidung unterschiedlicher Komponenten des glandu-
ldren Trichomes (Abbildung 5.2 a, b) , die ebenso mittels REM aufgelost werden (Abbildung
5.2 ¢). Das Transmissionbild gibt eine Ubersicht iiber die Gesamtstruktur des glanduliren
Trichomes. Es besteht aus einem kugelformigen Kopf, der auf dem Stiel angebracht ist. Der
Kopf unterteilt sich in einen zelluldren Teil ausgepragter organischer Fluoreszenz, den Schei-
benzellen und dem sekretorischen Hohlraum. Die hohe Lichttransparenz und verminderte
Fluoreszenz weist auf die Anwesenheit eines dtherisches Ol im sekretorischen Hohlraum hin.
Der Stiel zeigt organische Fluoreszenz und rote Fluoreszenz des Chlorphyll a, die eine Lokali-
sierung der Chloroplasten erméglicht. Die Verkniipfung zwischen dem Stiel und dem Kopf
wird durch die Stielzellen ermdoglicht, die sich durch eine ausgeprégte rote Fluoreszenz des
Chlorophyll a deutlich vom Rest unterscheiden, wie insbesondere von der Ansicht von unten
zu erkennen ist (Abbildung 5.2 b). Die Verkntipfung der Stielzellen zum Stiel und Kopf wird
durch REM-Aufnahme verdeutlicht. Da glandulare Trichome oftmals in einem trockenen und
rehydrierten Zustand untersucht werden, wurde der Einfluss eines solchen Trockungsprozesses
untersucht. Abbildung 5.2 d-f zeigt den Einfluss nach zwei Tagen Trockung. Wéahrend des
Trocknungsprozesses entstehen zusétzliche morphologische Strukturen, was auf eine Bildung

von Artefakten hinweist und vermutlich nicht die native Struktur représentieren.

5.1.4 Morphologie mittels Forward- und EPI-CARS Mikroskopie

bei Einzelwellenliangenanregung

Die Morphologie wurde weiterhin mittels CARS Mikroskopie mit Einzelwellenlingenanregung
in Vorwérts- und Riickwartsrichtung untersucht. Um einen Bildkontrast aliphatischer CH-
reicher Substanzen zu erzeugen, wurden der Pump Laser in den Resonanz-Bereich aliphatischer
CH-Streckschwingungen gestimmt (Pump: 812,6 nm, Stokes: 1064nm; voy = 2861 cm™?,
siche Abschnitt 2.5). Zusétzlich auftretende TPF-Signale liefern weitere morphologische
Information. Abbildung 5.3 zeigt die Multi-Photon-Bilder eines sekretorischen Hohlraums

von C. sativa Bedrobinol und C. sativa Fedora aufgenommen mit vier Detektorkanélen,
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Abbildung 5.2: Transmission und Einzel-Photonen Fluoreszenz und REM Bilder
eines glanduldren Trichomes von C. sativa Bedrobinol. (a) Gesamtansicht eines
glanduléaren Trichomes mit Fluoreszenzspektren (Anregung bei 561 nm) (b) isolierter Kopf
(Anregung bei 561 nm) (c) REM-Aufnahme eines Kopfes und der Verkniipfung zum Stiel (d-f)
Zeitabhangige Degradation eines glanduldren Trichomes von C. sativa Bedrobinol (frisch,
nach einem und zweiten Tagen bei 27 °C). Blau: Transmission; Weif}: Fluoreszenz organischer

Substanzen (Emission 580 nm—630nm); Griin: Fluoreszenz von Chlorophyll a (Emission
660 nm—700nm). Mafstab (a, b, d-f) 50 pm, (c) 25 pm.
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Abbildung 5.3: CARS- und Zwei-Photonen-Fluoreszenz-Aufnahmen (TPF) in
Riickwirts- und Vorwirtsrichtung eines sekretorischen Hohlraums von C. sativa
Bedrobinol (a-d) und C. sativa Fedora (e-h). Anregung bei Pump 812,6 nm und Stokes
1064nm (2861 cm™!). (a,e) Griin: TPF von Chlorophyll a in Riickwartsrichtung (Emission
560 nm—750nm); (b,f) Weifl: TPF organischer Substanzen in Riickwértsrichtung (Emission
380 nm-560 nm); (c,g) Magenta: CARS-Signal des étherischen Ols in Vorwértsrichtung; (d,h)
Weif3: TPF organischer Substanzen in Vorwértsrichtung. Mafstab: 50 pm.

zwei in Vorwértsrichtung (engl. Forward, F) und zwei in Riickwartsrichtung (EPI), jeweils
von kiirzeren und lingeren Wellenldngen. Die riickwértsgerichteten Signale werden von TPF
dominiert (EPI-TPF): Langwellige Signale zeigen die rote Fluoreszenz von Chlorophyll a in
den Chloroplasten des Stiels und der Stielzellen und kurzwellige Signale zeigen die organische
Fluoreszenz in den Scheiben- und Stielzellen. Diese Beobachtung sind in Ubereinstimmung
mit den Einphoton-Fluoreszenz Phianomenen allerdings mit dem Unterschied, dass TPF
eine hohere Auflosung erméglicht, was insbesondere anhand der besseren Lokalisierung der
Chloroplasten in den Scheibenzellen zu erkennen ist. In Vorwartsrichtung werden langwellige
Signale vornehmlich aus dem sekretorischen Hohlraum emittiert und auf CARS-Signale
zuriickgefithrt (F-CARS): Diese Signale werden durch die aliphatischen CH-reichen Substanzen
des atherischen Ols im sekretorischen Hohlraum verursacht und sind in Ubereinstimmung
mit der hohen Lichttransparenz. Die vorwartsgerichteten kurzwelligen Signale sind auf
die organische Fluoreszenz zuriickzufiithren und vergleichbar zu den riickwartsgerichteten
Signalen jedoch mit geringer Intensitat. Aus diesem Grund wurde dieser Kanal nicht weiter

berticksichtigt.
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5.1.5 Chemisches Fingerprinting mittels entmischter hyperspek-
traler CARS-Aufnahmen

Die Verteilung einzelner Metabolite innerhalb des glanduldren Trichomes wird mittels
hyperspektraler CARS-Bildgebung (HCARS) untersucht. Mittels eines spektralen EEA-
Entmischungsalgorithmus und anschlieflender hierarchischer Clusteranalyse (HCA) extrahier-
ter Probenspektren und Referenzsubstanzspektren (Endmember) erfolgt eine Spektrenzu-
ordnung. Als EEA-Entmischungsalgorithmus wird der KNN-DMAXD-DSPU-Algorithmus
verwendet, da dieser mogliche Nichtlinearitdten im Datensatz erfasst. Fiir einen tiefergehenden
Einblick in die verwendeten Methoden sei auf Abschnitt 5.2 verwiesen. Die spektrale Entmi-
schung der HCARS-Daten aufgenommen in Vorwartsrichtung (F-HCARS) erfolgt mit Hilfe
eines Vier-Endmember-Modells. Der chemische Fingerabdruck wird mittels der Endmember-
spektren erfasst, die entsprechenden Abundanzkarten liefern die rédumliche Verteilung. Fiir die
Drogen-Typ Proben beschreiben zwei Endmember CH-Streckschwingungen, ein Endmember
Fluoresenz und ein Endmember residuales Rauschen. Fiir die Faser-Typ Proben beschreibt
ein Endmember CH-Streckschwingungen, ein Endmember Fluoreszenz und zwei Endmember
residuales Rauschen. Die F-HCARS-Spektren der Referenzsubstanzen werden in gleicher
Weise entmischt. Aufgrund der reduzierten Komplexizitat erfolgt die Entmischung jedoch auf
Basis eines Zwei-Endmember-Modells (CH-Streckschwingungen, residuales Rauschen). Neben
den Cannabinoiden, werden die am haufigst vorkommenden Monoterpene und Fettséduren in
die Analyse einbezogen (siche Abbildung 5.1, [142, 143]).

5.1.5.1 Ahnlichkeitsanalyse von Endmemberspektren der Trichome von C. sa-

tiva Bedrobinol, C. sativa Fedora und Reinsubstanzen

Spektrale Ahnlichkeiten zwischen den Endmemberspektren der Trichome und den Endmem-
berspektren der Referenzsubstanzen werden mittels HCA erfasst. Abbildung 5.4 zeigt die
Endmemberspektren, die CH-Streckschwingungen beschreiben und entsprechenden Abun-
danzkarten sortiert nach den Ergebnisse der HCA. Das Dendrogramm der HCA illustriert die
spektralen Ahnlichkeiten. Fiir die Trichome des Drogen-Typs offenbart die HCA eine Ahnlich-
keit der Endmember mit hoher Abundanz in dem sekretorischen Hohlraum (BCav) mit dem
Spektrum reinen THCAs, was auf eine Akkumulation von THCA innerhalb des sekretorischen
Hohlraums hinweist. Die Spektren der Scheibenzellen (Bdisk) unterscheiden sich deutlich von
den Spektren innerhalb des sekretorischen Hohlraums (BCav). Sie zeigen eine Ahnlichkeit
zu CBGA, was auf eine Akkumulation dieses Cannabinoids innerhab der Scheibenzellen der
Trichome des Drogen-Typs schliefen lasst. Das breite undefiniertere CH-Signal kann auch
auf ein komplexes Gemisch unterschiedlicher CH-reicher Substanzen in den Scheibenzellen
hinweisen. Im Unterschied zu den Trichomen des Drogen-Typs zeigen die Endmember des
sekretorischen Hohlraums der Trichome des Faser-Typs einen spektralen Fingerabdruck der
laut HCA am éhnlichstem CBDA /Myrcen ist. Trichome des Faser- und Drogen-Typs kénnen



64 5. ANWENDUNGEN

somit offenbar anhand des spektralen Fingerabdrucks des dtherischen Ols im sekretorischen
Hohlraum unterschieden werden. Im Unterschied zu den Scheibenzellen des Drogen-Typs
zeigen die Scheibenzellen des Faser-Typs keine CH-Streckschwingungen, die sich deutlich
von der Umgebung unterscheiden. Die EEA findet daher keine scheibenzellen-spezifische
Endmember und somit keinen charakteristischen chemischen Fingerabdruck. Die Ahnlichkeit
von CBDA und Myrcen im untersuchten spektralen Bereich verhindert eine Unterscheidung
dieser Substanzen mit der derzeitigen Methode. Eine separate Lokalisierung innerhalb der
Proben war daher nicht moglich. Dies zeigt deutlich die Grenzen der derzeitigen Methode
auf. Im Gegensatz dazu zeigt THCA ausgeprigte spektrale Features, die eine Identifizierung

und Lokalisierung mittels des Endmember Ansatzes ermdoglicht.

5.1.5.2 Uberlagerung von entmischten CARS und Zwei-Photonen-Fluoreszenz-

Aufnahmen

Ein Gesamtbild aus Metabolitverteilung und morphologischer Struktur wird durch Kombina-
tion der entmischten F-HCARS Daten und entsprechenden entmischten Daten in Riickwarts-
richtung erhalten, welche von Zwei-Photonen-Fluoreszenz dominiert werden (EPI-HTPF,
Abbildung 5.5). Die ausgepréigte organische Fluoreszenz in den Scheibenzellen der Trichome
des Drogen-Typs ermoglicht die Unterscheidung dieser Zellen vom sekretorischen Hohlraum.
Bereiche hoher Abundanzen der CH-Streckschwingungen mit Ahnlichkeit zu CBGA und/oder
eines komplexen Gemisches tiberlagern mit der Region organischer Fluoreszenz, was darauf
hinweist, dass die entsprechenden Substanzen nahezu nur innerhalb der Scheibenzellen in

hoher Konzentration vorliegen.

5.1.6 Diskussion

Chemisches Fingerprinting sekundéarer Metabolite in biologischen Proben erfordert eine hohe
spektrale Selektivitdt und anspruchsvolle Datenevaluierung. In komplexen biologischem Ma-
terial ist dies zusatzlich durch die Autofluoreszenz der Probenmatrix erschwert, die aber auch
genutzt werden kann um ein besseres Gesamthbild der Probe zu erhalten. Anregung der hier
untersuchten glanduldaren Trichome des Drogen- und Faser-Typs von Cannabis sativa L. bei
561 nm zeigt die Pflanzen-typische griine Fluoreszenz und zusétzlich (dunkel-)rote Fluoreszenz,
welche vom Chlorophyll a herriithrt [144-147]. Die griine Fluoreszenz ist vermutlich in erster
Linie auf hoch fluoreszente Substanzen in den Zellwénden zuriickzufiihren (z. B. Ferulasiure)
[145]. In einer Publikation von Talamond el al. [144] wurde gezeigt, dass die hyperspektrale
Bildgebung der griinen Fluoreszenz mit anschlieBender multivariater Separierung der Spektren
prinzipiell zur Bildgebung einzelner phenolischer Metabolite in Pflanzenmaterial geeignet
ist (zB. Koffein in Kaffeeblattern). Cannbinoidséduren zeigen jedoch nur bei Anregung im
UV Bereich eine deutliche Fluoreszenz [139], wéhrend hier nur eine Anregung im sichtbaren

Bereich erfolgte. Weiterhin zeigen sie aufgrund ihrer ahnlichen Struktur eine sehr d&hnliche
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Abbildung 5.4: Hierarchische Clusteranalyse von F-HCARS-Endmemberspektren
von Referenzsubstanzen und glandulidrer Trichome von C. sativa Bedrobinol
(zwei Proben) und C. sativa Fedora (zwei Proben).. (Panel C) Visualisierung der
spektralen Ahnlichkeit der HCA im Dendrogramm. Clustergruppen hoher Ahnlichkeit werden
durch die gefarbte Verkniipfungen gekennzeichnet. Verkniipfungen ohne genaue Zuordnung
werden grau dargestellt. (Panel B) Uberlagerung éhnlicher Endmemberspektren. (Panel A)
Entsprechende Abundanzkarten der gezeigten Endmemberspektren. Bezeichnungen erfolgten
entsprechend dem Probentyp (B = Bedrobinol; F = Fedora) und der Lokalisierung (Cav =
sekretorischer Hohlraum; disk = Scheibenzellen). Die Abkiirzungen der Referenzsubstanzen
sind entsprechend Abbildung 5.1.
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Abbildung 5.5: Uberlagerung von F-HCARS Abundanzkarten und EPI-HTPF Ab-
undanzkarten von (a) C. sativa Bedrobinol und (b) C. sativa Fedora. Rot: CH-
Streckschingungen ahnlich THCA; Geld: CH-Streckschwingungen am ahnlichsten zu CBGA;
Orange: CH-Streckschwingungen dhnlich CBDA /Myrcen; Weifi: TPF organischer Substanzen
(Emission 380 nm—560 nm); Griin: TPF von Chlorophyll a (Emission 560 nm—750 nm); (c-e)
Detaillierte Ansicht der Scheibenzellen von Bedrobinol. (¢) TPF organischer Substanzen
heben die Morphologie der Scheibenzellen hervor.(d) F-HCARS Signale machen die Verteilung
von CBGA und/oder einem komplexen Gemisch unterschiedlicher aliphatischer CH-reicher
Substanzen kenntlich. (e) F-HCARS Signale decken sich mit Bereich organischer Fluoreszenz,
was auf eine nahezu ausschlieflliche Verteilung von CBGA und/oder eines komplexen Gemi-
sches unterschiedlicher aliphatischer CH-reicher Substanzen in den Scheibenzellen hinweist.
Mafstab: (a, b) 50 pm; (c-e) 10 pm.
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Fluoreszenz, was eine deutliche Differenzierung verhindert [139]. Eine selektive chemische
Identifizierung des dtherischen Ols in den glanduliren Trichomen auf Basis von Fluoreszenz
ist daher auch mit ausgekliigelten Entmischungsmethoden schwierig. Aus diesem Grund wird
die griine Fluoreszenz hier nur genutzt, um eine generelle Verteilung organischer Fluoro-
phore in den glanduldren Trichomen zu erhalten. Diese organische Fluoreszenz ermoglicht
in Kombination mit der Fluoreszenz von Chlorophyll a und den Transmissionsbildern eine
eindeutige Differenzierung zwischen zelluliren Komponenten (Stiel, Stiel- und Scheibenzellen)
und den nichtzelluldren Komponenten (sekretorischer Hohlraum) [148-150]. Die Lokalisierung
sekundarer Metabolite in den glandularen Trichomen erfolgt mittels HCARS Bildgebung. Im
Unterschied zu den breibandigen Fluoreszenzspektren werden schiarfere Banden generiert, die
eine selektivere chemische Identifizierung ermoglichen. Die Anwendung der HCARS Bildge-
bung zur Detektion von THCA in glanduldren Trichomen wurde bereits von Garbacik et al.
[151] aufgezeigt. Die Untersuchung beschrankte sich jedoch auf getrocknetes und rehydriertes
Pflanzenmaterial und verhinderte eine genaue Lokalisierung des THCA. Weitere Metabolite
wurden gar nicht untersucht. Ein detaillierteres Bild hinsichtlich Morphologie und chemischer
Information wird hier mittels der HCARS Bildgebung erzielt, zu einem weil eine strukturerhal-
tende Probenahmestrategie genutzt wird und zum anderen weil eine Entmischungsmethode
zur Datenanalyse angewandt wird. Um die native Struktur zu erhalten, wurden intakte Tricho-
me vorsichtig von in Flissigstickstoff gefrorenen Cannabisbliiten geklopft. Eine Trocknung der
Trichome fiihrt hingegen zu pseudo-morphologischen Strukturen wie die Aufnahmen wéhrend
eines Trocknungsprozesses in Abbildung 5.2 d-f zeigen. Ein Bildung von Cryo-Artefakten
z. B. die Zerstorung zellularer Organellen oder subzellulérer Strukturen wie die sekretorischen
Vesikel im Hohlraum kann nichtsdestotrotz auch nicht ausgeschlossen werden [149]. Die hier
genannten Ergebnisse wiirde dies jedoch nicht beeinflussen. Die Entmischung der Daten erfolgt
mittels eines Algorithmus der urspriinglich im Bereich der Fernerkundung genutzt wurde
und die nichtlineare Natur von HCARS Daten erfasst und damit potentiell besser spektrale
Variationen und Abundanzen in den Daten erkennt. Mit diesem Ansatz werden fein-spektrale
Differenzen der CH-Streckschwingungen erfasst und von Fluoreszenz und residualen Rauschen
getrennt. Es ist zu betonen, dass eine solche geometrisch basierte Methode nicht unbedingt
die wirkliche Konzentration eines Analyten, sondern eher spektrale Differenzen in einem Bild
erfasst. Um dies kenntlich zu machen, werden hier Begriffe aus dem Entmischungsbereich
(z.B. Endmember, Abundanz) anstelle eher chemisch bezogener Terminolgien verwendet (z. B.
Konzentration). Nach dem Stand des Wissens wurde hier zum ersten mal eine nichtlineare
Entmischungsmethode zur Evaluierung nichtlinearer CARS Daten biologischen Proben ange-
wandt. Bisherige Publikationen im Bereich der Raman Mikro-Spektroskopie nutzten lineare
Entmischungsmodelle wie den populiaren VCA Algorithmus [112, 152, 153]. Dieser wurde
auch schon auf CARS-Daten angewandt [93]. Die Entmischung des F-HCARS Datensatzes
erfolgte zunéchst ohne Vektornormierung entlang der Spektren. Hierbei zeigt sich jedoch,
dass die Entmischung zumeist nur Variationen der absoluten Intensitiaten erfasst, was zu einer

hohenprofilahnlichen Aufteilung des sekretorischen Hohlraum von innen nach auflen fithrt. Um
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eine Entmischung entsprechend der spektralen Differenzen zu erzielen, wurden die Spektren
daher normiert. Dies bringt alle Spektren auf ein Intensitétslevel, sodass keine absoluten
Intensitdatsunterschiede mehr auftreten. Zur Entmischung der EPI-HTPF wurde dagegen auf
eine solche Normierung verzichtet, da hier die Entmischung nur zur Entrauschung genutzt
wurde. Die Ergebnisse zeigen auf, dass der neue Ansatz zur Bildgebung des chemischen
Fingerabdruckes geeignet ist. Im Unterschied zu einer fritheren Publikation wird nur eins der
zwei gezeigten CARS Spektren detektiert (THC1) [151]. THCA kann aufgrund des einzigarti-
gen Spektrums in den Trichomen identifiziert werden. Die Kombination der Ergebnisse der
HCA und der Abundanzkarten zeigen, dass die sekretorischen Hohlraume der Trichome des
Drogen-Typs zum Grofiteil THCA enthalten. Weniger klar ist die Zuordnung der spektralen
Fingerabdriicke der sekretorischen Hohlraume des Faser-Typs und der Scheibenzellen des
Drogen-Typs. Die Spektren der sekretorischen Hohlrdume des Faser-Typs dhneln sowohl
CBDA als auch Myrcen. Eine spektrale Unterscheidung der beiden Substanzen und damit
individuelle Lokalisierung ist nicht méglich. Ebenso, sind die Spektren der Scheibenzellen
des Drogen-Typs dhnlich dem Spektrum von CBGA, zeigen aber auch geringfiigige Unter-
schiede, die auch auf die Prasenz eines komplexen Gemisches unterschiedlicher aliphatischer
CH-reicher Substanzen schlieen lassen. Nichtsdestotrotz, ist der Nachweis von THCA bzw.
CBDA /Myrcen in den sekretorischen Hohlrdumen des Drogen- bzw. Faser-Typs in Entspre-
chung mit dem Chemotyp [138, 154-156]: Wahrend der Drogen-Typ vornehmlich THCA
akkumuliert, ist bekannt, dass der Faser-Typ CBDA als Hauptcannabinoid in dem sekretori-
schem Hohlraum akkumuliert. Zudem ist die Verteilung der Cannabinnoide im Drogen-Typ
im Einklang mit Untersuchungen zu der Biosynthese: Wahrend die CBGA Produktion in
den Scheibenzellen vermutet wird, ist der Produktionsort von THCA vermutlich innerhalb
des sekretorischen Hohlraums lokalisiert [157]. Neben den aufgezeigten Limitierungen in der
chemischen Selektivitét chemisch dhnlicher Verbindungen (z. B. CBDA and Myrcen), ist die
geringe Sensitivitdt von CARS eine der Hauptnachteile. Der nichtresonante Hintergrund
und nichtlineare Charakter von CARS erméglichen nur die Bildgebung und chemische Iden-
tifizierung der hochkonzentrierten Substanzen [12]. Ein detaillierteres Bild der Verteilung
unterschiedlichster Metabolite ist daher nicht méglich. Einen Ausweg konnte die Kombination
der HCARS Bildgebung mit anschlieBender Raman-Mikrospektroskopie in interessierten
Regionen darstellen (z. B. sekretorischer Hohlraum, Scheiben- und Stielzellen). Dies konnte,
sowohl die chemische Selektivitit als auch die Sensitivitét steigern. Im Unterschied zu HCARS
ermoglicht die Raman-Mikrospektroskopie die Erfassung der selektiveren Fingerprint-Region
unter 2000 cm™! (siche auch Abbildung 1.1). Die langen Aufnahmezeiten wihrend einer
Ramanmessung kénnten durch Messung einzelner Regionen anstelle der ganzen Proben auf
ein Minimum reduziert werden. Da die Raman-Streuung ein linearer Effekt ist, zeigt es im
Unterschied zu CARS eine hohere Sensitivitat gegeniiber weniger haufigen Substanzen und

kann moéglicherweise sogar die Quantifizierung von Substanzen ermdglichen.
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5.1.7 Schlussfolgerungen

In diesem Abschnitt wurde die CARS Mikroskopie in Kombination mit (Zwei-Photonen)-
Fluoreszenz und Transmission zur Visualisierung der Hauptcannabinoide in intakten glandu-
laren Trichomen von Cannabis sativa L. und Unterscheidung von unterschiedlichen Zelltypen
angewandt. Die Transmissions- und (Zwei-Photonen) Fluoreszenz- Mikroskopie liefert struk-
turelle Information und ermoglicht die Differenzierung unterschiedlicher Kompartimente
und Zelltypen. Die HCARS Bildgebung ermoglicht in Kombination mit einer nichtlinearen
Entmischungsmethode die Unterscheidung THCA- und CBDA-reicher Cannabispflanzen
als label-freie Methode auf Einzel-Trichom Level mit chemischer Selektivitdt und hoher
spatialer Auflsung. Die Verteilung des édtherischen Ols und die Morphologie des Trichomes
kann in einer Kombination aus CARS und TPF in 3D visualisiert werden. Da diese Art der
Visualisierung ein Screening von Unterschieden in der chemischen Zusammensetzung einzelner
Trichome ermoglicht, konnen Variationen innerhalb einer einzelnen Pflanze oder innerhalb
desselben Genotypes untersucht werden. Zusétzlich kann die Methode zur Untersuchung des
Einflusses abiotischer Einflussfaktoren wie Temperatur und Licht auf die Zusammensetzung

des édtherischen Ols zur Bestimmung optimaler Erntezeiten eingesetzt werden.
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5.2 Multivariate Auswertung von hyperspektralen CARS-

Aufnahmen

5.2.1 Einleitung

Im Laufe der Arbeit wurden unterschiedliche multivariate Methoden zur Entmischung und
Klassifizierung hyperspektraler CARS-Aufnahmen (HCARS) getestet. In diesem Abschnitt
sollen Vor- und Nachteile der verwendeten Methoden systematisch anhand einer HCARS-
Aufnahme eines glandularen Trichomes von C. sativa Bedrobinol untersucht werden. Ziel ist
letztendlich die sogenannte chemische Bildgebung, also eine Substanz anhand eines spektralen
Fingerprints in der Bildaufnahme zu lokalisieren. Neben einer hohen Genauigkeit sollte die
Methode moglichst reproduzierbare, schnelle (z. B. fiir eine Online-Analytik) und einfach
interpretierbare Ergebnisse liefern. Als zukiinftiges Ziel ist zudem die relative und schliefSlich
absolute Quantifizierung einer Substanz in einzelnen Bildbereichen zu nennen. Weiterhin sollen
mogliche Anwendungsgebiete in der Vorprozessierung wie die Rauschunterdriickung aufgezeigt
werden. Fir nédhere Informationen zu der Probe sei auf Abschnitt 5.1 verwiesen. Im Folgenden
erfolgt eine kurzer Uberblick bisheriger Publikationen zur multivariaten Auswertung von

hyperspektralen Raman- und insbesondere CARS-Aufnahmen.

Die multivariate Auswertung von Raman-Spektren ist ein weitverbreitetes Tool zur auto-
matisierten Prozesskontrolle in der Pharmaindustrie [158], Klassifizierung hyperspektraler
Bilder in der Bioanalytik [100, 159] oder forensischen Analytik [160]. In der hyperspektralen
Bildgebung mittels Raman (HRaman) wurden solche Methoden bereits in der Auswertung
von Hela-Zellen [96, 97], Pflanzenzellwénden [110] oder Arzneimittel-Tabletten [161] auf
deren Eignung verglichen. In der Kohdrenten Raman-Bildgebung sind die Anwendungen
dagegen bisher iibersichtlich (siche z. B. Rewiew im Bereich Histologie [20]). Ein Vergleich
von Methoden ist in diesem Bereich nach dem Stand des Wissen noch nicht durchgefiihrt
worden. Bisherige Anwendungen werden in Tabelle 5.1 zusammengefasst. Am héufigsten
kamen bisher die PCA [23, 89, 90, 162], SVD [163] oder Clusterverfahren [91, 163] zum
Einsatz. Hauptanwendungsgebiet war dabei meist die Untersuchung der Verteilung von
Fetten oder fettdhnlicher Substanzen wie Cholesterol, aber auch Verteilung von Proteinen
und Wasser in Geweben oder Zelllinien, da diese intensive CH/OH-Streckschwingungssignale
generieren. Als weitere Anwendung ist die Differenzierung einzelner Strukturen zu nennen.
Ist der Anspruch der multivariaten Methode eine Quantifizierung einzelner Substanzen so
ist im CARS-Bereich eine Eliminierung des nichtresonanten Anteils durch Extraktion des
Imaginérteils der resonanten Anteils tiblich. Wie aus der Tabelle zu entnehmen ist, beschrankt
sich dieser Vorprozessierungsschritt bisher auf Untersuchungen mittels Broadband-CARS
(BCARS) bei denen neben dem CH-Streckschwingungsbereich meist die Fingerprint-Region
miterfasst wird, welche deutlich starker von nichtresonanten Anteil tiberlagert wird (siehe Ab-

schnitt 4.1.1). In diesem Zusammenhang ist insbesondere die sogenannte FSC3-Methode, eine
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Variante der Nicht-negativen Matrixfaktorisierung (NMF) von Masia et al. [101] zu nennen.
Sie wurde bereits zur quantitiativen Bildgebung von gesattigten und ungeséttigten Fetten
in Adipozyten aus humanen Stammzellen [102] und zur Charakterisierung fixierter U20S
Zelllinien sowie embryonaler Stammzellen von Mausen von BCARS-Aufnahmen angewandt
[103]. Neben einer Phasenkorrektur wurde dabei eine SVD zur Rauschkorrektur vorgeschaltet.
Zudem wurde die SVD zur Eliminierung von Rauschen, Ausreifliern und Artefakten verwendet
[101-103]. Untersuchungen im CH-Streckschwingungsbereich mittels Narrowband-CARS,
deren Ziel primar einer Klassifizierung der Daten mittels multivariater Methoden ist, ver-
zichten meist auf eine Phasenkorrektur, da der resonante Anteil in diesem Bereich geniigend
intensive Signale liefert, um sich von dem nichtresonanten Anteil abzusetzen und spezifische
Fingerprints zu generieren. Hier ist insbesondere die Publikation von El-Mashtoly et al. [92] zu
nennen, in der eine HCA zur Klassifizierung subzelluldrer Strukturen im HCARS-Datensatz
genutzt wurde, um letztendlich einen Random-Forest-Algorithmus mit CARS-Aufnahmen
auf Strukturerkennung zu trainieren. Als Referenz wurden dabei gelabelte Immunofluores-
zenzaufnahmen verwendet. EEA-Entmischungsalgorithmen, urspriinglich fiir den Bereich
der hyperspektralen Bildgebung von Satellitenaufnahmen entwickelt, haben insbesondere
mit dem populdaren VCA-Algorithmus mittlerweile auch Einzug in die mikrospektroskopi-
sche HRaman-Bildgebung gefunden [96, 97, 100, 110, 159]. Im HCARS-Bereich ist dagegen
bisher nur eine Arbeit bekannt [93]. Tabarangao et al. nutzten die VCA zur multimodalen

Konstrasterzeugung im Gewebe einer atherosklerotischen Kaninchenaorta.

Abbildung 5.6 zeigt das hier zu untersuchende hyperspektrale Bild eines glanduléren Trichomes
von C. sativa Bedrobinol. Es hat eine Dimension von 801 Pixel in x-Richtung und 801 Pixel in
y-Richtung bei 24 spektralen Béndern. Zur Verbesserung des Signal-zu-Rausch-Verhéaltnisses

wurde ein Medianfilter eingesetzt. Zudem erfolgte eine Vektornormierung entlang der Spektren.

Im Folgenden werden zunéchst die Ergebnisse von HCA, PCA, SVD und EEA-Entmischungs-
algorithmen diskutiert. Im Anschluss erfolgt ein vertiefter Vergleich der EEA-Entmischungs-
algorithmen hinsichtlich Abundanzen, Modellfehler, Performance und Wiederholbarkeit.
Neben dem populdaren VCA-Algorithmus wird ein neuartiger EEA-Entmischungs-Algorithmus
auf Basis von Distanzmaflen getestet, welche frei wahlbar sind. Als Distanzmafl werden
Distanzen entlang eines sogenannten KNN-Graphen genutzt. Im Unterschied zu den anderen
Methoden erfassen diese eine nichtlineare Struktur im spektralen Raum. Zum Vergleich wird

der Algorithmus als lineare Version mittels euklidischer Distanzen ausgefiihrt.

5.2.2 Vergleich multivariater Methoden zur Entmischung und Klas-

sifizierung hyperspektraler CARS-Aufnahmen

Abbildung 5.7 stellt die generierten Bilder und Spektren in Abhéngigkeit des Algorithmus
gegeniiber. Im Folgenden sollen Gemeinsamkeiten aber auch Unterschiede und die sich daraus

ergebenden Vor- und Nachteile sowie Anwendungsmoglichkeiten der jeweiligen Methode
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Tabelle 5.1: Ubersicht bisheriger Anwendungen multivariater Methoden in der
HCARS Bildgebung. Die Anwendungen sind nach CARS-Typ sortiert [12]. Beim konven-
tionellen (narrowband) CARS wird das hyperspektrale Bild durch schrittweise Aufnahme
schmalbandiger Einzelbilder generiert. Anwendungen beschranken sich auf die intensiven
Signale im CH-Streckschwingungsbereich (CH). In der Gruppe von Bocklitz erfolgt kmeans
aus Performance-Griinden anhand der Scores der ersten acht Hauptkomponenten einer PCA
[91]. Beim Broadband-CARS (BCARS oder Multiplex-CARS) erfolgt eine zeitgleiche Aufnah-
me der Spektren im Fingerprint-Bereich (FP) oder CH-Streckschwingungsbereich (CH). Als
Vorprozessierungsschritt ist eine Phasenkorrektur (PK) zur Eliminierung des nichtresonanten
Hintergrundes iiblich. Beim Spectral-Focusing-CARS (Chirp-CARS) erfolgt die spektrale
Aufnahme durch Uberlagerung zeitlich versetzter Frequenzen.

Methode Spektralbereich Anwendung
0 PCA CH/OH Cholesterol im Plaque von Atherosklerose er-
o krankten Mausen [89]
Eﬂ) PCA CH Fettverteilung in Meibom-Driisen von Mausen
[90]
8 PC-Scores- CH Vergleich Clusterung einer Mundbodenbiopsie
Kmeans mittels HCARS und HSRS [91]
HCA-Random- CH automotisierte Erkennung subzelluldrer Orga-
Forest nellen [92]
2 PK-SVD, CH Fettverteilung in Adipozyten [163]
5 PK-Kmeans
m PK-PCA FP, CH Lokalisation von Zellorganellen im Moos Pla-
giomnium rostratum [162]
SVD-PK-FSC3 FP, CH Fettverteilung in Adipozyten aus humanen
[101] Stammzellen [102]
CH Verteilung von Lipiden, Cytosol-Protein, Was-
ser und Chromatin in fixierten U20S Zelllinien
[103]; SVD: Eliminierung von Rauschem, Aus-
reifern und Artefakten verwendet [101-103]
PCA, VCA CH Erzeugung von multimodalem Konstrast

Chirp-CARS

im Gewebe einer atherosklerotischen Kanin-
chenaorta [23, 93]
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Abbildung 5.6: Vorprozessierte hyperspektrale HCARS-Aufnahme eines glan-
duldaren Trichomes von C. sativa Bedrobinol. Zur Reduzierung der Signal-zu-
Rauschverhéltnisses erfolgte eine Medianfilterung im Bild. Entlang der Spektren erfolgte eine
Vektornormierung.
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verdeutlicht werden.

5.2.2.1 HCA

Die HCA ordnet jedem Pixelspektrum des hyperspektralen Datensatzes einem bestimmten
Cluster zu, der hier als spezifische Farbe in einem Falschfarbenbild dargestellt wird. Hier
erfolgt eine Unterteilung in sieben Cluster, was eine grobe aber iibersichtliche Ahnlichkeits-
analyse ermoglicht. Die spektralen Merkmale eines Clusters werden iiber gemittelte Spektren
dargestellt. Es erfolgt eine Trennung in CH-Streckschwingungen im Olkdrper (Cluster 1 und
2), den Randbereich des Olkérpers und der Scheibenzellen (Cluster 3-4) und der Scheibenzel-
len (Cluster 5). Cluster 6 und 7 spiegeln die etwas steilere durch Zweiphotonen-Fluoreszenz
iiberlagerte Basislinie und die weniger steile Basislinie des Hintergrundes wider. Die Anderung
der Spektren zum Rand hin (Cluster 1 — 2 — 3 — 4) kommt durch eine allméhliche Abnah-
me der CH-Streckschwingungen und Zunahme von Fluoreszenz- und Hintergrundsignalen
zum Rand hin zustande. Es entsteht ein einem Hohenprofil &hnelndes Bild. Beim Auftreten
kontinuierlicher Spektralforménderungen ist eine solche ,harte” Clusterung eher ungeeignet
da ein Grofteil der Cluster zur Beschreibung dieser Anderung verwendet wird. Erst ab
einer Clusteranzahl von sieben wird die spezifische CH-Streckschwingung der Scheibenzellen
erkannt, deren Spektrum gegeniiber den CH-Streckschwingungen im Olkoérper durch eine
fehlende Bande bei 2840 cm ™! und 2946 cm ™! und leichte Rotlichtverschiebung charakterisiert
wird. Eine harte Trennung zwischen einzelnen Regionen oder Kompartementen einer biologi-
schen Probe tritt generell nahezu nie auf [97]. Aus diesem Grund sind harte Clusterverfahren
oftmals weniger zur Klassifizierung hyperspektraler Bildaufnahmen dieser Proben geeignet.

Dies wurde bereits in der Klassifizierung von HRaman-Bildern festgestellt [97].

5.2.2.2 PCA und SVD

Bei der Hauptkomponentenanalyse erfolgt eine Auftrennung des Datensatzes in Scores und
Loadings zueinander unabhangiger Hauptkomponenten und Sortierung nach Informationsge-
halt in Form der Variabilitat. Die hier gezeigten ersten drei Hauptkomponenten beschreiben
85% , 1.7% und 1.1 % der Gesamtvariabilitit des Datensatzes. Die Scores der Hauptkompo-
nenten liefern im Unterschied zur Clusteranalyse ein Kontrastbild. Zusétzlich wird noch die
letzte Hauptkomponente PC 24 gezeigt, deren Score-Bild ebenfalls einen Bildkontrast erzeugt
jedoch nur 0.2 % der Variabilitidt beschreibt. Die restlichen Hauptkomponenten beschreiben
vornehmlich unspezifische Variabilitaten im Bild, sodass ein Bildkontrast nur in geringem
MafBe erzeugt wird (siehe Abbildung A.2). Da die Hauptkomponenten mathematische Kon-
strukte sind, sind die Score-Bilder und Loading-Spektren oftmals schwer interpretierbar [97].
Die Intensitaten der Bilder und Spektren kénnen sowohl positive als auch negative Werte
annehmen. Anstelle von spektraler Signatur einzelner Substanzen, werden vielmehr Korrela-

tionen einzelner Bander zueinander sichtbar. Das Spektrum der ersten Hauptkomponente
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zeigt beispielsweise positive Loadings im CH-Streckschwingungsbereich und negative Loadings
im streckschwingungsfreien ,,Baseline“-Bereich. Die beiden Bereiche korrelieren negativ zuein-
ander. Eine Zunahme der Scores in Richtung Mitte des Olkérper beschreibt eine Zunahme
der CH-Streckschwingungen jedoch eine Abnahme der baselinespezifischen Signale zur Mitte
hin. Die Loadings zu hoheren relativen Wellenzahlen nehmen dabei im stéarkeren Mafle ab
als die Loadings bei niedrigeren Wellenzahlen, was auf abnehmende Steilheit der Baseline in
Richtung Mitte zuriickzufithren ist. Geringfiigige Anderungen am Rand des Olkérper werden
zusatzlich durch PC 24 beschrieben. Im Unterschied zu PC 1 sind diese Variationen iiber das
gesamte Spektrum zueinander positiv korreliert. PC 1 und PC 24 beschreiben somit zusammen
vornehmlich den allméhlichen Gradienten der CH-Streckschwingungen im Olkorper zu den
CH-Streckschwingungsfreien ,Baseline - Spektren aufierhalb des Olkérpers, der bei der
HCA durch die Cluster 1-4 und Cluster 7 beschrieben wird. PC 2 und 3 beschreiben hingegen
Variationen die durch die spezifischen CH-Streckschwingungen in den Scheibenzellen und der
Zwei-Photonen-Fluoreszenz im Stiel hervorgerufen werden und somit der Information der
Cluster 5 und 6 der HCA entsprechen.

Die Ergebnisse einer SVD werden im Anhang in Abbildung A.2 darstellt. Aufgrund der fehlen-
den Spaltenzentrierung gegeniiber einer PCA wird sie auch als unzentrierte PCA bezeichnet.
Wie der direkte Vergleich von Abbildung A.3 und A.2 zeigt, sind die Scorebilder und Loading-
spektren Ergebnisse der PCA und SVD nahezu identisch zueinander. Die Hauptkomponente
der PCA entspricht dabei jeweils der ndchsthoheren der unzentrierten Variante (PC 1 von
PCA = PC2 von SVD usw.). Somit fallen nur PC1 der SVD und PC24 der PCA aus dem
System. Eine Trennung des durch PC 24 der PCA beschriebenen Randeffekts ist bei der SVD
nicht in dem Mafle ersichtlich. Die SVD spezifische Komponente PC 1 beschreibt ebenfalls
diese allméhliche Anderung zum Rand hin, zusitzlich wird aber aufgrund der fehlenden
Zentrierung noch der mittlere Abstand der Scores zum Koordinatenursprung mit eingerechnet.
Da dieser mittlere Abstand offenbar gegeniiber der inneren Variation relativ grof§ ist, wird
die innere Variation im Score-Bild von PC1 der SVD weniger ersichtlich. Die zentrierte
Version ist somit offenbar etwas besser zur Trennung von Signal und Rauschen geeignet.
Insgesamt sind die Ergebnisse der beiden Methoden jedoch erstaunlich ahnlich zueinander.
Die Beziehungen zwischen einer normalen (spalten-zentrierten) PCA und SVD wurde bereits
in [99] untersucht. Auch hier wurden dhnlichere Ergebnisse festgestellt als man erwarten

wirde.

5.2.2.3 EEA-Entmischen

Als EEA mit anschlieBender Entmischung wurden der bekannte VCA-NNLS Algorithmus
(23, 93, 164] und der DMAXD-DSPU-Algorithmus getestet. Um den Einfluss des Distanz-
mafles zu untersuchen wurde der Algorithmus mittels euklidischer Distanzen und Distanzen

entlang eines KNN-Graphen durchgefithrt. Abbildung 5.7 zeigt, dass alle drei Algorithmen das
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hyperspektrale Bild in dhnlicher Weise separieren: Die Endmember beschreiben vornehmlich
CH-Streckschwingungen im Olkérper (EM 1), CH-Streckschwingungen in den Scheibenzellen
(EM 2), Zwei-Photonenfluorezenz im Stiel (EM 3) und residuales Rauschen (EM4). Im Unter-
schied zur SVD zeigen die Endmemberspektren keine negativen Werte, was eine Interpretation
erleichtert. Gegentiber der HCA liefert das Entmischen, Bilder mit graduellem Kontrast. Eine

Intensitatsinformation bleibt daher erhalten.

5.2.3 Abundanzen, Modellfehler, Performance und Wiederholbar-

keit der Endmember-Extraktions-Entmischungsalgorithmen

Die Abundanzen einer Entmischung kénnen zur Kontrasterzeugung in einem Bild genutzt
werden, um beispielsweise die Verteilung einer einzelnen Substanz in der Probe zu lokalisieren
(siehe Abschnitt 5.1). Der étherischen Ols im Olkérper eines Trichomes eine interessante
Fragestellung. Um ein solches Ziel in Zukunft zu erreichen, erfolgt daher im Folgenden
eine tiefergehende Diskussion der Abundanzwerte im Olkérper in Abhéngigkeit der EEA-
Entmischungsmethode. Wie sich zeigen wird, ergibt sich daraus auch direkt eine Diskussion
des Modellfehlers. Neben der Richtigkeit des Modells ist die Performance ein nicht zu ver-
nachlassigendes Kriterium, insbesondere wenn das bildgebende Verfahren als Online-Analytik
z. B. fiir ein Hochdurchsatz-Screening angewendet werden soll. Die Reproduzierbarkeit oder
Wiederholbarkeit eines Versuchsergebnisses ist in der Wissenschaft und insbesondere der
Analytik ein weiteres wichtiges Kriterium. Wie sich zeigen wird, ist das Ergebnis eines

,Computerexperimentes“ nicht so eindeutig wie es im ersten Moment vielleicht scheint.

5.2.3.1 Abundanzen im Olkérper

Abbildung 5.8a stellt die Abundanzen der Endmember im Olkdrper gegeniiber. Wihrend EM 1
mittels VCA-NNLS (90 %) und Euklid-DMAXD-DPSU (95 %) ein Grofiteil der Abundanzen
im Olkorper ausmacht, ermittelt der KNN-DMAXD-DSPU eine Uberlagerung der Olkérper-
spezifischen CH-Streckschwingungen EM 1 (73 %) mit den Scheibenzellen-spezifischen CH-
Streckschwingungen EM 2 (19 %) im Olkérper. Ursache dieses fiir eine Interpretation nicht
unerheblichen Unterschiedes ist die Wahl des ,reinsten Pixel* von KNN-DMAXD-DSPU
innerhalb eines speziellen Bereichs des Olkorpers (sieche Abbildung 5.7e, Pfeil in EM 1).
Dieser Bereich macht mit etwa 50 Pixeln gegeniiber 10° Pixeln nur 0,05 % der Pixelanzahl
im gesamten Olkérper aus, zeigt jedoch eine, in dem hier betrachteten spektralen Bereich,
geringfiigige Abweichung vom Rest des Olkorpers, insbesondere durch eine fehlende Bande
bei 2840 cm™t.! Wie die Spektren in Abbildung 5.8a zeigen macht eine Endmemberwahl

In dem speziellen Bereich tritt auch eine Bande bei 3047 cm~! auf, was auf CH-Streckschwingungen am
Aromaten oder einer Alkengruppe hinweist jedoch hier nicht weiter analysiert wurde. Zusétzlich wird bei
561 nm Anregung eine deutlich erhéhte Transmission im Bereich 560 nm—750 nm und erniedrigte Transmission
im Bereich 380 nm-560nm gegeniiber dem Rest des Olkorpers festgestellt. Zudem ist die Zwei-Photonen-
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Abbildung 5.7: Vergleich der Entmischung einer hyperspektralen CARS-Aufnahme
eines glandularen Trichomes von C. sativa Bedrobinol mittels unterschiedlicher
Algorithmen. (a) Die hierarchische Clusteranalyse (HCA) gruppiert die Spektren nach
Ahnlichkeiten in CH-Stretching im Olkérper (Cluster 1-2), Randbereiche (Cluster 3-4) und
Scheibenzellen (Cluster 5). Cluster 6 und 7 beschreiben Zwei-Photonenfluoreszenz im Stiel und
Hintergrund-Signale. (b) Die PCA gibt erste Hinweise auf die Komplexizitéit des Datensatzes.
Die dargestellten ersten drei Hauptkomponenten beschreiben 88 % der Variabilitat des
Datensatzes. PC 24 beschreibt Rauschen im Randbereich des Olkérpers. (c-e) Die EEA-
Entmischungsalgorithmen separieren die HCARS-Aufnahme in vergleichbarer weise in CH-
Streckschwingungen im Olkérper (EM 1), CH-Streckschwingungen in den Scheibenzellen
(EM 2), Zwei-Photonenfluorezenz im Stiel (EM 3) und residuales Rauschen (EM4).
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innerhalb dieses Bereichs insofern Sinn, als dass die CH-Streckschwingungen im Rest des
Olkérpers durch Uberlagerung dieses Endmembers mit den Scheibenzellen-spezifischen CH-
Streckschwingungen von EM 2 angenéhert werden konnen. Die in EM 1 fehlende Bande bei
2840 cm ! wird jedoch auch in Kombination mit EM 2 nicht beschrieben. Die Ergebnisse zeigen,
dass die nichtlineare Erfassung der internen Struktur des Datensatz offensichtlich Einfluss
auf die Endmemberwahl hat, was zu nicht unerheblichen Unterschieden in Abundanzwerten

fihren kann.

5.2.3.2 Modellfehler

Abbildung 5.8b stellt den Modellfehler der drei Algorithmen gegentiiber (Lack of fit, LOF,
siehe Gleichung 4.2.4). Gezeigt werden die mittleren LOF-Werte iiber alle drei Dimensionen
und in Abhéangigkeit der x-,y-Position im Bild beziehungsweise der spektralen Binder. Zudem
wurde der Anteil der erklarten Varianz der Modelle nach Gleichung 4.2.4 berechnet, welche
jedoch sehr dhnliche Ergebnisse liefern. Geringe Unterschiede zeigen jedoch die mittleren
LOF-Werte. Der Datensatz wird im Mittel am besten durch den NNLS-VCA mit einem LOF
von 8, 88% gegenitber DMAXD-DSPU 9,47% und KNN-DMAXD-DSPU 10, 87% beschrieben.
Die Ursache der schlechteren mittleren Modellgiite wird durch Betrachtung der LOFs in
Abhéngigkeit von x, y und der Spektralbanden sichtbar. Aus der spektralen Abhéngigkeit
wird deutlich, dass der erhéhte Messfehler von KNN-DMAXD-DSPU aus Abweichungen

I resultiert. Wie bereits

1

im Bereich von 2967 cm™!, 2924 cm ™! und insbesondere 2840 cm™
oben beschrieben, wird die CH-Streckschwingungsbande bei 2840 cm ™! im Olkoérper durch
eine Kombination von EM 1 und EM 2 mittels dem KNN-DMAXD-DPSU nicht beschrieben.
Dieser Fehler macht sich bis auf die spezielle Region (ohne 2840 cm~!-Bande) iiber den
gesamten Bereich des Olkérpers bemerkbar wie das LOF-Bild zeigt. Aufgrund der anteilig
hohen Anzahl an Pixel im Olkorper ergibt sich ein entsprechend grofier Fehler. Die spezifische
Region wird dagegen durch das Modell gut erfasst da hier EM 1 nahe 100% ist, hat jedoch
aufgrund der geringen Pixelzahl nur geringen Einfluss auf die Gesamtgiite des Modells.
Interessanterweise sind die Verhéltnisse der Messfehler bei der euklidischen Distanz-Version
des DMAXD-DPSU genau andersherum. Die CH-Streckschwingungen im Olkorper werden
bis auf die spezielle Region durch das Modell gut beschrieben, wahrend die spezielle Region
schlecht modelliert wird. Da sich die Modellgiite iiber eine grofiere Anzahl von Pixeln
erstreckt ergibt sich somit insgesamt eine bessere Modellgiite mittels der euklidischen Distanz-
Version gegeniiber der KNN-Graphen-Distanz-Version. Die beiden Modelle verhalten sich
komplementéar zueinander. Ein Entmischungsmodell auf Basis von EM 1 beider Distanzmafe
wire somit eine Méglichkeit eine hohe Modellgiite sowohl im Olkorper als auch in der

spezifischen Region zu erzielen. Eine EEA sehr dhnlicher CH-Streckschwingungen wird weder

Fluoreszenz in Riickwértsrichtung bei Anregung im IR-Bereich leicht erniedrigt (Emission: 560 nm—750 nm).
Diese deutlich verianderten optischen Eigenschaften deuten auf ein andere chemische Zusammensetzung als
im Rest des Olkérpers. Auf eine tiefergehende Diskussion soll an dieser Stelle jedoch verzichtet werden.
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als reine KNN-Version noch als Euklid-Version durch Erhohung der Endmemberzahl erzielt.
Offenbar sind EM 1 der euklidischen Version und EM 1 der KKN-Version spektral zu dhnlich,
als dass sie mittels sequentieller orthogonaler Projektion, als einzelne Endmember erkannt
werden. Eine kombinierte EEA wire dagegen eine Moglichkeit auch sehr dhnliche Spektren,
was oftmals bei CH-Streckschwingungen der Fall ist, als mogliche Endmember zu identifizieren.
Um mogliche Nichtlinearitédten zu erfassen, sollte die darauffolgende Entmischung auf Basis
des KNN-Graphen erfolgen.!

Die bessere Modellgiite des VCA-NNLS-Algorithmus gegeniiber dem euklidischen DMAXD-
DSPU-Algorithmus erklart sich durch die kleineren Messfehler zur Beschreibung von Fluores-
zenz und residualem Rauschen. Innerhalb des Olkorpers ist der Modellfehler jedoch etwas
schlechter. Der VCA-NNLS zeigt zwar im Mittel eine besser Modellanpassung, einzelne Bereich
im Bild werden jedoch durch die DMAXD-DSPU-Algorithmen besser erfasst. Dies kann durch
die im VCA-Algorithmus implementierte PCA Entrauschung erkliart werden, welche noch vor
der Endmember-Extraktion durchgefiihrt wird. Bei einem Vier-Endmember-Modell werden
nur die Spektralinformationen der ersten vier Hauptkomponenten zur Endmembersuche
beriicksichtigt. Dies reduziert die Rauschsensitivitdt und den Rechenaufwand, kann jedoch
auch zur Folge haben, dass feine spektrale Unterschiede bei der Endmembersuche unterdriickt
werden [165]. So kann anhand der Score-Bilder und Loading-Spektren der Hauptkomponenten
in Abbildung A.2 nachvollzogen werden, dass ein Grofiteil der spektralen Variabiltitat bei
2850 cm ™! im Olkérper durch die Hauptkomponenten PC 15, PC 16 und PC 24 beschrieben
wird. Bei der VCA EEA geht diese Information aufgrund der PCA somit verloren. Die
,geglatteten Endmemberspektren der VCA spiegeln zwar besser die Hauptvariation des Da-
tensatzes wider und ermoglichen so eine insgesamt bessere Modellanpassung, feine spektrale
Signaturen, welche bespielsweise fiir einen Spektralvergleich mit Reinsubstanzen entscheidend
sein konnen, werden mittels der VCA-Endmemberspektren jedoch weniger erfasst. So ermit-
telten Heylen et al. eine weniger eindeutige Zuordnung von Endmemberspektren der VCA
zu Reinsubstanzspektren gegeniiber Endmemberspektren einer SGA, einer sehr d&hnlichen
Variante des MaxD-Algorithmus [114]. Chang et al. machten ahnliche Beobachtungen beim
Vergleich der Spektrenzuordnung von EEAs mit und ohne vorhergehende PCA und empfahl
auf eine vorhergehende PCA-Gléattung zu verzichten, um die spektrale Information in den
Endmembern zu erhalten [165].

Zusammenfassend lasst sich festhalten: Der VCA-NNLS hat im Mittel die beste Modellanpas-
sung, beschreibt aber aufgrund ,, geglatteter® Endmemberspektren ,,endmemberspezifische®
Regionen mit hoher lokaler Abundanz schlechter. Diese werden mittels des Euklid- und KINN-

Héckcheneffekt: Grafisch kann man sich eine solche Kombination von Endmemberspektren am Besten anhand
einer Héckchen-Struktur 4/ erkldren: Wenn ein erster Endmember oben rechts vom Héckchen gegeben ist,
wiirde der ndchste Endmember mit maximaler euklidischer Distanz am unteren Bogen des Héckchens gewéhlt
werden. Der KKN-Graph wiirde dagegen die nichtlineare Struktur des Héckchens erkennen und den néchsten
Endmember am Ende des Bogens wahlen. Die drei Endmember in Kombination wiirden somit sdmtliche
Eckpunkte der Struktur des Hékchens abstecken.
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DMAXD-DSPU-Algorithmus besser beschrieben. Die Euklidische und KKN-Version sind
dabei komplementér zueinander. Eine Region die von der einen Version gut beschrieben
wird, wird von der anderen schlecht beschrieben. Eine Kombination der Endmember beider
Versionen wére eventuell eine Option, eine Modell mit sowohl guter mittlerer Modellanpassung

als auch Erfassung von spektraler Feinheiten in den Endmembern zu generieren.
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Abbildung 5.8: Abundanzen und Modellfehler der EEA-Entmischung einer
HCARS-Aufnahme eines glanduldren Trichomes von C. sativa Bedrobinol mit-
tels VCA-NNLS, Euklid-, und KNN-DMAXD-DSPU. (a) Mittlere Abundanzen im
Olkorper: Die CH-Streckschwingungen im Olkdrper werden mittels VCA-NNLS und Euklid-
DMAXD-DSPU zum Grofiteil durch EM 1 beschrieben und mittels KNN-DMAXD-DSPU als
Mischung von EM 1 und EM 2. Die dargestellten Spektren der Endmember wurden iiber die
mittleren Abundanzen skaliert. Die Bande bei 2840 cm ™! wird mittels des KNN-DMAXD-
DSPU-Modells nicht erfasst (grau hinterlegt). (b) Modellfehler: Vergleich der Modellfehler
(engl. lack of fit, LOF) in Abhéngigkeit von x,y und der Spektralbanden. VCA-NNLS hat
im Mittel den kleinsten LOF und beschreibt am besten den Datensatz. Der hohe LOF
von KNN-DMAXD-DSPU resultiert aus der Endmemberwahl von EM 1 in einem speziellen
Bereich des Olkorpers (siehe Pfeil). Die fehlenden Bande bei 2840 cm ™! fiihrt zu einem hohen
Fehler zur Beschreibung der Spektren innerhalb des Olkorpers. Der VCC-NNLS zeigt zwar
im Mittel die beste Modellanpassung, einzelne Bereiche werden jedoch besser durch die
DMAXD-DSPU-Algorithmen beschrieben (Euklidische Variante: Olkérper, KNN-Variante:
spezieller Bereich im Olkorper).
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5.2.3.3 Performance

Die Performance wurde an einem Server in Abhéngigkeit der Komplexizitit des Modells, also
der Endmemberanzahl ermittelt. Der KNN-DMAXD-DSPU-Algorithmus benétigt fiir die
EEA-Entmischung 6,5 h fiir einen Endmember bis 8 h fiir ein acht Endmember-Modell und
liegt damit noch hoher als die rechenaufwendige HCA, welche zum Vergleich gezeigt wird. Die
Rechenzeit steigt dabei in etwa linear mit der Endmemberzahl an. Eine Separierung in die
einzelnen Rechenschritte zeigt, dass der hohe Rechenaufwand vor allem aus der Berechnung
des KNN-Graphen zur Erfassung moglicher Nichtlinearitdten (hier mit K = 10) resultiert.
Die Rechenzeit betragt mit 6,2h 78 % (acht Endmember) bis 95% (ein Endmember) der
Gesamtzeit. Die restliche Zeit wird fiir die Endmember-Extraktion mittels DMAXD bendtigt.
Der DSPU ist vernachlassighar und lauft innerhalb von Sekunden durch. Eine sehr viel
schnellere EEA-Entmischung innerhalb von Minuten wird durch die linearen Algorithmen
erzielt. Die Entmischung der VCA-Endmember erfolgte mittels des NNLS- und FCLS-
Algorithmus (siehe Abschnitt 4.2.4.1). Beide Algorithmen berechneten nahezu identische
Abundanzkarten (siehe Abbildung A.4). Der NNLS zeigt aufgrund der fehlenden Summe-zu-
Eins-Bedingung jedoch eine sehr viel bessere Performance, sodass dieser bevorzugt eingesetzt
werden sollte. Interessanterweise schlagt die lineare euklidische Version des DMAXD-DSPU
den fiir seine Rechenpower bekannten VCA-Algorithmus mit NNLS. Der Euklid-DMAXD-
DSPU ist fiir eine ,,Online-Analytik“ im Anschluss an eine Messung somit eine gute Alternative
zum dem dem populdaren VCA-Algorithmus. Die nichtlineare Version KNN-DMAXD-DSPU
ist aufgrund der hohen Rechenzeit dagegen nicht fiir Sofortauswertungen geeignet. Die
Berechnung sollte z. B. iiber Nacht stattfinden. Zu betonen sei hierbei jedoch noch, dass
die zeitaufwendige Berechnung des KNN-Graphen nur einmal durchgefiihrt werden muss
und z. B. fiir unterschiedliche Endmemeberzahlmodelle oder andere KNN-Graph basierende

Algorithmen wiederholt eingesetzt werden kann.

5.2.3.4 Wiederholbarkeit

Die drei Algorithmen wurden iiber den Server als Vier-Endmember-Modell fiinfmal hinter-
einander ausgefithrt. In Abbildung 5.9 sind zur Veranschaulichung die Abundanzkarten des
Endmembers EM 2 dargestellt (Abundanzkarten aller Endmember in Abbildung A.4). Der
VCA-NNLS-Algorithmus liefert nach jedem Durchlauf geringfiigig andere Ergebnisse. Der
Euklid-DMAXD-DSPU und KNN-DMAXD-DSPU liefern dagegen jedes mal das gleiche
Ergebnis. Die abweichenden Ergebnisse mittels VCA-NNLS sind auf die VCA EEA zuriick-
zuftihren (siche Abschnitt 4.2.4.1). Die Randomisierung des VCA wurde bereits ausfiithrlich
im Bereich der hyperspektralen Fernerkundung untersucht und diskutiert [114, 165, 166].
In der Literatur zur Entmischung hyperspektraler Raman- oder CARS-Aufnahmen wurde
dieser Nachteil trotz der hohen Popularitdt des Algorithmus nach aktuellem Stand des
Wissens bisher jedoch nicht berticksichtigt [93, 96, 97, 100, 110, 159]. An dieser Stelle soll
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Abbildung 5.9: Performance und Wiederholbarkeit der EEA-Entmischung einer
HCARS-Aufnahme eines glanduldren Trichomes von C. sativa Bedrobinol mit-
tels VCA-NNLS, Euklid-, und KNN-DMAXD-DSPU. (a) Rechenzeit in Abhéangig-
keit der Anzahl der Endmember: Der KNN-DMAXD-DSPU-Algorithmus erfordert eine
Rechenzeit im Stundenbereich (Vier-EM-Modell: 7 h), was vor allem auf die Berechnung
des KNN-Graphen zuriickzufithren ist. Schnellere EEA-Entmischungen im Minutenbereich
sind mittels des linearen Euklid-DMAXD-DSPU (Vier-EM-Modell: 1 min) oder VCA-NNLS
(Vier-EM-Modell: 3,3 min, VCA-FCLS 5,3 min) moglich. (b) Wiederholbarkeit: Fiinfmaliges
Ausfiihren der Algorithmen zeigt die Randomisierung des VCA-Algorithmus auf. Diese liefert
mit jedem Versuch ein etwas anderes Ergebnis wie beispielhaft anhand der Abundanzkarten
von EM 2 gezeigt wird. Euklid- und KNN-DMAXD-DSPU liefern dagegen aufgrund der
Determiniertheit des DMAXD immer das gleiche Ergebnis.

nur auf dieses Problem aufmerksam gemacht werden. Welchen Einfluss die geringfiigigen
Variabilitdten der Endmemberspektren und daraus generierten Abundanzkarten auf z. B. eine
Spektrenzuordnung, Quantifizierung mittels Abundanzen oder als Input fiir ein Datentraining
[167] haben sollte gerade wegen der Popularitiat des Algorithmus in jedem Fall systematisch
untersucht werden. Festzuhalten ist, dass die Determiniertheit des DMAXD ein klarer Vorteil
gegeniiber dem randomisierten VCA ist.
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5.2.4 Schlussfolgerungen

Die Vor- und Nachteile und mégliche Anwendungen der uniiberwachten multivariaten Me-
thoden zur Auswertung von HCARS-Aufnahmen werden in Tabelle 5.2 aufgezeigt. Die Hier-
archische Clusteranalyse (HCA) liefert aufgrund der harten Clusterung eine iibersichtliche
Klassifizierung der Pixel als Falschfarbenbild, erzeugt jedoch keine graduellen Kontrastbilder
und ist eher ungeeignet beim Vorliegen von Ubergangsbereichen, wie sie in der Regel bei
biologischen Proben auftreten. Feinere spektrale Unterschiede werden dann nur durch eine
hohe Clusterzahl erzielt. Da sie sehr rechenaufwendig ist, ist sie eher zur Ahnlichkeitsanalyse
einzelner Spektren z. B. von Endmembern einer EEA geeignet. Eine schnellere Alternative

zur harten Clusteranalyse von HCARS-Bildern wire Kmeans [91].

Die Hauptkomponentenanalyse wurde in bisherigen Publikationen entweder als normale
spaltenzentrierte Version (PCA) oder als unzentrierte Version (SVD) zur Separierung hy-
perspektraler Bilder eingesetzt. Der direkte Vergleich zeigt, das die PCA eine etwas bessere
Trennung von Signal und Rauschen ermoglicht. Ansonsten zeigen beide Varianten aber eine
ahnliche Auftrennung und Sortierung nach Informationsgehalt (Varibilitdt). Beide Varianten
sind damit prinzipiell geeignet, die Komplexizitat des Datensatzes abzuschéitzen, z. B. um
die Anzahl der benétigten Endmember einer EEA abzuschétzen oder um Rauschen, Aus-
reifler oder Artefakte aus dem Datenstatz zu entfernen. Die Spektren zeigen Korrelationen
zwischen einzelnen Spektralbandern auf, sind jedoch als mathematisches Konstrukt schwer
interpretierbar. Welche der Varianten die bessere ist, muss im Zweifel der direkte Vergleich

zeigen.

Die EEA-Entmischung-Algorithmen liefern eine &hnliche Separierung der HCARS-Daten nach
Endmembern. Die erzeugten Endmemberspektren und Abundanzkarten sind im Unterschied
zur PCA leicht interpretierbar. Die erzeugten Abundanzkarten sind jedoch in hohen Mafle
von einzelnen Pixeln im Bild den Endmembern abhangig. Die EEA-Wahl sollte daher insbe-
sondere mit Hinblick auf eine Quantifizierung mittels der Abundanzen kritisch betrachtet
werden. Der populare VCA-Algorithmus mit anschlieSender NNLS-Entmischung liefert die
beste mittlere Modellanpassung aufgrund ,, geglatteter Endmember. Einzelne Bereiche im
Bild und feine spektrale Unterschiede kénnen dadurch jedoch schlechter beschrieben werden.
Weiterhin ist der VCA-Algorithmus randomisiert und liefert somit nicht immer die gleichen
Endmemberspektren und Abundanzkarten. Der DMAXD-DSPU wurde hier als Alternative
zur populdren VCA basierten Entmischung getestet. Er ist ein sehr vielseitig einsetzbarer
EEA-Entmischungsalgorithmus, da unterschiedliche Distanzmafle verwendet werden konnen.
Hier wurde die lineare euklidische Version und KNN-Graph-Version getestet, welche nichtlinea-
re Strukturen im Datensatz erfasst. Unterschiede wurden hier in der Endmemberextraktion
festgestellt, welche sich auf die Abundanzkarten auswirken und durch die Modellfehler-
analyse verdeutlicht werden. Im Unterschied zur VCA, erfassen die Endmemberspektren

feinere spektrale Unterschiede und ermoéglichen daher eine bessere Modellanpassung in den
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jeweiligen Bereich des Endmembers mit hoher lokaler Abundanz, jedoch eine schlechtere
Gesamtmodellanpassung. Der Vergleich der Modellanpassung beider Versionen zeigt, dass
beide Versionen komplementar zueinander sind. Eine Kombination von Endmembern beider
Modelle wére daher eine Moglichkeit ein Modell mit sowohl hoher statistischer Giite als
auch zur Erfassung feiner spektraler Unterschiede zu generieren. Die KNN-Graph-Version ist
insbesondere aufgrund der KNN-Graph Berechnung dhnlich einer HCA sehr rechenaufwendig
und sollte z. B. iiber Nacht erfolgen. Die euklidische Version ist dagegen sogar schneller als
die VCA. Ein grofler Vorteil des DMAXD gegeniiber der VCA ist die Determinierheit der
EEA. Im Unterschied zur VCA liefern die die DMAXD basierten Algorithmen immer das
gleiche Ergebnis. Eine Alternative zur EEA-Entmischung, insbesondere bei stark vermischten
HCARS Daten, kann die Nicht-negative Matrixfaktorisierung (MCR-ALS [109], FSC3 [101])

darstellen, da sie keiner Reinen Pixel Annahme zugrundeliegt.
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Tabelle 5.2: Vor- und Nachteile und Anwendungsmoglichkeiten der multivariaten
Methoden zur Auswertung von HCARS-Aufnahmen.

Vorteile Nachteile Anwendung
~ Ubersichtlich kein gradueller Kontrast Ahnlichkeitsanalyse einzel-
% ner Spektren z.B. End-
member
rechenaufwendig
Ubergangsbereiche: feine
Unterschiede nur mit hoher
Clusteranzahl [97]
g Sortierung nach Informati- schwer interpretierbar: Kor- Abschétzung der Komple-
»  onsgehalt relationen anstelle chemi- xizitat
5 scher Signaturen
a¥ Sichtbarmachung von Kor-

Trennung von Signal und
Rauschen

relationen
Filtern von Rauschen |
Ausreiflern und Artefakten
[101-103]

Spektren als chemische Si-
gnaturen leicht interpretier-
bar

Reine Pixel Annahme,

fehleranfallig: Basiert auf
einzelne Pixel

chemische Konstrastbilder

(Quantifizierung)

gute Modellanpassung

spektrale Feinheiten gehen

chemische Konstrastbilder

DMAXD-DSPU] VCA-NNLS| EEA-Entmischen

unter (linear)

schnell nur linear (Quantifizierung)
randomisiert

Vielseitigigkeit schlechtere Modellanpas- chemische Konstrastbilder
sung (linear und nichtlinear)

spektrale Feinheiten
linear+nichtlinear (KNN)
schnell (Euklid)
Komplementaritat: Euklid
+ KNN

deterministisch

rechenaufwiandig (KNN)
nur linear (Euklid)

(Quantifizierung)
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5.3.1 Einleitung

Der SERS-Effekt ist ein schwer zu kontrollierender komplexer Prozess, der auf einer Drei-
Korper-Wechselwirkung zwischen Photonen, Molekiilen und Nanostrukturen basiert [25].
Hochste Sensitivitdat bis hin zu einer Einzelmolekiildetektion wird in kleinen Nanoliicken des
Substrates erzielt, den Hot Spots. Diese machen oftmals jedoch nur einen kleinen Bereich
des Substrates aus und sind daher schwer auffindbar [168]. Weiterhin liefern sie zwar eine
extreme Verstarkung eines Raman-Signals eines Analyten innerhalb diesen Spots und sind
damit Hauptverursacher fir den SERS-Effekt [168], sind dadurch aber gleichzeitig fir die
Unzuverléssigkeit eines SERS-Messung aufgrund von Signalfluktuationen verantwortlich
[39, 40]. Aufgrund der extremen Verstédrkung kénnen sich schnell Photoreaktionen durch
eine Karbonisierung bemerkbar machen. Da die Verstarkungseffizienz von der Wellenlénge
abhéngt, kommt es auflerdem zu einem stérenden plasmonischen Spektralform-Effekt [32, 52].
Eine Strategie ist daher die Entwicklung sogenannter liickenfreier SERS-Substrate (,,Hot
surface* anstelle von ,,Hot Spots® [32]) [39, 41, 42]. Diese haben besser kontrollierbare optische
Eigenschaften, zeigen bisher jedoch nur eine moderate Sensitivitat [41]. Fir hochsensitive
SERS-Messungen ist nach wie vor die Messung direkt im Hot Spot unabdingbar. Diese ist nicht
nur fiir Einzelmolekiildetektion erforderlich, sondern auch um die molekulare Universalitat
zu steigern, also um eine Detektion von Analyten mit schlechtem Steuquerschnitt und/oder

Adsorption am SERS-Substrat mit ausreichender Sensitivit zu ermdglichen [25].

Um die Reproduzierbarkeit sowohl auf Seiten eines SERS-Substrates als auch bei der SERS-
Messung selber zu verbessern wird hier ein Hilfsmittel vorgestellt, die Laser-Scanning SERS-
Hintergrund Mikroskopie (SERS-BG). Die Methode macht sich zu Nutze, dass SERS-Spektren
ein, dhnlich dem Fluoreszenzphanomen, rotlichtverschobenes breitbandiges Hintergrundsi-
gnal zeigen, deren Ursprung jedoch nicht genau gekléart ist (siehe Abschnitt 2.6.3). Der
SERS-BG wird fiir die analytische Praxis insofern interessant, als dass sich eine Korrelation
zwischen Analyt-Bandenintensitat und der SERS-BG-Signale von SERS-Spektren eines SERS-
Substrates nachweisen lasst [70, 71]. Da die SERS-BG Bildgebung diese Signale in Summe
erfasst, sollte dieser Zusammenhang auch auf die SERS-BG Bildgebung iibertragbar sein.
Diese bildet die Basis fiir die angewandte SERS-BG Mikroskopie, da so schnell analytsensitive
Regionen auf eine SERS-Substrat ausfindig gemacht werden konnten. Die SERS-BG Bildge-
bung wurde bereits zur Untersuchung des Einflusses von Halogeniden auf immobilisierten
Silber NPs [169], Ursprung des SERS-BG in silbernanostrukturiertem Film [66] und zur
Bildgebung von plasmonischen Nanoaggregaten [170] angewandt. Die Bilderzeugung erfolgte
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durch Stage-Scanning [66, 170] oder Weitfeld-Belichtung [169]. Im Unterschied zu diesen
Untersuchungen werden hier mehr die Anwendungsméglichkeiten fiir die analytische Praxis
und die Vielseitigkeit der Methode insbesondere in Kombination mit anderen Methoden
herausgestellt. Weithin werden hier nach Stand des Wissens erstmals die Zusammenhénge
zwischen bildgebendem SERS-BG und SERS-BG- und Analyt-Signalen eines Spektrums
beleuchtet. Als weiterer Unterschied erfolgt hier die SERS-BG Bildgebung mittels eines konfo-
kalen Laser-Scanning Mikroskops und Erfassung der Summe des Signals mittels empfindlicher
HyD-Fluoreszenzdetektoren (siehe Abschnitt 3.5). Dadurch kann ein fiir die Bildgebung
ausreichend hohes Signal erzielt werden, um ein sehr schnelles Abscannen grofler Fléchen
des SERS-Substrates zu ermdoglichen. Das schnelle Abscannen grofier Fléachen reduziert die
Wahrscheinlichkeit von Photoreaktionen und macht es fiir die Qualitatskontrolle von SERS-
Substraten und zur Auffindung potentieller Hot Spots vor der eigentlichen SERS-Messung
interessant. Zu erwihnen ist, dass die SERS-BG Bildgebung alle rotlichverschobenenen Signale
erfasst, also sowohl den eigentlichen SERS-BG als auch mogliche Analytsignale. Da die Flache
unter den Analytbanden im Normalfall gegentiber der Flache des SERS-BG vernachlissigbar

klein sein sollte, wird aber allgemein von SERS-BG gesprochen.

Die Vielseitigkeit der Methode wird anhand eines kommerziellen ,,High Performance* Gold-
substrates, dem ,Mato“ SERS-Substrate von ATO ID exemplarisch vorgestellt [43]. Adeno-
sintriphosphat (ATP) wird aufgrund der Relavanz als universeller Energietréager in vielen
biochemischen Prozessen als Analyt ausgewahlt. Zunéachst wird die zugrundeliegende Idee
zur Lokalisierung von Hot Spots und deren Beziehung zu den spekralen Information des
SERS-Spektrums experimentell aufgezeigt. AnschlieBend wird gezeigt, wie zusétzliche Infor-
mation durch Verwendung mehrerer Detektoren generiert werden kann, um damit mogliche
Storquellen (Karbonisierung und plasmonoischer Spektralform Effekt) zu identifizieren oder
weitere optische Eigenschaften (Reflexion, Transmission, Absorption) fiir eine besser Cha-
rakterisierung des SERS-Substrates zu ermoglichen. Zudem wird der Zusammenhang dieser

optischen Eigenschaften zur Mikro- und Nanostruktur mittels REM aufgezeigt.

5.3.2 Methoden

Das Mato SERS-Substrate wird mittels eines patentierten Femtosekunden-Laser-Verfahrens
nanostrukturiert [43]. Laut Herstellerangaben ist es ein stochastisch nanostrukturiertes
Substrat und enthéalt Features von ein paar Nanometern bis nahezu einem Mikrometer in
Grofle und ist eher fiir eine Spurenstoffdetektion als fiir quantitative Messungen geeignet.
Aufgrund der heterogenen Nanostruktur ist es fiir einen breiten Anregungsbereich einsetzbar.

Um quantitative Messungen zu ermoglichen wird eine Mehrfachmessung gemittelter SERS-

Wie sich herausstellen wird, ist diese Annahme beim Vorliegen extrem verstérkten amorphem Kohlenstoffs
nicht ganz richtig. Hier konnen die Integrale der breitbandigen Signale in der Groflenordnung des SERS-BG
liegen. Von dieser Eigenschaft wird hier ebenfalls Gebrauch gemacht.
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Abbildung 5.10: Probenpréaparation des Mato Substrates. (a) Versetzung mit 500 nL
einer 100 pM ATP-Losung. (b) Aufbau unter Mikroskop mit Probenhalterung.

Signale durch Fokussierung eines Laserspots mit einer Mindestgrofie von 20 pm empfohlen.
Eine solche Signalmittelung fiithrt zu einer besseren Spot zu Spot Reproduzierbarkeit [171]
und kann zu einer Verringerung des plasmonischen Spektralform-Effekts fiihren [32], erfordert
jedoch eine Aufweitung des Laserstrahls, wie sie nur mit apparativen Anderungen oder
Defokussierung des Laserstrahl und dadurch moglicherweise erhohten Signal-zu-Rausch-
Verhaltnissen mit dem hier verwendeten Laser-Scanning Mikroskop realisierbar ist [171]. Um
die Vielseitigkeit der SERS-BG Bildgebung-Methode in hoher Auflésung aufzuzeigen, erfolgt
hier entgegen der Herstellerangaben eine starke Fokussierung des Laserstrahls. Aufgrund der
heterogenen Struktur ist das Substrat der ideale Kandidat, um die Einsatzmoglichkeiten

insbesondere in der Charaktersierung von SERS-Substraten zu demonstrieren.

5.3.2.1 Probenpriparation

Fir die Adsorption des Analyten auf das Mato Substrat werden ein Aliquot von 500 ulL
Volumen 100 pM ATP gelost in Gefi-Puffer mit einer Pipette auf dem Zentrum gebracht (pH 8,
20 mM Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS), 150 mM NaCl, 10 mM MgCly; Abbildung
5.10 a). Nach 10 Minuten Imprégnierzeit wird der Grofiteil des Tropfens vorsichtig mit der
Pipette ohne direkten Kontakt zur nanostrukturierten Fliache aufgezogen und entfernt. Rest-
besténden wird eine Eintrocknung ermoglicht. Das praparierte Substrat wird zwischen zwei
Deckglaser (Menzel-Glaser 25 mm x 50 mm, # 1) platziert und mit einem selbsthergestellten
Probenhalter fixiert (Abbildung 5.10 b).

5.3.2.2 Messungen

Die SERS-BG Bildung erfolgt bei einer Anregung von 633 nm mit 60 % Laserintensitat
und Detektion mittels eines HyD-Detektors im Photonenzédhl-Modus in EPI-Richtung im
konfokalen Modus des Leica TCS SP8 CARS (Emission von 640 nm—-720nm, 512x512 Pixel,
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Geschwindigkeit 10 Zeilen/s, Zoomfaktor 2,5, 73,8 um physikalische Lange, 63-faches Ob-
jektiv). Der Photonenzéhl-Modus soll ein lineares Ansprechverhalten fiir eine quantitative
Korrelationsanalyse gewdahrleisten (siche Abschnitt 3.5). Die Auto-Fokus-Kontrolle wurde zur
Stabilisierung der Bildposition eingesetzt. Zusatzlich spektral getrennte SERS-Hintergrund
Bilder wurden auf die gleich Weise durch Verwendung zweier HyD-Detektoren bestimmt
(Emission von 640 nm—675nm und 680 nm-720 nm). Transmissionsbilder wurden zeitgleich
mittels des CARS PMT-Detektors in Vorwéartsrichtung aufgenommen (Emission von 560 nm—
750 nm). Reflexionsbilder werden zuvor bei 1% Laserintensitat mittels eines PMT-Detektor
in Riickwartsrichtung unter Verwendung des ,RT 15/85“ Strahlungsteilers mit ansonsten
identischer Messeinstellung aufgenommen (Emission von 630 nm—636 nm, siehe auch Fuss-
note 2 auf Seite 32). Das ankommende Laserlicht wird zuvor durch einen Laserlinienfilter
bereinigt und entspricht etwa 1,8 mW bei 60 % bzw. 0,03mW bei 1 % Ausgangsleistung an
der Probe. Fiir eine Korrelation zu REM Bildern wurden xyz-Bilder an der zuvor mittels
REM untersuchten Stelle aufgenommen und mittels einer Maximum Intensitdt Projektion in

ein 2D-Bild umgewandelt.

Die SERS-Spektren wurden mit identischen optischen Einstellungen unter Verwendung des
,Bleach Point“-Modus in der Leica Software generiert. Dieser ermoglicht ein punktweise
Laserbestrahlung (Anregung bei 633 nm mit 20 % Laserintensitdt und 12's Beleuchtungszeit).
Pixel-fiir-Pixel Spektren wurden durch manuelles Verschieben des ,,Bleach Point“-Cursors
von Pixel zu Pixel der zuvor aufgenommmen SERS-BG Bildes aufgenommen (physikalische
Pixelgrofle 144nm). Die Spektren wurden mit einem Spektrographen mit CCD Kamera
gekoppelt tiber eine optische Faser am Lichtausgang des Leica Detektor Systems im Bereich
von 565 cm™1-1765 cm™! aufgenommen (Princeton Instruments, 10s Aufnahmezeit, Gitter
mit 1200 Strichen/mm auf 1200 cm™! zentriert). Die Laserleistung war etwa 0,6 mW auf
der Probe. Fiir die Korrelationsanalyse von Spektren und Bilddaten wurden die SERS-BG
Bildgebung vor und nach der Aufnahme von bis zu 11 Spektren aufgenommen und diese

Prozedur zweimal wiederholt.

5.3.2.3 Datenprozessierung

Die Datenvorprozessierung und Auswertung erfolgte in Matlab R2015a. Die SERS-BG und
Banden-Intensititen der spektralen Daten wurden mittels trapezférmiger numerischer Integra-
tion bestimmt (trapz). Wahrend der SERS-BG Bildgebung und pixelweisen Spektralaufnahme
kam es zu einer ungeklérten Verschiebung in x- und y-Richtung trotz der Auto-Fokus-Kontrolle.
Die optimale Verschiebungkorrektur wurde durch eine pixelweise Korrelationsanalyse der
Intensitaten der SERS-BG im Spektrum und der Intensitéten der SERS-BG ermittelt (siehe
Abbildung A.6).



5.3 Laser-Scanning SERS-Hintergrund Mikroskopie — Ein vielseitiges Werkzeug zu einer
zuverlassigeren SERS-Analytik 91

5.3.3 Zusammenhang zwischen Analyt-Signalverstarkung, spektra
lem und bildgebendem SERS-Hintergrund

Abbildung 5.11 zeigt den Zusammenhang zwischen Analyt-Signalverstiarkung, dem spektralem
und bildgebendem SERS-Hintergrund (SERS-BG) eines Mato SERS-Substrates versetzt mit
einer 100 pM ATP-Loésung auf. Das SERS-Hintergrund-Bild in Abbildung 5.11a wurde bei
einer Anregung von 633 nm und Messung des rotlichtverschobenen Lichtes im Bereich 640 nm—
720 nm generiert. Lokal hohe Intensitaten werden in einzelnen Punkten mit einem Durchmesser
von bis zu 1pm festgestellt. Die Intensititen steigen in den Punkten kontinuierlich zu
Mitte an und deuten auf das Vorhandensein diffraktionslimitierter Nanostrukturen, den
Hot Spots im Zentrum maximaler Intensitét hin (siche auch Abschnitt 3.4). Um eine echte
SERS Signalverstiarkung einzelner spektraler Banden nachzuweisen, wurden zwei Hot Spot-
Regionen hoher Signalverstarkung entlang der x-Richtung pixelweise spektral charakterisiert
(Abbildung 5.11 d). Hot Spot 1 zeigt eine Verstarkung von Analyt-Banden des ATP bei
731cm™t, 1006 cm ™! und 1334 cm™!. Diese sind auf die Ringatmung des Adeninrings [172—
175], Phosphatschwingungen [176] bzw. C5-N7- und C=N-Streckschwingungen im Adeninring
[172] zuriickzufithren. In Hot Spot 2 wird dagegen ein Verstarkung zweier breitbandiger
Signale bei 1313 cm™! und 1592 cm ™!, dem D- und G-Band von amorphem Kohlenstoff (AC)
festgestellt (siehe auch Abschnitt 2.6.4). In Entsprechung zu den SERS-BG-Bildintensitaten
wird eine gradueller Signalanstieg des spektralen SERS-Hintergrundes und der ATP- bzw. AC-
Banden in Richtung Hot Spot Zentrum festgestellt. Weiterhin konnte ein zeitlich abhéngiger
Anstieg des AC-Verstarkung festgestellt werden, was darauf hindeutet, dass es sich um eine
Photoprodukt handelt. Zur Quantifizierung des spektralen SERS-Hintergrundes, der ATP-
bzw. AC-Verstirkung wird das Integral des gesamten Spektrum, der Bande bei 732 cm™!
bzw. 1592 cm ™! bestimmt (Abbildung 5.11 b).

In Abbildung 5.11 ¢ werden die Pixelintensitaten von Hot Spot 1 und 2 aus Abbildung 5.11 a
mit den nach Abbildung 5.11 b extrahierten spektralen Intensitéten pixelweise in x-Richtung
verglichen. In Hot Spot 1 stimmt der Verlauf der ATP Signalverstiarkung sowohl mit dem
Verlauf des spektralen SERS-Hintergrundes (R? = 0,97) als auch mit dem bildgebendem
SERS-Hintergrund (R? = 0,93) iiberein. Die ATP-Signal steigt von 0,3 - 10* an den Hot
Spot-Réandern zu 3,4 - 10* im Hot Spot Zentrum, was einer 11-fachen Signalverstirkung vom
Rand zur Mitte entspricht. Im Hot Spot 2 wird ebenso ein dhnlicher Intsitatsverlauf zwischen
der AC-Bande bei 1592 cm ™! und dem spektralem bzw. bildegebendem SERS-Hintergrund
festgestellt. Eine lineare Beziehung konnte jeodch nur zwischen der AC-Bande und dem
spektralem SERS-Hintergrund bestimmt werden (R? = 1). Aufgrund der Uberséttigung des
HyD-Detektors in drei zentralen Pixel ergibt sich eine Sattigungskurve in der Iac o< Jimg
und Igg o Ing Abhédngigkeit und ein Plateau in den Distanzprofilen. Die Ubersittigung
des Detektorsignals in diesen Pixeln ist auf die ausgesprochen hohe SERRS-Verstarkung
zuriickzufithren. So ist der spektrale SERS-Hintergrund der AC-signalverstéirkten Spektren in
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Hot Spot 2 im Schnitt vier mal grofler als der spektrale Hintergrund der ATP-Signalverstarkten
Spektren in Hot Spot 1.

Die Beobachtungen zeigen, dass die mittels Laser-Scanning Mikroskopie generierten Bilder
rotlichtverschobenen Lichtes eine Lokalisierung der Hot Spot-Regionen des SERS-Substrates
ermoglichen. Der exakte Ort des Hot Spots befindet sich im Zentrum des diffraktionslimitierten
Punktes. Hier wird sowohl eine maximale Bildintensitét als auch maximale Signalverstiarkung
einzelner Banden festgestellt. Wie gezeigt wurde, liegt diesem Zusammenhang eine lineare
Abhéngigkeit der Signalverstarkung einzelner Banden und der Signalverstirkung des Hinter-
grundes zugrunde. Da die Bildintensitéten diesen Hintergrund, als aufsummiertes Signal eines
SERS-Spektrums erfassen, spiegeln die Bildintensitdten diesen linearen Zusammenhang wider.
Eine Unterscheidung der Signalverstéarkungsart z. B. zwischen Analytbandenverstirkung und
ungewollter AC-Bandenverstarkung ist mittels dieser SERS-Hintergrund Bildgebungsmethode

jedoch nicht vorhersagbar.

5.3.4 Variationsanalyse in Hot Spots mittels multimodaler SERS-
Hintergrund Bildgebung

Um Variationen entlang des SERS-Spektrums erfassen zu konnen, kann die SERS-Hintergrund
Bildgebung auf mehrere Kanile entlang des Spektrums aufgeteilt werden. Um weiterhin
schnelle Messungen mit ausreichender Signalintensitat zu ermoglichen, konnen die Bereiche
jedoch nicht beliebig klein gewéhlt werden. Im Folgenden wird dieser multimodale Ansatz
zur Unterscheidung von Analyt-Banden verstéirkter und stérender amorpher Kohlenstoff
verstiarkter Hot Spots aufgezeigt. Die Messung erfolgt mittels zweier HyD-Detektoren: Der
SERS-BG-Kanal erfasst den SERS-Hintergrund des gesamten Fingerprint-Bereiches von
640 nm—720 nm. Der SERS-BG-AC-Kanal beschrankt sich auf den Bereich der D- und G-

Bande des amorphem Kohlenstoffs von 680 nm—720 nm.

Abbildung 5.12 zeigt einen exemplarischen Vergleich der SERS-BG und SERS-BG-AC
Bildgebung zweier Hot Spots. Die Nahaufnahmen offenbaren eine hohere Intensitit im SERS-
BG-Kanal gegeniiber dem SERS-BG-AC-Kanal in Hot Spot 3. In Hot Spot 4 werden in
beiden Kanélen hohe Intensitatswerte bestimmt. Die spektrale Auswertung zeigt, dass die
hohen Intensitatswerte im SERS-BG-AC-Kanal des Hot Spot 4 auf amorphe Kohlenstoff-
Banden zuriickzufiihren ist. Das Spektrum von Hot Spot 3 zeigt dagegen ausschlieSlich eine
Verstarkung der ATP-Banden. Die geringe Intensitiat im SERS-BG-AC-Kanal macht sich
durch einen ungewohnlich starken Abfall des SERS-BG zu hoheren relativen Wellenzahlen im
Spektrum bemerkbar. In dhnlicher Weise ist eine deutliche Abnahme der Bandenintensitiaten
des ATP zu héheren relativen Wellenzahlen zu beobachten, was auf die gleiche Ursache
hindeutet: Spektrale Variationen des SERS-BG und Analytbanden sind auf Variationen der
lokalisierten Oberfléchenplasmonenresonanzen im SERS-Substrat zuriickzufiithren, welche so-
wohl die Verstarkung SERS-Hintergrundes- als auch die der SERS-Analyt-Signale modulieren
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Abbildung 5.11: Zusammenhang zwischen Analyt-Signalverstiarkung, spektralem
und bildgebendem SERS-Hintergrund eines kommerziellen SERS-Substrates ver-
setzt mit einer ATP-Lo6sung. Zudem wird der Zusammenhang zu ,,stérendem*® verstarktem
amorphem Kohlenstoff aufgezeigt. (a) SERS-Hintergrund Bild eines Mato-Substrates versetzt
mit einer 100 pM-Losung von ATP (Anregung bei 633 nm, Emission 640 nm—720 nm). Zwei
Hot Spots wurden entlang der x-Richtung pixelweise spektral untersucht. Die Bildintensitaten
(Iimg) werden als Heatmap visualisiert. (b) Pixelweise spektrale Bestimmung der Intensitét
des SERS-Hintergrundes (/pg), der Intensitét der ATP Bande bei 723cm™! (Iarp) und der
Intensitéit des G-Bandes von amorphem Kohlenstoff bei 1592 cm™! (Ix¢). Gezeigt wird ein
Spektrum eines Pixels von Hot Spot 1 (griin) und Hot Spot 2 (rot) markiert mittels des weilen
Pfeils in (a). (c) Vergleich der Bildintensitat Ii,, mit den spektralen Daten Igp, Iac und
Inrp entlang der x-Richtung von Hot Spot 1 (griin) und Hot Spot 2 (rot). (d) Pixelspektren
entlang der x-Richtung von Hot Spot 1 (griin) und Hot Spot 2 (rot). Gezeigt werden der
Mittelwert und die Standardabweichung von drei Spektren pro Pixel.
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[52] (siehe auch Abschnitt 2.6.3.2). Eine Anhebung des SERS-BG in bestimmten spektralen
Bereich fithrt entsprechend zu einer Anhebung der spektralen Banden in diesem Bereich,
was zu nicht zu vernachléassigenden Problemen bei der Spektralanalyse fiihren kann und als
plasmonischer Spektralform-Effekt bezeichnet wird. Eine Abschétzung des plasmonischen
Spektralform-Effekts mittels der hier aufgezeigten multimodalen SERS-BG Bildgebung kénnte
daher auch eine wichtige Rolle bei der Qualitdtskontrolle von SERS-Substraten spielen.

Um allgemeinere Schliisse auf die gesamte Aufnahme zu ziehen, werden die Pixelintensititen
in Hot Spot 3 und 4 des SERS-BG- und SERS-BG-AC-Kanals den Pixelintensitaten aller Hot
Spots gegeniibergestellt. Der Vergleich der SERS-BG-Intensitatsverteilung im Box-Plot in
Abbildung 5.12 i zeigt, dass Hot Spot 4 die hochsten Pixelintensitdatswerte enthélt. Auf den
ersten Blick scheint eine ungewohnlich hohe Intensitdt des SERS-BG daher eine gutes Indiz
fiir eine Karbonisierung innerhalb diesen Hot Spots zu sein. In Mittel sind die Intensitédtswerte
von Hot Spot 4 jedoch nicht signifikant unterschiedlich von den anderen Hot Spots. Geringere
Uberlagerungen werden bei den SERS-BG-AC-Intensititsverteilungen in Abbildung 5.12 j
ermittelt, was auf eine bessere Unterscheidung der Analyt-Banden verstirkter und amorphem
Kohlenstoft verstarkter Hot Spots hinweist. Neben den Absolutintensitatswerten kénnen
Intensitétsverhaltnisse des SERS-BG und SERS-BG-AC ein geeignetes Unterscheidungsmafl
darstellen (Abbildung 5.12 k). Diese sollten im Unterschied zu den Absolutwerten ausschlie-
lich die Spektralform des entsprechenden SERS-BG Spektrums widerspiegeln und wére somit
beispielsweise geeignet Variationen aufgrund des plasmonischen Spektralform-Effektes zu
untersuchen. Hot Spot 3 und 4 werden hier jeweils dem oberen bzw. unteren Bereich der
Verteilung aller Hot Spots zugeordnet (P75 und P25 Wert). Offenbar zeigt ein Viertel der
Pixelspektren einen Hot Spot 3 dhnlichen oder steileren Abfall des SERS-BG zu hoheren
relativen Wellenzahlen und ein anderes Viertel eine zu Hot Spot 4 dhnliche oder ausgeprégtere

Erh6hung der Signalintensitédten zu relativen absoluten Wellenzahlen.

Neben der schnellen Auffindung potentiell geeigneter analytsensitiver Hot Spots ist diese
Methode aufgrund der hohen Geschwindigkeit interessant fiir die Qualitédtskontrolle von SERS-
Substraten. Diese erfordert an erster Stelle eine schnelle Bestimmung von Qualitdtsmafien z. B.
Intensitits- bzw. Spektralformvariationen. An zweiter Stelle kann dann eine Ursachenbestim-
mung der Variationen durch Spektralanalyse signifikant unterschiedlicher Bereiche erfolgen,
um z. B. zwischen der Karbonisierung und einem plasmonischen Spektralform-Effekt zu un-
terscheiden. Dieser Ansatz stellt somit immer dann eine Alternative zu einer herkémmlichen

hyperspektralen Bildanalyse dar, wenn eine hohe Geschwindigkeit erforderlich ist.

5.3.5 Multimodale Charakterisierung eines SERS-Substrates mit-

tels Reflexion, SERS-Hintergrund und Transmission

Um zusétzliche optische Eigenschaften des SERS-Substrates zu erfassen, wird die SERS-

Hintergrund Mikroskopie mit Reflexions- und Transmissionsmessungen kombiniert. Die
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Abbildung 5.12: Multimodale SERS-Hintergrund Bildgebung zur Unterscheidung
Analyt-Banden verstarkter und amorpher Kohlenstoff verstiarkter Hot Spots ei-
nes kommerziellen SERS-Substrates versetzt mit einer ATP-Losung. (a) SERS-
Hintergrund Bildgebung im gesamten Fingerprint-Bereich (Anregung bei 633 nm, Emissi-
on 640 nm-720nm). (b) SERS-Hintergrund Bildgebung im Bereich der G- und D-Bande
amorphen Kohlenstoffs (Anregung bei 633 nm, Emission 680 nm-720nm). (c-e) SERS-BG,
SERS-BG-AC und SERS-Spektrum in Hot Spot 3. (f-h) SERS-BG, SERS-BG-AC und SERS-
Spektrum in Hot Spot 4. (i-h ) Intensitédtsverteilung des SERS-BG und SERS-BG-AC und
deren Verhéltnis in Pixeln von Hot Spot 3, 4 und aller Hot Spots. Als Hots Spot-Bereiche
werden SERS-BG Pixelgrauwerte mit > 0.17 und eine Objektgrofe zusammenhéngender
Pixel > 4 angenommen.
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Transmissionsmessungen werden parallel zu dem SERS-Hintergrund mittels des Forward-
CARS-Detektors bei hoher Laserintensidat aufgenommen (Intensitat 60 %). Die Detektion
transmittierten Lichtes im Bereich 560 nm—-750 nm erfasst vor allem durchgelassenes La-
serlicht. Zuséatzlich konnen auch rotlichtverschobene Signale des SERS-BG erfasst werden.
Reflexionsbilder werden bei geringer Laserintensitat (1 %) im Bereich der Laserlinie von

630 nm—636 nm aufgenommen.?

Abbildung 5.13 zeigt diesen Ansatz fiir das Mato Substrat versetzt mit einer 100 tM-Losung
von ATP auf. Die Bildaufnahmen des SERS-Subtrates offenbaren lokal erh6hte Intensitéten in
allen drei optischen Kanélen. Auftragung der Intensitatswerte der Bildpixel in Abhédngigkeit
der drei Kandle im multimodalem Raum zeigt die Beziehungen der optischen Eigenschaften
zueinander auf und gibt Aufschluss iiber die beobachteten lokal erhdhten Intensitdten. Das
SERS-Substrat weist iiber modalitatsspezifische , Features” auf. Diese zeigen tiber hohe
Intensitaten einer Modalitat jedoch niedrige in den anderen Modalitaten. Pixel mit hohen
Intensitdtswerten in mehr als einer Modalitét werden nicht bestimmt. Im multimodalem Raum
zeigt sich dies durch eine deutliche Begrenzung der duflersten Pixel in Form einer Abklingkurve.
Oberhalb diesen Bereichs gibt es keine Pixel. Erklart werden kann dieses Phénomen durch
einfache Bilanzierung der Photonenprozesse. Auf das SERS-Substrat einfallende Photonen
konnen entweder reflektiert, transmittiert oder absorbiert werden. In Pixeln hoher Reflexion
tritt entsprechend eine niedrige Transmission und Absorption auf. Eine hohe Absorption
hat entsprechend eine niedrige Relektion und Transmission zur Folge.? Eine Absorption von
Photonen erfolgt in einem SERS-Substrat aufgrund der Anregung gekoppelter lokalisierter
Plasmonen und ist Ursache fiir die SERS-BG-Signale. Hohe SERS-BG-Signale treten somit

nur in Pixeln niedriger Reflexion und Transmission auf.

Eine genauere Charakterisierung der Abklingkurvenform sollte prinzipiell eine Abschiatzung

der Abhingigkeiten der optischen Prozesse zu einander aufzeigen.® In diesem Fall wird die

Signale in diesem Kanal kénnen durch gespiegeltes Laserlicht an ebenen Fliachen (Reflexion) oder durch diffuse

Streuung an rauhen Oberflachen des SERS-Substrates hervorgerufen werden. Aufgrund der Nanostrukturierung
kommt zusétzlich oberflichenverstirkte Rayleigh-Streuung am Analyten in Frage. Im Unterschied zu dem
SERS-Effekt ist die oberflichenverstarkte Rayleigh-Streuung nicht auf eine plasmonische Kopplung zwischen
plasmonische Elementen (z.B. durch Liicken, Ecken und Kriimmungen im SERS-Substrat) angewiesen
sondern liefert bereits bei einzelnen plasmonischen Elementen ausreichend Signal [177]. Demnach sollte die
oberflichenverstirkte Rayleigh-Streuung mit dem SERS-Hintergrund iiberlagern und weitere zusétzliche
Signale auf dem Substrat liefern. Da keine genaueren Aussagen iiber die Herkunft gemacht werden kénnen
wird im Folgenden allgemein von Reflexion gesprochen.

Die inverse Relation der Reflexion zum SERS-Hintergrund lasst darauf schlielen, dass diese Signale zum
Grofiteil gespiegeltes oder diffus gestreutes Laserlicht sind. Ein deutlicher Beitrag oberflichenverstérkter
Rayleigh-Streuung kann ausgeschlossen werden, da hierbei ein positive Korrelation zum SERS-Hintergrund
zu erwarten ware.

Die hier bestimmten SERS-BG-Signale setzen sich bespielsweise aus dem eigentlichen Hintergrund und

SERS-Signalen bzw. SERRS-Signalen zusammen. Das SERS-Signale ist unter Idealbedingungen proportional
zum Quadrat des absorbierten Lichts, da sowohl das einfallende Licht als auch das vom Molekiil generierte
Raman-Signal verstarkt wird. Zusétzliche kann die Effizienz der Verstdrkung durch Resonanz-Raman z. B. bei
amorphem Kohlenstoff gesteigert werden. Beziiglich der Intensitit der SERS-BG-Signale ist die Abhéngigkeit
zu den absorbierten Licht unter Idealbedingungen nicht genau klar, das die Ursache dieses Prozesses noch
nicht genau geklart ist. Aufgrund der Nichtlinearitit des SERS-Signals-Generierung ist jedoch anzunehmen
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Abbildung 5.13: Multimodale Charakterisierung eines SERS-Substrates mittels Re-
flexion, SERS-Hintergrund und Transmission. Auftragung der Pixelintensititswerte
der optischen Parameter im multimodalem Raum offenbart die Beziehungen der optischen
Eigenschaften zueinander. , Feature®- Pixel hoher Intensitat der einen Modalitit zeigen gerin-
ge Intensitaten in den beiden anderen Modalitdaten. Erklart werden kann dieses Phanomen
durch Bilanzierung eingestrahlter Photonen: Trifft ein Photon auf ein SERS-Substrat so
kann es entweder reflektiert, absorbiert oder transmitiert werden. In Bereichen niedriger
Reflexion und Transmission von Photonen stehen daher potentiell mehr Photonen fiir eine
LSPR-Absorption und damit Generierung von SERS-BG zur Verfiigung. Reflexion: Anregung
633nm mit 1% Laserintensitit, Emission 630 nm-636 nm; SERS-BG: Anregung 633 nm mit
60 % Laserintensitit, Emission 640 nm—720 nm; Transmission: Anregung 633 nm mit 60 %
Laserintensitat, Emission 560 nm—750 nm

Kurve aber vermutlich in erster Linie durch das unterschiedliche Ansprechverhalten der
Detektoren bestimmt. Eine Quantifizierung der Prozesse zueinander wiirde eine Kalibration
nach Photonenanzahl der einzelnen Detektoren erfordern. Die Absorption kénnte indirekt
aus der Differenz der Intensitéit eingestrahlten Lichts und der Summe der Intensitdten in
Reflexion und Transmission bestimmt werden. Da mit dem derzeitigen Transmissionskanal
ein breiter Spektralbereich und potentiell auch SERS-BG-Signale in Transmissionsrichtung

erfasst werden, miisste ein Laserlinienfilter vorgeschaltet werden.

5.3.6 Vergleich optischer Eigenschaften mit der Mikro- und Na-
nostruktur eines SERS-Substrates

Um den Ursprung der SERS-Verstarkung zu untersuchen, wurde die zugrundeliegende Mikro-

und Nanostrukur des Mato-Substrates mittels Rasterelektronenmikroskopie charakterisiert.

dass der Anstieg in Abhéngigkeit der Reflexion oder Transmission steiler sein sollte als die Reflexion und
Transmission zueinander, da diese direktproportional zu Absorption stehen sollten.
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Im Anschluss erfolgte die multimodale optische Charaktersierung des entsprechenden Berei-
ches entsprechend Abschnitt 5.3.5 (Reflexion, SERS-BG, Transmission). Das Reflexionsbild
ermoglichte hierbei insbesondere eine Uberlagerung der optischen Bilder mit der REM-
Aufnahme anhand von Strukturelementen im Randbereich des Substrates, welche sowohl
mittels REM als auch Reflexion gut zu erkennen sind (Gesamtbild, sieche Abbildung A.7).
Zur Sichtbarmachung der Nanostruktur in hoher Auflésung wurden einzelne Bereiche mittels
REM stéarker fokussiert, was jedoch eine REM-induzierte Karbonisierung in dem Bereich
zufolge hatte wie die anschlieBende SERS-Hintergrund-Aufnahmen zeigen [178]. Wie im

folgenden gezeigt wird, liefern diese ,Messartefakte® dennoch brauchbare Information.?

In Abbildung 5.14 werden die REM-Aufnahmen den entsprechenden optischen Bildern in
dem Bereich gegeniibergestellt. Die REM-Ubersichtsaufnahme gibt eine Ubersicht iiber eine
mogliche strukturelle Herkunft der unterschiedlichen optischen Eigenschaften. Das Substrat
hat eine hochpordse chaotische Struktur und besteht aus helleren hervorstehenden hiigeldhnli-
chen Regionen und dunkleren talerdhnlichen Regionen, die zur Mitte hin in Locherstrukturen
enden. Die entsprechenden optischen Ubersichtsbilder offenbaren die lokal intensiven modali-
tatsspezischen ,Feature“-Bereiche in allen drei optischen Kanélen (siehe Abschnitt 5.3.5).
Eine statistische Auswertung der intensivsten Features wird in Abbildung 5.14 e gezeigt: Der
Durchmesser der Features liegt im Nanometerbereich. Die meisten Features zeigen eine er-
hohte Reflexion (N = 354), gefolgt von Transmission (N = 114) und dem SERS-Hintergrund

(N = 44), wobei die Transmissions-Features etwas grofiflichiger sind.

Ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen Mikro- und Nanostruktur des REM-
Bildes und den optischen Eigenschaften kann anhand der Intensititdtswerte nicht ermittelt
werden. Weder eine spezifische Zuordnung der , Feature“-Bereiche zu den hellen oder dunklen
Regionen der REM-Aufnahme ist moglich, noch eine Zuordnung bestimmter Helligkeitsbe-
reiche des REM-Bildes (z. B. Locherstrukturen niedriger Intensitdt in Abbildung 5.14 b) zu
den drei optischen Modalitdten konnte ermittelt werden. Wie das REM-Bild zeigt, weist das
SERS-Substrat iiber eine sehr heterogene Zusammensetzung unterschiedlichster Mikro- und
Nanostrukturen auf. Eine Unterteilung in grobe Intensitatsbereiche des Bildes ist daher nicht
ausreichend um die komplexe Struktur widerzuspiegeln. Zudem bilden die Ubersichtsbilder
Nanostrukturen nur in begrenztem Mafle ab. Da die optischen Phanomene, insbesondere eine
auspriagte Oberflaichenverstiarkung, nur in sehr kleinen Strukturen z. B. Nanogaps effektiv

sind, wird somit kein Zusammenhang ersichtlich.

Einen bessere Differenzierung der Nanostrukturen ermoglichen die hochaufgelosten Sub-
Mikrometer skalierten REM-Bilder in Abbildung 5.14 c-e. Die hellen Bereiche entsprechen
den Peakspitzen der hiigeldhnlichen iibereinandergeschichteten Strukturen, die iiber eine
blumenkohlédhnliche nanostrukturierte Oberfliche aufweisen. Die raue Oberfliache fiithrt zur

Ausbildung von Liicken, Kanten und Kriimmungen im Subnanometer-Bereich. Weitere Liicken

Um REM-induzierte Artefakte in den optischen Aufnahmen zu verhindern, sollten die optischen Messungen
in Zukunft vor der REM-Aufnahme erfolgen.



5.3 Laser-Scanning SERS-Hintergrund Mikroskopie — Ein vielseitiges Werkzeug zu einer
zuverlassigeren SERS-Analytik 99

unterschiedlicher Gréfle und Form wie Spalten und runde Locher werden in Abhéngigkeit zur
Distanz der hiigelahnlichen Strukturen innerhalb der Talregionen gebildet. Enger Kontakt
der Strukturen fihrt zu Liicken bis in den Nanometerbereich. All diese Strukturelemente aus
Liicken, Kanten und Kriimmungen unterschiedlichster Form und Grofle kénnen potentiell eine
plasmonische Kopplung zwischen zwei plasmonischen Elementen und damit den SERS-Effekt

hervorrufen.

Um die Ursache des SERS-Effekts besser einzugrenzen, erfolgt eine Uberlagerung der op-
tischen Bilder mit den komplexen Strukturen der REM-Bilder. Die vergroflerten optischen
Bilder liefern in der Auflésung nahe der Beugungsgrenze nur sehr verschwommenen Kontrast.
Dies gilt insbesondere fiir die Transmission, weshalb diese nicht weiter analysiert wurde.
Die Reflexions- und SERS-BG-Bilder zeigen jedoch gewisse Intensitdtsunterschiede, aus
denen beugungsbegrenzte kreisformige Strukturen ausgemacht werden kénnen. Eine ma-
nuelle Kennzeichnung der Zentren der intensivsten Strukturen durch die Pfeile offenbart,
dass die SERS-BG-Signale oftmals in Bereichen nahe oder innerhalb der Liicken zwischen
den hervorstehenden Regionen auftreten, was darauf hinweist, dass die Signale nicht blof}
Resonant-Raman verstiarkter REM-induzierter amorpher Kohlenstoff, sondern tatséachlich
oberflichenverstarkte Signale des amorphen Kohlenstoffs sind. Eine plasmonische Kopplung
innerhalb der Liickenbereiche wére eine mogliche Ursache fiir den SERS-Effekt. Nahere Aus-
sagen konnen aufgrund der begrenzten Auflosung der SERS-BG Bilder jedoch nicht gemacht
werden. Hier wird die Grenze der diffraktionslimitierten Methode ersichtlich. Ein besserer
Einblick kann nur durch Super-Resolution Bildgebung oder besser Nahfeldmethoden erzielt

werden.

Ebenso ist keine eindeutige Zuordnung der Reflexion durch die Pfeile zu einer bestimmten
Mikro- oder Nanostruktur moglich. Intensive Signale treten hier sowohl in den Hiigel- als
auch in den Talerregionen bis hin zu den Locherregionen auf. Im Unterschied zu dem SERS-
Hintergrund sind Reflexionen an allen méglichen Strukturen denkbar, was die hohe Anzahl an
Reflexionsfeatures erklart. Auffallig ist in den Sub-Mikrometer Bildern die Trennung intensiver
SERS-Hintergrund und Reflexionsfeatures, was wie in Abschnitt 5.3.5 bereits diskutiert durch
eine Photonenbilanzierung erklarbar ist. In Bereichen hoher Absorption (z.B. aufgrund
LSPR) wird weniger Licht reflektiert. In einem der Sub-Mikrometer REM-gescannten Bilder
konnte eine im Mittel 26 % verminderte Reflexion festgestellt werden, was auf eine zuséitzliche
Lichtabsorption hindeutet und vermutlich auf den REM-induzierten amorphen Kohlenstoff
zurtickzufiihren ist (siehe Gesambild, Abbildung A.7).

5.3.7 Schlussfolgerungen

In diesem Abschnitt wurde anhand eines mit ATP-Losung versetzten kommerziellen Gold
SERS-Substrates gezeigt, dass der ausgepragte fluoreszenzdhnliche SERS-Hintergrund eines

SERS-Spektrums ein vielseitig einsetzbares Werkzeug fir die analytische Praxis, aber auch
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Abbildung 5.14: Multimodale Charakterisierung eines kommerziellen SERS-
Substrates mittels REM, Reflexion, SERS-Hintergrund und Transmission. (a)
Ubersichtsbild ohne ausgeprigter REM-induzierter Karbonisierung. (b) Statistische Aus-
wertung der Features erhohter Intensitat aus (a). Fir die REM-Aufnahme werden Features
niedriger Intensitat (Locher) dargestellt. (c-e) Nahaufnahmen an der Lichtbeugungsgrenze.
Das Zentrum von Bereichen erhohter Intensitat wird mittels Pfeile gekennzeichnet (SERS-
BG: rot; Reflexion: gelb). Der ausgeprigte SERS-BG kommt durch eine Karbonisierung
aufgrund der REM-Fokussierung zustande. Die nicht homogene Verteilung des SERS-BG
deutet dennoch auf echte Verstarkungssignale hin.
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fiir die Qualitatskontrolle von SERS-Substraten darstellen kann. Die aufgezeigte Beziehung
zwischen der SERS-BG Bildgebung, dem spektralem SERS-BG und die Analytbanden-
Intensitdt bildet hierbei die Basis fiur die Methode und ermoglicht eine schnelle Auffindung
hochsensitiver Hot Spots auf dem Substrat mittels eines herkdémmlichen konfokalen Laser-
Scanning Mikroskops unter Verwendung der internen Fluoreszenzdetektoren. Die Methode
kann damit die hdufige Trial-and-Error-Methode zur Auffindung sensitiver Stellen im SERS-
Substrat ersetzen, konnte prinzipiell automatisiert werden und somit in Zukunft einen
wichtigen Beitrag in Richtung einer schnelleren, einfacheren und vor allem reproduzierbaren
hochsensitiven SERS-Analytik liefern. Hochsensitive SERS-Messungen sind nicht nur fiir
Nachweise geringer Quantitéiten (,Einzelmolekiildetektion®) interessant, sondern vielmehr
ein wichtiger Parameter, um auch die Analyse von schlecht absorbierbaren Analyten bzw.
Analyten mit geringem Streuquerschnitt zu erméglichen. Die hohe Abhéngigkeit des Erfolgs

einer SERS-Messung vom Analyten ist eines der grofiten Hindernisse [25].

Die Vielseitigkeit der SERS-BG Bildgebung wurde in Kombination mit anderen Modalitaten
herausgestellt. Eine spektrale Auftrennung des bildgebenen SERS-BG ermoglicht es mit
geringen Aufwand Informationen zur rdumlichen Verteilung von photoinduzierten Karboni-
sierungen oder spektralen Variabilititen des SERS-Hintergrundes durch eine plasmonischen
spekralen Form-Effekt auf dem SERS-Substrat zu erlangen. In Kombination mit weiteren
optischen Modalitdten wie Reflexion und Transmission und REM-Aufnahmen kénnen wichtige
Zusammenhédnge zwischen den optischen Eigenschaften und der Nano- und Mikrostruktur
eines SERS-Substrates aufgedeckt werden. Im Unterschied zu Nahfeld-Methoden erfolgt hier
nicht eine Analyse einzelner Hot Spots, sondern vielmehr eine globale groBflichige Analyse des
SERS-Substrates. Zudem ist die Methode vom Gerateaufwand sehr viel weniger aufwendig,
was sie insbesondere fiir die Rountinemessungen wie Qualitatskontrolle von SERS-Substraten
interessant macht, um z. B. die Homogenitat der Hot Spots Verteilung auf dem Substrat
zu uiberpriifen. Da SERS-Substrate in der Regel sehr diinne Proben sind, kénnte prinzipiell
auf ein Laser-Scanning-System im Konfokal-Modus verzichtet werden. Eine Hochdurchsatz
SERS-Hintergrund Bildgebung wére mittels Weitfeld /direkter Bildgebung durch gleichzeitige
Bestrahlung des gesamten SERS-Substrates mittels eines defokussierten Laser, Filterung des
Laserlichts und anschlieBender globaler Bildaufnahme mittels einer CCD Kamera moglich
(fiir Bildgebung mittels CCD Kamera sieche auch Abschnitt 3.5) [45, 179-181]. Neben einer
instantanen Bildgebung wiirde dies den apparativen Aufwand erheblich reduzieren und so
eine kostengiinstigere Alternative fir die industrielle Anwendung z. B. in der Hochdurchsatz-
Qualitatskontrolle von SERS-Substraten darstellen.

Die Limitierungen der Methode sind prinzipiell die gleichen wie bei herkdémmlichen Fluores-
zenzmessungen. Aufgrund der in der Regel schwicheren Intensitat des SERS-Hintergrundes
gegentiber z. B. der Fluoreszenz von Farbstoffen machen sich diese jedoch in stiarkerem Mafle
bemerkbar: Ein schnelles Abscannen mit hoher Auflésung ist nur mit entsprechend hoher

Laserintensitdt unter Verwendung der empfindlichen HyD-Detektoren moglich. Das schnelle
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Abscannen ist erforderlich, um dhnlich der Fluoreszenz Photoreaktionen zu vermeiden, sofern
das SERS-Substrat mit Analyten bedeckt ist. Bei mehrmaligen Abscannen der Probe zeigte
sich eine allméhliche Karbonisierung innerhalb einzelner Hot Spots. Ein solcher Prozess
ist daher auch bei zu langsamen Driiberfahren des Lasers zu erwarten. Weiterhin kann
das spektrale Fenster des SERS-BG nicht beliebig klein gewahlt werden. Eine Erfassung
schmalbandiger SERS-Bander eines Analyten sind mit dem derzeitigen Aufbau daher als
unrealistisch anzusehen, sodass nur sehr signalintensive bzw. breitbandige Phanomene erfasst

werden konnen.

Die SERS-Hintergrund Bildgebung konnte weiterhin in sogenannten SERS-Labels fiir die
In-Situ-Bioanalytik eine schnelle Lokalisierung dieser Labels innerhalb der biologische Proben
ermoglichen. Eine interessanten Ansatz zeigten hierbei Carattino et al. [182] auf. Sie nutzten
die Eigenschaft, dass SERS-Substrate auch auf der Anti-Stokes Seite einen SERS-Hintergrund,
wenn auch mit sehr viel niedriger Intensitéit, generieren. Messungen auf der Anti-Stokes
Seite haben den Vorteil, nicht mit der Fluoreszenz auf der Stokes-Seite z. B. Autofluoresenz
in biologischen Proben zu iiberlagern (siehe auch CARS). Da die Spektralform des SERS-
Hintergrundes durch die plasmonischen Eigenschaften des SERS-Substrates steuerbar sind,
wére es denkbar SERS Labels unterschiedlicher optischer Eigenschaften zu entwickeln. Gegen-
iiber Fluorophor-Labels haben sie den Vorteil, kein Photobleichen zu zeigen. Entscheidend
fiir weitere Anwendungen des SERS-Hintergrundes ist aber letztendlich den Ursprung dieses
Phénomens und insbesondere die Rolle das Analyten auf den SERS-Hintergrund genauer zu
verstehen. Hat dieser einer signifikanten Einfluss auf die SERS-Hintergrund Generierung, so
kénnte die SERS-BG Bildgebung (dhnlich den CH-Streckschwingungen in CARS) moglicher-
weise fiir eine signalintensive und damit schnelle, zeitaufgeloste Lokalisierung eines Analyten
in einer komplexen Probe verwendet werden, welche durch die signalschwéchere also langsa-
mere aber spezifischere spektrale SERS-Analytik erganzt wird. Auf eine weitere Anwendung
des SERS-Hintergrundes wird im folgenden Kapitel zur SERS-Analytik im mikrofludischen

Systemen eingegangen.
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5.4 Laserinduziert immobilisierte SERS-Substrate in
mikrofluidischen Systemen fiir die In-Chip-Analytik

niedermolekularer Verbindungen

5.4.1 Einleitung

Im Rahmen des ,Leibniz Research Clusters“ (LRC), einem Kooperationsprojekt zwischen
fiinf Leibniz-Instituten, sollen neue Wege der Wirkstoffherstellung aufgezeigt werden. Ziel ist
eine Mikrofluidikplattform zur zellfreien, enzymatischen Synthese einer grofien Klasse von
bioaktiven Naturstoffen, im besonderen Polyketiden, aufzubauen. Diese setzen sich ,LEGO“-
artig aus nur wenigen Grundbausteinen zusammen. Die Synthese dieser Biobricks stellt
somit den ersten Schritt zu einer zellfreien Produktion dieser pharmakologisch interessanten
Substanzklasse dar. Am ISAS wird die erforderliche Online- und Offline-Analytik entwickelt.
Abbildung 5.15a verdeutlicht die Idee des Projektes mittels einer ersten Modellreaktion
von freiem CoA, Malonat und Oxalacetat zu Citrat tiber drei enzymatische Stufen mit
anschlieBender Trennungseinheit. Die Reaktionskaskade lauft zyklisch unter Recycling von
freiem CoA ab. Als typische Biobricks werden hierbei CoA-aktivierte Malonyl- und Acetyl-
Gruppen in Zwischenstufen gebildet. Die Online-Analyse der (bio-)chemischen Prozesse und
anschliefenden Trennprozesse soll mittels optisch-spektroskopischer Methoden direkt im

Mikrosystem ohne Probenahme erfolgen.!

Eine Messung der Lichtabsorption oder Fluoreszenz im Mikrokanal z. B. mittels Z-Zelle
stellt die einfachste optische Methode fiir die Online-Prozessanalytik dar. Aufgrund der
hohen Ahnlichkeit der Analyten sind jedoch nur geringfiigige oder keine Unterschiede in den
Absorptions- bzw. Fluoreszenzeigenschaften zu erwarten. In (bio-)chemischen Reaktionen
erfolgt oftmals nur die Anderung einer einzelnen Bindung im Molekiil. Die Vibrationsspektro-
skopie stellt hier eine geeignetere Methode durch Erfassung einzelner Schwingungsbanden
dar. Die IR-Spektroskopie ist aufgrund der ausgepragten IR-Absorption von Wasser fiir
die Analytik in wéssrigen Medien ungeeignet. Aufgrund der Verdiinnung der Analyten im
wassrigen Medium werden jedoch auch keine intensiven Banden mittels CARS wie es bei-
spielsweise bei nahezu unverdiinnten Analyten in Bioproben der Fall ist generiert (siche
Abschnitt 5.1). Mittels CARS aber auch Raman konnten die Analyten nur im mM-Bereich
nachgewiesen werden. Die CARS-Mikroskopie kam in Kombination mit der Zweiphotonen-
Fluoreszenz vor allem zur Orientierung im Mikrofluidiksystem zum Einsatz, beispielsweise

um die Immobilisation von Enzym-Magnetbeads zu erfassen (sieche Abbildung A.8). Um die

Weiterhin werden chromatographiebasierte Methoden angewandt (z. B. Kapillarelektrophorese gekoppelt
mit Massenspektrometrie). Diese ermoglichen aufgrund der Trennung von z. B. Produkt- Eduktgemischen
eine selektivere Analyse, gehen jedoch mit einem Produktverlust durch erforderliche Probenahmen einher
und sind aufgrund hoherer Analysezeiten weniger fiir zeitaufgeloste Screenings (z. B. zur Bestimmung von
Kinetiken) oder zur Analyse der raumlichen Verteilung eines Analyten im Mikrokanal geeignet (z.B. bei der
Analyttrennung mittels FFE).
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Sensitivitiat des Raman-Effekts zu steigern, wurde auf SERS zuriickgegriffen. Diese, auch
als ,lab-on-a-chip SERS“ oder ,nano/micro-optofluidics SERS“ bezeichnete Methode [183],
bringt jedoch durch das erforderliche SERS-Substrat eine zuséitzliche Komplexitat der Ana-
lytik mit sich. Um diese auf eine Minimum zu reduzieren, wurde daher eine einfache im
Mikrokanal zu implementierende und damit vielseitig einsetzbare SERS-Methode auf Basis
laserinduziert hergestellter SERS-Substrate entwickelt. Die laserinduzierte Reduktion eines
Silbersalzes mit einem Reduktionsmittel wurden von Bjerneld et al. [33] eingefithrt und zur
Silbersubstrat-Immobilisierung in Glaskapillaren [34-36] z.B. fir SERS-CE [34], in einer
Flusszelle [37] oder auf Tragerplatten fiir die Diinnschichtchromatografie [38] angewandt. Buja
et al. [36] stellten ebenso Goldspots durch Laserbehandlung von Goldsalz/Citrat-Gemischen
in Mikrofluidiksystemen her. Die genannten Publikationen beschrankten die SERS-Analytik
jedoch nur auf den Nachweis von Modellanalyten hoher SERS-Sensitivitat. Nur die Publi-
kation von Lieberman et al. [184] zielt mit dem Monitoring des enyzmatischen Abbaus von
Organophosphaten auf Basis einer laserinduzierten Aggregation von Silbernanopartikeln
(AgNPs) im Mikrofluidiksystem auf eine anwendungsnahe SERS-Analytik ab. Zudem erwiahn-
ten die Autoren zwar, dass die Herstellungsmethode von der Laserexposition, Konzentration
des Reagenz, pH, Laserfokussierung abhéngt und sowohl mittels griinem als auch rotem
Laserlicht durchfithrbar ist, eine tiefere Untersuchung des Herstellungsprozesses erfolgte
jedoch nicht. Lediglich El-Zahry et al. [37] und Zhang et al. [185] untersuchten den Einfluss
der Expositionszeit auf die Nanostrukturbildung mittels REM.

Im Unterschied zu den erwahnten Publikationen wird hier die SERS-Analytik unter an-
wendungsnahen Bedingungen optimiert. Als Analyten werden die Edukte und Produkte
der MatB-Reaktion in Abbildung 5.15 b gelost in Gefi-Puffer bei pH 8 naher untersucht.
Hierbei handelt es sich um eine klassisch biochemische Reaktion bei der ATP als Ener-
gielieferant zu AMP umgesetzt wird. Aufgrund dieser Universalitit konzentriert sich die
Analytik daher insbesondere auf ATP und AMP. Diese wurden bereits mittels SERS in
[172, 173, 186] bzw. [187-189] analysiert. CoA wird als wichtiger Cofaktor ebenso bertick-
sichtigt. SERS-Reinsubstanzspektren von CoA wurden nach Stand des Wissens bisher nur
in [190] bestimmt. Das Potential der SERS-Analytik wird in ersten Vorversuchen zunéchst
mittels gewohnlicher Silber- und Goldnanopartikel (AgNPs, AuNPs) untersucht. Darauf
aufbauend erfolgt eine Untersuchung der SERS-Analytik auf Basis laserinduziert hergestell-
ter SERS-Substrate. Es werden Méglichkeiten der Mikrostrukturierung durch Verwendung
unterschiedlicher Laserscan-Modi aufgezeigt und die SERS-Spektren der Analyten auf Basis
unterschiedlicher SERS-Substrate gegeniibergestellt. Um ein tieferes Verstédndnis in den Her-
stellungsprozess zu erhalten, erfolgt eine vertiefte Untersuchung der optischen Eigenschaften
und Nanostrukturbildung in Abschnitt 5.4.5. Als wichtiges Werkzeug wird die im vorherigen
Kapitel eingefiihrte SERS-BG Bildgebung in Kombination mit REM-Aufnahmen angewandst.
Da der Erfolg der SERS-Analytik im Chip von einer Vielzahl von Faktoren abhéngt, erfolgt

im letzten Abschnitt 5.4.6 eine detaillierte Systembeschreibung, in der alle im Laufe der
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Abbildung 5.15: Illustration der zellfreien, enzymatischen Wirkstoffherstellung im
Mikroreaktorsystemen mittels Biobricks. (a) Enzymatische Umsetzung von CoA zu
Citrat iiber drei enymatische Stufen im Mikrosystem. In der anschliefenden Trennungseinheit
erfolgt eine Trennung von Edukten und Produkten mittels Free-Flow-Elektrophorese. Nicht
umgesetzte Edukte werden dem Mikroreaktoreinheiten zurtickgefiihrt. Die Analytik erfolgt
nach jeder Prozessstufe Online bzw. Offline unter Produktentnahme. (b) Illustration der
ersten enzymatischen Umsetzung mittels Malonyl-CoA Synthase (MatB) und der Analyten.
Gemeinsamer Grundbaustein der Analyten CoA, Mal-CoA, ATP und AMP ist das Nucleosid
Adenosin aufgebaut aus Adenin (griin) und Ribose (orange). Strukturell unterschieden
werden die Analyten am 5-Ende der Ribose durch die Lange des Phosphatgruppenrest (blau,
3x in ATP, 2x in AMP, CoA und Mal-CoA) und einem (maloniertem) Panthethein (rot,
CoA, Mal-CoA). Die Ribose ist bei (Mal-)CoA zusétzlich am 3'-Ende phosphoryliert. PPi:
Pyrophosphat.

Arbeit gewonnenen Informationen zu dem System systematisch in beeinflussbare und nicht-
beeinflussbare Faktoren unterteilt und diskutiert werden. Auf Basis dieser eher theoretischen
Uberlegungen wird dann die experimentelle Herangehensweise zur Optimierung der Detektion
von ATP im Chip mittels Konzepten der statistischen Versuchsplanung aufgezeigt. Wie
gezeigt werden wird, ist die SERS-BG Bildgebung (Kapitel 5.3) dabei ein entscheidender
Faktor fiir den Erfolg der In-Chip ATP-Analytik.
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5.4.2 Methoden
5.4.2.1 Silber- und Goldnanopartikelherstellung

Silber- und Goldnanopartikel wurden mittels der Methode nach Lee und Meisel [30] bzw. nach
Turkevich [31] synthetisiert. Alle Synthesen erfolgten im wéssriger Umgebung. Fiir die Herstel-
lung der citratstabilisierten Silbernanopartikel nach Lee und Meisel (AgNO3/Trinatriumcitrat,
1mM /0,67 mM) wurden 48 mL einer AgNOsz-Losung (1 mM) im Olbad unter Riickflusskiih-
lung und Magnetrithrung zum Kochen gebracht und mit 1,7 mL Trinatriumcitrat-Losung
(19,53 mM) versetzt und fiir 1h weiter gekocht. Die Nanopartikelbildung macht sich dabei
durch eine Gelb- (nach 6 min) bis triibe Braunfdrbung (nach 20 min) bemerkbar. Fir eine
In-Situ Herstellung im Mirkrofluidiksystem wurden zudem bei Raumtemperatur ablaufende
Reduktionsmethoden mittels AgNO3/Trinatriumcitrat/Ascorbinséure (1 mM/3 mM /0,6 mM)
[191] und AgNO3/Hydroxylaminhydrochlorid/NaOH (1 mM/1,5mM/3mM) [192] getestet.
Goldnanopartikel wurden mittels einer HAuCly /Trinatriumcitrat-Losung (0,5 mM /1 mM) im
Erlenmeyerkolben ohne Riickflusskithlung hergestellt. Hierzu wurden 9,49 mL einer 0,53 mM
HAuCly Lésung zum Kochen gebracht und mit 512 pLb Trinatriumcitrat-Losung (19,53 mM)
versetzt [31]. Die Nanopartikelbildung macht sich hier durch eine Rotfdrbung bemerkbar.
Auch hier wurde eine bei Raumtemperatur ablaufende Reaktion mit HAuCly/Ascorbinsdure
(0,5mM /0,25 mM) mit Hinblick auf eine In-Situ-Herstellung im Mikrofluidiksystem getestet
[31].

5.4.2.2 Laserinduzierte Herstellung von SERS-Substraten

Die laserinduziert hergestellten SERS-Substrate werden in Silber- und Goldsubstrate unterteilt.
Die Silbersubstrate wurden nach Leopold et al. [34] durch Laserbehandlung eines Gemisches
aus AgNOj3 /Trinatriumcitrat (0,5 mM/10mM) auf einem Deckglas erhalten (Menzel-Gléser,
#1, 25 x 25mm). Die Laserbehandlung erfolgte mit einem Argonlaser mit Anregung bei
514 nm im konfokalen Modus mit 10x Objektiv (NA = 0, 3). Hierbei wurden unterschiedliche
Messmodi getestet. Linienférmigen Substrate wurden durch Verwendung des x-z-Laserscan-
Modus erhalten (512x512 Pixel, Scan Speed 100 Hz, Zoomfaktor 2,91, 400 pm physikalische
Lange). Der Herstellungsprozess dieser Substrate wurde durch eine zeitaufgeloste Aufnahmen
des rotlichtverschobenen Lichtes mit einem HyD-Detektor verfolgt (Emission bei 534 nm—
600nm). Die Laserleistung war dabei etwa 5,1 mW an der Probe. Weiterhin wurden ebene
Fliachen durch Verwendung des x-y-Laserscan-Modus und punktférmige Mikrostrukturen
durch Verwendung des ,Bleach-Point“-Modus (Bp-Modus) im Mikrofluidiksystem erzeugt.
Durch Kombination mehrerer aneinanderliegender punktféormiger Mikrostrukturen wurden
das ,,Schreiben® im Bp-Modus getestet. Weiterhin wurde der Einfluss der Laserleistung
(2,8mW und 5,3mW), Expositionszeit (15s und 30s) und des Glasabstandes der Laserfo-

kussierung (0 pm—15pm auf die Punktstruktur im Bp-Modus untersucht. Laserinduziert
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Abbildung 5.16: Vorgehen zur laserinduzierten Herstellung von SERS-Substraten
immobilisiert im Mikrofluidiksystem. (a) Herstellung des p-Kanals aus PDMS mittels
eines Templats. Die Fixierung des Deckglases erfolgt durch Plasmaaktivierung. (b) Forderung
der mobilen Phase mittels Peristaltikpumpe. Zur Herstellung laserinduzierter SERS-Substrate
wird zunéchst eine Metallsalz/Reduktionsmittelgemisch durch die Pumpe in das Mikroflui-
diksystem kontinuierlich geférdert. Nach erfolgter Herstellung und Spiilen mit destilliertem
Wasser und Gefi-Puffer erfolgt die SERS Analytik durch kontinuierliche Férderung einer
Analytlosung. (c¢) Betrieb des p-Kanals unter dem Mikroskop. (d) Laserinduzierte SERS-Spots
im p-Kanal.

hergestellte Goldsubstrate wurden zunéchst nach Buja et al. [36] mit einem Gemisch aus
HAuCly 0,35mM und Trinatriumcitrat-Losung 1 mM und schlieflich mit einem molaren
Verhéltnis von 0,5/1 mM und 0,75/1 mM getestet. Die Anregung erfolgte bei 514 nm. Getestet
wurden ebenfalls 633 nm und der CARS-Laser. Im Unterschied zu den Silbersubstraten war

hier eine langere Laserexpositionszeit im unteren Minutenbereich notwendig.

Die laserinduzierte Herstellung von Goldsubstraten im Mikrofluidiksystem erfolgte fiir eine
optimierte ATP Detektion unter Anwendung von Konzepten der statistischen Versuchsplanung
folgendermaflen: Das gesamte System mit Schlduchen und Mikrokanal wurde zunéchst bei
einer Flussrate von 24 pL min~! mit destilliertem Wasser gespiilt um unerwiinschte Ionen
(Chloride) zu entfernen. Bei einer Flussrate von 97 pLmin~! erfolgt iiber 260 s die Beladung
des gesamten Systems mit HAuCly/Trinatriumcitrat-Losung (0,5/1 mM) (Ausgang in Waste,
Gesamtvolumen 420 L). SchlieBlich wurde die Losung bei einer Flussrate von 24 pL min~!
im Kreis gefordert. Das Gesamtvolumen des Gemisches betrdgt 600 L (im Eppi). Die
Laserbehandlung erfolgte mittels 514 nm Anregung im konfokalen Modus und 10x Objektiv
im ,,Bleach-Point“-Modus. Zur Optimierung des SERS-Substrates wurde die Laserleistung
(50 %—100 %, entspricht etwa 2,8 mW-5,1mW an der Probe), Expositionszeit (60s-180s) und
die Eindringtiefe des Laserfokuspunktes zum Abscheidungsort in den Mikrokanal (Glasabstand

0 pm—20 pm) entsprechend statistischer Versuchsplane variiert.
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5.4.2.3 Analytlosungen

Adenosin-5’-triphosphat Dinatriumsalz Hydrat (ATP, CAS: 34369-07-8), Dinatriummalonat
Monohydrat (CAS: 26522-85-0), Coenzym A Trilithiumsalz (CoA, CAS 18439-24-2) und
Malonyl-Coenzym A Lithiumsalz (Malonyl-CoA, CAS 108347-84-8) wurden von Sigma Aldrich
geliefert (Darmstadt, Deutschland). Adenosin-5-monophosphat Dinatriumsalz (AMP, CAS:
4578-31-8) wurde von VWR geliefert. Stammlésungen wurden in destilliertem Wasser angesetzt
(mM-Bereich). Verdinnungen wurden im Gelfiltrationspuffer mit Magnesiumchlorid zur
Aktivierung des ATP hergestellt (Gefi-Puffer: pH 8, 20 mM Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
(TRIS), 150 mM NaCl, 10mM MgCly). Die pH-Einstellung erfolgte durch Ansauerung mit
HC1 (37 %). Die Losungen wurden bei —80°C gelagert.

5.4.2.4 SERS-Analytik und Datenprozessierung

Fiir die In-Chip-SERS-Analytik erfolgte die Spiilung des Mikrosystems mit destilliertem
Wasser, Konditionierung mit Gefi-Puffer und schliefllich Férderung der Analytlosung im Kreis
bei einer Flussrate von 24 pLmin~!. SERS Spektren werden durch punktweise Bestrahlung
durch Verwendung des ,,Bleach Point“-Modus in der Leica Software generiert. Die Anregung
erfolgte meist bei 633 nm mit einer Akkumulationszeit von 10s. Die Aufnahmen erfolgten
mit einer CCD Kamera gekoppelt tiber eine optische Faser am Lichtausgang des Leica
Detektor Systems im Bereich von 565 cm™'-1765cm ™! (Princeton Instruments, Gitter mit
1200 Strichen/mm auf 1200 cm ™! zentriert). Das Pinhole wurde fiir die SERS-Messungen meist
komplett gedffnet (600 ym) und z. B. nur fir hochauflésende SERS-Hintergrund-Anwendungen
im Konfokal-Modus betrieben (1a.u. bei 580 nm Emission). Die genauen Messeinstellungen
der Aufnahmen der hier gezeigten Spektren kénnen Tabelle A.1 entnommen werden. Die
Normierung, Basislinienanpassung und statistische Auswertung der Spektren erfolgte in
Matlab R2015a [87].

Die SERS-BG Bildgebung laserinduzierter Au Spots im Mikrokanal erfolgte in xy-Richtung im
konfokalen Modus und Anregung bei 633 nm mit 60 % Laserintensitidt und Detektion mittels
eines HyD-Detektors im Counting-Modus in EPI-Richtung (Emission von 640 nm—720 nm,
1024x1024 Pixel, Geschwindigkeit 10 Zeilen/s, Zoomfaktor 5,39, 215,61 um physikalische
Lange, 10-faches Objektiv, bidirektional). Die xy-Bilder wurden in z-Richtung jeweils zweimal
bei einem bei einem Glasabstand von —10 pm, —5 pum, 0 pm, 5 pm und 10 pm aufgenommen.
Mittlere SERS-Hintergrund-Intensitdatswerte wurden aus 7x7 xy-Pixelrastern am Ort der
entsprechenden SERS-Spektrums in Abhéngigkeit des Glasabstandes in z-Richtung berechnet.

Die Bestimmung der Glaskante erfolgte tiber die Laserreflexionsbilder in xz-Richtung.
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5.4.3 Vorversuche zur Interaktion, Sensitivitit und Selektivitat

der Analyten mit Silber- und Goldnanopartikeln

Um das Potential der SERS-Analytik mit den Analyten zu bestimmen, erfolgten zunéchst
Vorversuche mit Silber- und Goldnanopartikeln. Die Analytlésungen wurden dazu im 1:1
Verhéltnis mit den Nanopartikellosungen vermischt. Hierbei zeigte sich sowohl eine hohe
Abhéangigkeit vom Analyten als auch dem Loésungsmittel. Unterschiede machen sich bereits
mit blofem Auge bemerkbar, wie beispielhaft Abbildung 5.17 a zeigt. Wéahrend die Na-
nopartikel in Wasser (auch mit Analyten) stabil sind und die Gelbfarbung aufgrund der
plasmonischen Absorption bei 423 nm erhalten bleibt, fiihrt eine Zugabe von Gefi-Puffer
aufgrund des hohen Chloridionengehalts zu Verdréngung der Citrationen, Destabilisierung
und schlieflich Agglomeration der Nanopartikel, was anhand der Entfarbung der Losung zu
erkennen ist [193]. Eine besonderes Phénomen wurde bei CoA gelost in Gefi-Puffer festgestellt.
Hierbei wurde mit zunehmender Konzentration eine Graufirbung der Losung beobachtet.
Mikroskopaufnahmen zeigen, dass die Graufirbung auf die Aggregation von Silberpartikeln

im pm-Bereich zuriickzufiihren ist, welche das Laserlicht streuen.?

Fokussierung des Laser auf eines dieser Aggregate ermoglicht eine Detektion von CoA
bis in den unteren pM-Bereich wie Abbildung 5.17 b zeigt. Eine absolute Quantifizierung
wird jedoch durch deutliche Signalschwankungen erschwert. Die intensiven Banden der
CS-Streckschwingung bei 629 cm™! [195], der Ringatmung bei 728 cm™! und der C5-N7-
Streckschwingungen bei 1327 cm™! im Adeninring weisen darauf hin, dass CoA iiber beide
Enden mit dem Silber reagiert. Aufgrund der Affinitat des Silber zu beiden Enden bildet CoA
vermutlich einen Linker zwischen den Nanopartikeln, was die zunehmende Agglomeration
erklart. Einbettung des CoA in potentielle Hot Spot-Liickenbereiche ermdglicht somit eine
hohe Sensitivitat. Aufgrund der sehr heterogenen Struktur dieser zuféallig gebildeten Hot
Spots liefern diese Art von SERS-Substrat jedoch keine reproduzierbaren Ergebnisse.

Mit AMP und ATP wurde ein solche Aggregation nicht festgestellt. Die Detektion mittels
NPs stellte sich daher schwieriger da. Malonat, AMP und ATP sind anionisch geladen und
nicht in der Lage, die Chloridionen vom der Oberfliche der NPs zu verdriangen [193]. Ein
Nachweis von AMP und ATP konnte nur mittels eines von der Bell-Gruppe entwickelten
Ansatzes unter Zuhilfenahme von MgSO, als Aggregationsagenz ermoglicht werden [193].
Im Unterschied zu NaCl induziert MgSO, eine Aggregation, ohne jedoch die Citrationen zu
verdrangen. Da AMP und ATP Citrationen zu verdrangen vermogen, sind sie so nachweisbar.
Hierbei darf jedoch kein Gefi-Puffer verwendet werden, was es fiir den praktischen Einsatz

einschrankt.?

1 Mit citratstabilisierten AuNPs hergestellt nach Turkevich [31], HAuCly/Trinatriumcitrat 0,5 mM/1 mM
wurde dagegen eine Verfarbung der roten AuNPs-Losung nach dunkelblau/grau mit Gefi-Puffer (auch mit
AMP) festgestellt (siche Abbildung A.9). Dies wird auf eine Zunahme der PartikelgréBe [194] und/oder
Partikelagglomeration durch Chloridionen zuriickgefiihrt. Mit CoA in Gefi-Puffer wird die Losung dagegen
Magenta-Farben. Eine weiterfithrende spektrale Untersuchung der Phénomene erfolgte hier jedoch nicht.

2 Eine weitere interessante Beobachtung der Bell-Gruppe ist die Bildung von Agt-Komplexen mit dem
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Abbildung 5.17 ¢ zeigt einen spektralen Vergleich von Edukt- und Produktmischungen un-
terschiedlicher Verhéltnisse der MatB-Reaktion. Die Spektren zeigen eine hohe Ahnlichkeit
zu CoA bzw. Mal-CoA, was auf die oben genannte Einbettung als Linker innerhalb der
Silberaggreagte zurtickzufiithren ist, sodass nur diese vornehmlich detektiert werden. Die
Scores der zweiten Hauptkomponente eine PCA zeigen einen Zusammenhang zur der Pro-
duktausbeute auf, welcher jedoch nicht signifikant ist. Das entsprechende Loadingspektrum
zeigt positive Werte im Bereich von Adeninbanden bei 728 cm™ und 1327 cm™!, negative
Werte im Bereich der Thiolbanden bei 629 cm~!. Wiahrend CoA sowohl iiber die Thiolgruppe
als auch die Adeninbande eine hohe Affinitdt zur Silberoberfliche aufweist, ist bei Mal-CoA
die Thiol-Bindung aufgrund des Malonylrestes vermutlich weniger affin, was die spektralen

Anderungen mit zunehmendem Mal-CoA-Anteil erklirt.

Diese Vorversuche zeigen anschaulich die hohe Komplexitat der SERS-Analytik auf. Der Erfolg
einer SERS-Messung ist neben der Art des SERS-Substrates im hohen Mafie vom Analyten und
sogar von der chemischem Umgebung abhangig, was auf ein Zusammenspiel unterschiedlicher
Prozesse zuriickzufithren ist. Die Zugabe von Chloridionen in hoher Konzentration induziert
zunéchst eine Agglomeration der Nanopartikel und ist eine weitverbreitete Methode fiir eine
hochsensitive SERS-Analytik durch Einbettung des Analyten innerhalb der Agglomerate
[27, 28]. In diesem Fall ist sie jedoch nicht bewusst eingesetzt worden, sondern vielmehr
ein Zufallsprodukt durch die Zugabe von Gefi-Puffer, welcher fiir die oben gezeigte MatB-
Reaktion erforderlich ist. Zusatzlich ist der Erfolg von der Affinitat des Analyten abhéngig.
Wiéhrend CoA und Mal-CoA als eine Art Linker die Agglomeration weiter fortsetzen und
durch Einbettung in Hot Spot-Regionen eine sensitive Detektion ermoglichen, findet keine
Wechselwirkung und somit Detektierbarkeit mit Malonat, AMP und ATP statt, da diese von

den Chloridionen abgestofien werden.

Der Vergleich von spektralen Unterschieden von Edukt- und Produktmischungen der MatB-
Reaktion zeigt auf, dass eine Charakterisierung der MatB-Reaktion durch weitere Optimierung
mittels der Agglomerationsmethode prinzipiell ermoglicht werden konnte. Dieser Ansatz wurde
hier jedoch nicht weiter verfolgt, da das Ziel letztendlich eine Online-Analytik in Mikrosyste-
men ist. Prinzipiell konnten nicht immobilisierte Nanopartikel auch im Mikrosystem eingesetzt
werden. Zu einem bestehe die Moglichkeit einer gezielteren Agglomeration der Nanoparti-
kel mit der Analytlosungen im Co-Flow. Zum anderen kéonnte die Nanopartikelherstellung
durch Zusammenbringen einer Metallsalzlosung und einem stéarkeren Reduktionsmittel wie
Ascorbinsdure bei Raumtemperatur ohne weitere Energiezufuhr bewerkstelligt werden. Zu
Anfang dieser Arbeit war dies die erste Option, um eine SERS-Analytik im Mikrosystem

zu bewerkstelligen, weshalb auch bei Raumtemperatur reaktive Reaktionsgemische unter-

negativen geladen Adeninring im alkalischem und neutralem Bereich [196, 197]. Diese bilden sich bei niedriger
Konzentration und ermdéglichen eine Adsorption des Analyten (5-dAMP) unter physiologischen Bedingungen
[196]. Paradoxe Phénomene wie ein Intensititsabfall mit zunehmender Konzentration, Bandenverschiebungen
und pH-Abhéngigkeiten werden durch diese Komplexbildung erklart. Diese Phdnomene wurden hier nicht
beobachtet, jedoch auch nicht systematisch untersucht.
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sucht wurden (siehe Methodenteil). Eine auf Nanopartikelagglomeration basierende In-Chip
Online-Analytik ist jedoch eher unpraktikabel. So konnte Becker in seiner Dissertation [198]
eine Blockade der Kanéle durch Silberagglomerate zur Detektion von Myoglobin bei der
Seperation in einer Mikro-FEE feststellen. Fiir eine echte Online-Analytik sollten letztendlich
iiberhaupt keine irreversiblen Wechselwirkungen mit dem SERS-Substrat stattfinden, also
der Analyt moglichst nicht verbraucht werden. Eine Immobilisierung des SERS-Substrates

ist daher ein erster wichtiger Schritt in Richtung einer solchen echten Online-Analytik.

5.4.4 Mikrostrukturierung und analytische Anwendungen laserin-
duziert hergestellter SERS-Substrate

Die Herstellung immobilisierter SERS-Substrate beruht hier wie die Nanopartikelsynthese
auf einer Reaktion von einem Metallsalz mit einem Reduktionsmittel. Im Unterschied erfolgt
die Energiezufuhr hier laserinduziert durch punktuelle Laserbestrahlung des Metallsalz/Re-
duktionsmittelgemisches auf einer Glasoberfliche. Wahrend Nanopartikellosungen tiber eine
Wechselwirkung in allen drei Raumrichtungen und komplexe Dynamik aufweisen kénnen und
z. B. Agglomerationsprozessen ausgesetzt sind, verfiigen immobilisierte ,,2D-planare® SERS-
Substrate iiber eine intrinsiche 2D-Natur und fixierte Geometrie [7]. Eine SERS-Analytik
basierend auf der Einbettung eines Analyten durch Agglomerationsprozesse findet in diesen

Substraten somit nicht statt.

Tabelle 5.3 zeigt eine chronologische Ubersicht iiber die in dieser Arbeit laserinduziert her-
gestellten SERS-Substrate und deren Anwendungen. Die Substrate werden in Silber- und
Goldsubstrate unterteilt. Die Machbarkeit einer Immobilisierung und Herstellung unter-
schiedlicher Mikrostrukturen auf Glasoberflaichen wurde zunachst durch Laserbehandlung
eines Gemisches aus AgNOs/Trinatriumcitrat (0,5 mM/10 mM) auf der Glasoberfliche nach
Leopold et al. [34] untersucht. Einleiten der Losung mittels der Peristaltikpumpe mit anschlie-
Bender Laserbehandlung ermoglichte eine Immobilisierung am Glasboden des Mikrosystems.
Die Mikrostruktur wird durch den Laserscan-Modus bestimmt, wie Abbildung 5.18a zeigt. Lini-
enformige Substrate wurden durch x-z-Laserscanning, ebene Flachen durch x-y-Laserscanning
und punktférmige Substrate durch den Bleach-Point-Modus (Bps) hergestellt. Die Aneinan-
derreihung mehrerer punktférmiger Bps ermoglicht ein ,,Schreiben® im Mikrofluidiksystem
im Mikrometermafstab. Die erzeugten Strukturen war auch nach mehrmaliger Nutzung
des Mikrosystems mit hoher Flussrate unverdandert. Eine Immobilisierung ist somit unter
mikrofluidischen Bedingungen moglich. Im Mikrokanal kommt es jedoch nicht nur zu ei-
ner Abscheidung am Glasboden sondern auch zu einer unerwiinschten Abscheidung an der
PDMS-Wand oberhalb des behandelten Glasbereichs. Dies ist auf den geringen Abstand von
80 pm Kanalhohe zuriickzufithren. Mittels grofiziigiger Dimensionierung mit einer Kanalhéhe
von 1 mm konnte dieser Effekt vermieden werden. Die Durchmessergrofie der punktformigen

Strukturen konnte in Abhéngigkeit der Laserleistung (2,8 mW und 5,3 mW), Expositionszeit
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Abbildung 5.17: Interaktion, Sensitivitidt und Selektivitit der Analyten mit Sil-
bernanopartikeln (AgNPs). (a) Bereits mit blofen Auge ist ein Verlust der optischen
Eigenschaften der AgNPs durch Zusatz von Gefi-Puffer zu erkennen (1:1 Gemisch Ana-
lytlosung : AgNPs). Dies ist auf eine Verdringung des Citrates durch Chloridionen und
damit Destabiliserung und Agglomeration der Nanopartikel zuriickzufithren. CoA gelost in
Gefi-Puffer fiihrt zu Bildung groflerer um-Aggregate. CoA bildet hierbei vermutlich eine Art
Linker-Molekiil. (b) Einbettung von CoA in die AgNPs-Aggregate ermdglicht eine Detektion
bis in den unteren pM-Bereich. Aufgrund der immensen absoluten Signalschwankungen ist
eine absolute Quantifizierung jedoch nicht moglich. (¢) Ein Zusammenhang von Edukt- und
Produktmischungen unterschiedlicher Verhéltnisse und feiner spektraler Unterschiede ist
mittels PCA-Analyse erkennbar, jedoch nicht signifikant.
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(15s und 30s) und des Glasabstandes des Fokuspunktes (0 pm—15pum) kontrolliert werden,

wie die Reflexionsaufnahmen in Abbildung 5.18 b zeigen.

Die Spots werden durch eine innere Kreis- und darum liegende Ringstruktur erhéhter Refle-
xion charakterisiert. Zhang et al. [185] konnten diese konzentrischen Muster bereits mittels
REM nachweisen. Die Grofle der Spots wurde mittels des Radius der inneren Kreisstruktur
und des Innen- und Auflenradius des Ringes charakterisiert und nimmt mit dem Leistungs-
und Energieeintrag (Leistung mal Expositionszeit) zu. Zudem fithrt ein zunehmender Abstand
des Fokuspunktes vom Abscheidungsort zu grofleren Spots, was durch eine Vergréflerung
der Kegelschnittebene mit zunehmender Eindringtiefe des Fokuspunktes erklart wird. Spots
mit 30s Laserbehandlung zeigen einen linearen Verlauf der Spotgréfie in Abhédngigkeit des
Fokuspunktabstandes vom Glas. Der Anstieg liegt im Bereich der numerischen Apertur des
Objektives und verdeutlicht den Zusammenhang zwischen Spotgrofie und Lichtkegelgrund-
fliche.! Bei einer Expositionszeit von 15s erreicht die SpotgroBe ab einer Eindringtiefe von
10 pm Sattigung und wird bei 15 pm Eindringtiefe nur noch geringfiigig (5,2 mW) oder gar
nicht grofer (2,8 mW), was durch den geringen Energiedichtecintrag [J/(s cm?)] zu erkliren
ist. Dieser ist proportional zur Laserleistung P [J/s] und Expositionszeit ¢ [s| und reziprok

zur Lichkegelgrundfliche an der Abscheidungsstelle rpchikegel [cm?].

Eine erste SERS-Analytik mittels ,,Bleach Point* laserinduziert immobilisierter Ag Spots
auf Glas erfolgte mit CoA in Gefi-Puffer, da hier gute Erfahrungen mit der Interaktion mit
Silbernanopartikeln in Losung gemacht wurden. In Abbildung 5.19a wird ein gemitteltes
CoA SERS Spektrum immobilisierter Silber Spots dem gemittelten SERS Spektrum agglo-
merierter Silbernanopartikel und einem Ramanspektrum des Feststoffs gegeniibergestellt.
Die drei Hauptbanden der agglomerierten AgNPs, die Adeninringatmung bei 732 cm~!, C5-
N7-Streckschwingung im Adeninring bei 1329 cm™?, die CS-Streckschwingung bei 630 cm ™!
und die PO2 -Streckschwingung bei 1017 cm ™" sind in den laserinduziert immobilisierten
AgNPs ebenfalls auszumachen, jedoch im Mittel sehr viel weniger ausgeprégt, rotlichver-
schoben (C5-N7-Streckschwingung) und durch weitere intensivere Banden bei 801 cm™?,
929 cm~! und 1271 cm™! {iberlagert. Intensive Signale wurden nur in wenigen Spektren er-
mittelt und sind nur wenig reproduzierbar. Offenbar ist die Interaktion von CoA auf eine
agglomerationsbasierte Einbettung in das SERS-Substrat angewiesen, um reproduzierbare
ausgepragte Signale zu liefern. Ein Wechsel zu auf Glas immobilisierten Goldsubstraten
(HAuCly/Citrat, 0,5/1 mM) lieferte noch weniger vielversprechende Ergebnisse, wie beispiel-
haft eines der wenigen , guten* Spektren in Abbildung 5.19a zeigt. Die Ringatmung und
C5-NT7-Streckschwingung des Adeninrings rotlichtverschoben bei 736 cm™! und 1348 cm™!
bzw. PO%™-Streckschwingung blaulichtverschoben bei 1000 cm™" zeigen nur eine geringfiigig

hohere Intensitat als die Basislinie. Eine CS-Streckschwingung ist gar nicht vorhanden.

Die Lichtkegelgeometrie wurde hier vereinfacht mittels der numerischen Apertur abgeschétzt. Der tatsachliche
Lichtkegel wird neben der numerischen Apertur durch die Lichtbrechung in die unterschiedlichen Medien
vom Objektiv zum Fokuspunkt bestimmt (Luft nach Glas nach Wasser).
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Tabelle 5.3: Ubersicht der laserinduziert hergestellten SERS-Substrate immobili-
siert auf Glasoberflachen. Die Versuche sind chronologisch angeordnet. Erste Versuche
erfolgten mit Silbersubstrat und konzentrierten sich auf die Immobilisierbarkeit auf Glas im
Chip, die optische und strukturelle Charakterisierung (SERS-BG, REM) und Untersuchung
unterschiedlicher Scan-Modi zur Herstellung des SERS-Substrates. Als Analyt wurde zunéchst
CoA mit Silbersubstrat und schliefllich Goldsubstrat im unteren bis oberen mikromolaren Be-
reich getestet. Die Versuche lieferten jedoch nur schwer reproduzierbare Ergebnisse. Intensive
und reproduzierbare SERS-Signale konnten dagegen mit AMP und ATP bei 100 pm mit Gold-
substrat auf Glas und im Chip generiert werden. Am Ende erfolgte erste Optimierungsschritte
fir einen ATP Nachweis im Chip mittels Konzepten der statistischen Versuchsplanung (DOE).
Bp: ,,Bleach-Point*.

Mobile Phase Optische Para- Analyt? Bemerkungen
meter!
= 0,5/10mM [34] xz-Scan - auf Glas, REM
5 Xy-Scan - im Chip?
= Bp-,,Schreiben* - im Chip3
% Bp CoA, 50 M im Chip?
=
= 0,35/1mM [36] auf Glas
5 0,5/1mM CoA 0,1-1 mM auf Glas
~ Bp AMP 100 pM auf Glas
S 0,5/1mM ATP 100 M auf Glas
< ATP 100 pM DOE im Chip*
T 0,75/1mM° - DOE im Chip*

! Laserinduzierte Herstellung bei 514nm Anregung.
2SERS-Messung bei 633nm Anregung. 3 Breite x Hohe: 80 x 80pm 4600 x 1000 pm
® Fiir eine Immobilisierung im Chip ungeeignet aufgrund spontaner Reaktion nach < 1h.
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Abbildung 5.18: Mikrostrukturierung laserinduziert hergestellter SERS-Substrate
in Mikrofluidiksystemen. (a) Mikrostrukturierung von Silbersubstraten mittels unter-
schiedlicher Scanmodi. Linienférmige Substrate werden mittel x-z-Scanning, Flachenférmige
Substrate mittels x-y-Scanning und kreisférmige ,,Spots“ mittels des ,,Bleach-Point“-Modus
erzeugt (AgNOj3 /Citrat 0,5mM/10 mM)). Der , Bleach-Point*“-Modus ermdglicht ,,Schreiben®
im Mikrobereich. (b) Einfluss der Laserleistung, Expositionszeit und des Laserfokuspunktes
auf den Ag Spot-Grofle. Bestimmt wurden der Radius der inneren Kreisstruktur und des
Innen- und Auflenradius des dufleren Ringes (durchgezogene, gestrichtelte und gepunktete
Linie). Mit zunechmendem Abstand des Fokuspunktes von der Glaskante, verbreitert sich
der Lichtkegel auf Hohe der Glaskante, was zu gréferen Spots fithrt. Nach 30s Behandlung
korreliert die Spotgrofle unabhéngig von der Laserleistung zur Lichtkegelbreite. Es zeigt sich
ein linear Verlauf deren Anstieg mit 0,3 — 0,42 im Bereich der numerischen Apertur des
Objektives liegt (NA = 0,30). Der Einfluss der Lichtkegelbreite ist weniger ersichtlich bei
15 s Expositionszeit. Die Spotgrofie erreicht eine Sattigung bei 10 pm bis 15 pm Abstand zur
Glaskante. 15s Expositionszeit und 2,8 mW Laserleistung liefert weniger ausdifferenzierte
Strukturen. Der Radius der inneren Kreisstruktur konnte nicht bestimmt werden.
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Reproduzierbarere Ergebnisse mit hoher Sensitivitit zeigten dagegen abgeschiedene Au Spots
in Kombination mit AMP und ATP als Analyt bei 100 uM gelost in Gefi-Puffer. Abbildung
5.19b zeigt ein gemitteltes ATP SERS Spektrum immobilisierter Au Spots gegeniiber dem
SERS Spektrum eines kommerziellen Goldsubstrates (,Mato®, siche Kapitel 5.3) und dem
Ramanspektrum des Feststoffes. Um den Einfluss des Losungsmittels zu untersuchen, erfolgten
SERS-Messungen mit ATP in destilliertem Wasser (pH 6) und Gefi-Puffer (pH 8). Im
Unterschied zur Analytik mittels freischwimmender Nanopartikel, welche eine Agglomeration
durch Anionen wie Chloride erfordert, konnten unabhéngig von der chemischen Umgebung
signalintensive Spektren erhalten werden. Offenbar sind die immobilisierten Substrate robuster
gegentiber einer unterschiedlichen chemischen Umgebung (pH, Puffersystem, Salze) und somit
vielseitiger einsetzbar. Ahnlich dem Mato Substrat zeigen die SERS Spektren der Au Spots
eine intensive Ringatmung und weniger intensive C5-N7-Streckschwingung des Adeninrings
bei 733cm~! und 1334 cm~!. Eine zuséitzliche Bande des Adeninrings bei 1459 cm ™! lésst
auf eine vornehmliche Bindung iiber den Adeninring schliefen. Eine ausgeprigte PO3™-
Streckschwingung im Spektrum des Mato Substrates bei 1008 cm ™! wird hier nicht ermittelt.!
Jedoch ist die Intensitéit dieser Bande zu einem gewissen Grad von der Art des Losungsmittels
abhédngig, wie der Vergleich der schattierten P90 Spektren von ATP gelost in destilliertem
Wasser und Gefi-Puffer zeigt. In Gefi-Puffer bei pH 8 kann diese Bande intensivere Signale
zeigen als in Wasser bei pH 6. Offenbar findet unter alkalischen Bedingungen eine Stabilisierung
bzw. erhohte Wechselwirkung mit den anionischen Phosphatgruppen statt. Moglicherweise
hat hier auch die Komplexierung der Phosphatgruppen mit zugesetzten Mg?™-Ionen im Gefi-
Puffer Einfluss (,,aktives ATP*). Aufgrund der gut reproduzierbaren Ergebnisse von ATP in
Gefi-Puffer mit Au Spots auf Glas erfolgte eine Uberfithrung des Systems in einen Mikrokanal.
Nach Optimierung des Systems wurden hier ebenfalls sehr intensive SERS Spektren mit guter
Vergleichbarkeit zu den Spektren auBerhalb des Mikrokanals bestimmt. Eine erhéhte PO2 -
Streckschwingung wurde hier jedoch nicht bestimmt. Abbildung 5.19¢ zeigt die entsprechenden
SERS Spektren fiir AMP. Zum Vergleich wird neben dem Ramanspektrum des Feststoffs
noch ein SERS Spektrum von MgSO, induziert agglomerierten AgNPs in Wasser gezeigt.
Sowohl das SERS Spektrum von AMP gelost in Wasser als auch Gefi-Puffer zeigt ein hohe
Ahnlichkeit zu den entsprechenden SERS Spektren von ATP. Ebenfalls ist hier eine erhéhte
P03 -Streckschwingung im Gefi-Puffer gegeniiber Wasser zu erkennen. Eine Uberfiihrung
einer SERS-Analytik im Mikrokanal erfolgte hier noch nicht. Aufgrund der dhnlich dem ATP
intensiven Signale ist eine Detektion im Mikrokanal von AMP mittels Au Spots jedoch als

vielversprechend anzusehen.

Dieser Abschnitt lieferte einen Uberblick iiber die Mikrostrukturierbarkeit und in dieser Arbeit
erfolgte SERS Analytik laserinduziert hergestellter Silber- und Goldsubstraten immobilisiert

auf Glas. Im Folgenden erfolgt eine detailliertere Charakterisierung der Mikrostruktur und

Eine intensive PO%‘—Streckschwingung wurde jedoch auch nur in einer Hot Spot Region des Mato Substrates
ermittelt. In weniger verstiarkenden Bereichen des Substrates war das Spektrum durch die Adeninringatmung
dominiert.
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Herstellungsprozesses eines laserinduziert hergestellten Silbersubstrates. Darauf aufbauend
wird naher auf die Vorgehensweise zur Optimierung einer SERS-Analytik im Mikrochip
eingegangen, um das in Abbildung 5.19b dargestellte ATP SERS Spektrum zu erhalten.
Wie bereits ersichtlich wurde, ist der Erfolg der SERS-Analytik vom SERS-Substrat, dem
Analyten, der chemischen Umgebung und der Art der SERS-Messung bestimmt und somit von
einer Vielzahl von moglicherweise wechselwirkenden Parametern abhangig. Um sich trotz der
hohen Komplexitit einen Uberblick iiber das System mit mdglichst geringen experimentellen
Aufwand zu verschaffen und letztendlich ein optimale SERS-Analytik zu erzielen, wird ein
DOE-Ansatz vorgestellt (sieche Abschnitt 4.3, [120]). Wie sich zeigen wird, ist die SERS-
Hintergrund (SERS-BG) Bildgebung sowohl zur Charakterisierung des SERS-Substrates
als auch fir die Optimierung des SERS-Analytik-Prozesses ein wichtiges Hilfsmittel (fiir
SERS-BG Bildgebung, siehe Kapitel 5.3).

5.4.5 Charakterisierung der laserinduzierten SERS-Substrat Her-
stellung mittels SERS-Hintergrund Mikroskopie und REM

Um den Herstellungsprozess und die optischen Eigenschaften eines laserinduziert hergestellten
SERS-Substrates immobilisiert auf Glas zu untersuchen, wurde die SERS-BG Bildgebung
angewandt (siche auch Kapitel 5.3). Nanostrukturelle Information wurde mittels der Raster-

elektronenmikroskopie erhalten.

Abbildung 5.20a und d zeigen die SERS-BG Bilder linienférmiger Silbernanopartikel SERS-
Substrate immobilisiert auf einem Deckglas (Substrat 1 und 2). Die Herstellung erfolgte
durch eine funfminutige bidirektionale xz-Laserscan-Behandlung einer Silbernitrat/Citrat-
Losung (0,5 mM/10mM) bei einer Anregung von 514 nm. Der Herstellungsprozess der beiden
Substrate unterscheidet sich nur in der gewahlten z-Position der xz-Laserscans. Wahrend
bei Substrat 1 die Fokussierung innerhalb der Losung erfolgte, erfolgte bei Substrat 2 der
xz-Scan auf Hohe der Glaskante. Entsprechende 3D SERS-BG Bilder sind Abbildung A.10

7zu entnehmen.

Substrat 1 zeigt moderate SERS-BG Signale (tiirkis-griine Bereich, 100a.u.) und breitet
sich 430 pm in x-Richtung und 35 pm in y-Richtung aus (Schwellwert: 40 a.u.). Die weiflen
Pfeile kennzeichnen den xz-Scan-Bereich der Laserbehandlung. Eine Intensitétszunahme ist
in x-Richtung vom Zentrum zum Rand diesen Scan-Bereichs zu erkennen. Auflerhalb des
Scan-Bereichs nehmen die SERS-BG-Signale wieder ab. Die diffuse Verteilung der SERS-BG
Signale wird auf den groflen Abstand der Fokuspunktes von der Glaskante zuriickgefiihrt,
was zu einer groflen Lichtkegelfliche geringer Photonendichte auf der Hohe der Glaskante
fithrt (vergl. Abschnitt 5.4.4, Einfluss Spotgrofie). Die REM Aufnahmen offenbaren, dass
der Ursprung der SERS-BG Signale auf Silbernanopartikelbildung (AgNPs) auf dem Deck-
glas zuriickzufithren ist (430 pm x 50 pm) (Abbildung 5.20 b,c). Die SERS-BG und REM

Intensititen zeigen entlang x-Richtung einen identischen Intensitéitsverlauf, was auf eine
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Abbildung 5.19: Analytische Anwendungen laserinduziert hergestellter SERS-
Substrate. (a) SERS und Raman Spektren von CoA. (1) Ramanspektrum des Feststoffes.
(2) 125 M CoA in Gefi-Puffer mit agglomerierten AgNPs (N = 17). (3) 50 pM CoA in Gefi-
Puffer mit laserinduziert immobilisierten AgNPs (N = 10). (4) 100 pM CoA in Gefi-Puffer
mit laserinduziert immobilisierten AuNPs (N = 1). (b) SERS und Raman Spektren von
ATP. (1) Ramanspektrum des Feststoffes. (2) 100 pM CoA in Gefi-Puffer mit kommerziellen
Au-Subtrate Mato (N = 1). (3) 100 pM ATP in Wasser bzw. Gefi-Puffer mit laserinduziert
immobilisierten AuNPs (N =9 bzw. N = 16). (4) wie (3) nur im Mikrosystem immobilisiert
(N = 6, in Gefi-Puffer). (¢) SERS Spektren von AMP. (1) Feststoff. (2) 1mM AMP in
Wasser mit MgSO, induziert agglomerierten AgNPs (N = 1). (3) 100 pM AMP in Wasser
bzw. Gefi-Puffer mit laserinduziert immobilisierten AuNPs (N =9 bzw. N = 6). Die hier
gezeigten gemittelten Spektren entsprechen geglatteten P50-Intensitdatwerten (schattierte
Spektren zeigen P10 und P90-Werte). Hierbei wurde eine Basislinienanpassung angewandt

87).
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Korrelation von Silbernanopartikeldichte und SERS-BG Intensitat schliefen lasst (Abbildung
A.11). Die Intensitétszunahme zum Rand des xz-Scanbereichs kann durch das bidirektionale
Laserscanning wihrend der AgNPs-Bildung erklért werden. Bidirektionales Scannen fiithrt
zu einer zunehmenden Verkiirzung der Laserbestrahlungs-Zeitintervalle in Richtung des
Laserscanrandbereichs. Dies hat eine erhohte Photonendichte pro Zeit und somit zunehmende
AgNP Bildung in Richtung Rand zur Folge. Uber diesen Randbereich hinausgehend nimmt
die AgNP Bildung bzw. der SERS-BG wieder ab, was auf die verringerte Wirkung des Lasers

mit zunehmendem Abstand zum Scan-Bereich zuriickzufiihren ist.

Substrat 2 zeigt aufgrund der erhohten Lichtfokussierung und damit Photonendichte am
Abscheidungsort sehr viel intensivere und dichter verteilte SERS-BG-Signale gegeniiber
Substrat 1 (bis in den roten Bereich). Wahrend es sich in x-Richtung dhnlich ausbreitet
(450 pm) zeigt es eine geringe Ausbreitung in y-Richtung. Die SERS-BG -Signale breiten
sich von 20 pm im Zentrum zu 25pm am Rand des Scan-Bereichs in y-Richtung aus und
nehmen dann sowohl in y-Richtung als auch x-Richtung ab. Diese SERS-BG Verteilung
ist wiederum auf den Laserwirkungsgradienten in x-Richtung zu erklaren: Aufgrund der
kiirzeren Zeitintervalle am Rand des bidirektionalen Laserscannings kommt er hier zu einer
maximalen Nanopartikelbildung, die sich durch die maximale SERS-BG Signalausbreitung in
y-Richtung kenntlich macht. Auflerhalb den Scan-Bereichs nimmt die Nanopartikelbildung
aufgrund des nicht mehr unmittelbar wirkenden Lasers am Ort wieder ab. Im Zentrum des
SERS-Substrates in y-Richtung erscheint eine SERS-BG freie Zone, die sich iiber das gesamte
Substrat in x-Richtung erstreckt. Die y-Position dieser Linie entspricht der Position des
xz-Laserscanning also der Region hochster Photonendichte. Die REM Aufnahmen offenbaren,
dass diese SERS-BG freie Zone auf ein Zusammenschmelzen der AgNPs zurtickzufiihren ist
(Abbildung 5.20 e-f). Die ausgepriagten SERS-BG Signale in umliegenden Regionen zum
xz-Scanbereich sind auf einer hohen Nanopartikeldichte mit einem Erscheinungsbild ahnlich
einem Kiesbett zuriickzufiihren. Die hohe Dichte nahe beieinander und teilweise agglomerierter
plasmonischer Nanostrukturen und Ausbildung zahlreicher SERS-sensitiver Liickenbereiche
erklart die erhohten SERS-BG Signale. Die Abrundungen der SERS-BG freien Linie an den
Enden konnen wiederum auf die abnehmende Photonendichte auflerhalb der Scanningzone
zurtickgefiihrt werden (Abbildung 5.20 f).

Abbildung 5.20 g-p zeigt zeitaufgeloste SERS-BG Aufnahmen wéihrend des finfminutigen
xz-Scan Herstellungsprozesses von Substrat 2. Eine beschleunigte Ausbildung von ersten
SERS-BG Signalen ist bereits nach 30s an den Scanrdndern zu erkennen. Dieses Phanomen
ist wiederum auf die kiirzeren Zeitintervalle der Laserscans, den erhohten Energieeintrag
und damit beschleunigte Nanopartikelbildung zum Rand hin zuriickzufithren. Entsprechend
beginnt der AgNPs Schmelzprozess, offenbart durch die SERS-BG freie Linie, ebenso zuerst
im Randbereich nach 3:30 min. Abbildung 5.20 p zeigt vier gleichméfig verteilte 6 pm breite
Bereiche auf der SERS-BG freien Linie mit nach wie vor ausgepragten SERS-BG-Signalen.

Offenbar findet in diesen Zonen kein AgNP-Schmelzprozess statt, was auf eine geringere
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Photonendichte pro Zeit hindeutet. Die REM Aufnahmen lieferten hierzu jedoch keine

Hinweise. Die Herkunft dieses Phidnomens ist unklar.

5.4.6 Screening und Optimierung der In-Chip-Detektion von ATP
mittels laserinduziert hergestellter SERS-Substrate

Der Erfolg der SERS-Analytik ist von zahlreichen Parametern des SERS-Substrates, des
Anregungslichts, dem Analyten und seiner chemischen Umgebung abhéngig. Da die SERS-
Analytik hier unter speziellen Bedingungen im mikrofluidischen System durchgefiihrt werden
soll, kommen weitere mikrosystemspezifische Parameter hinzu. Aufgrund der vielen Einfluss-
faktoren stellen hier Konzepte der statistischen Versuchsplanung ein hilfreiches Werkzeug dar,
um mit moglichst geringem experimetellem Aufwand ein optimales Ergebnis zu erzielen. Den
SERS-Prozess muss man sich dazu als ein System mit beeinflussbaren und nicht beeinflussba-
ren Eingangsgrofen und den AusgangsgroBen, den zu optimierenden Qualitédtsmerkmal(en),
vorstellen. Einen Uberblick iiber das System ,,In-Chip-SERS-Analytik mittels laserinduzierter
SERS-Substrate® verschafft das Parameter-Diagramm in Abbildung 5.21. Entscheidend fiir
den Erfolg ist zunachst eine genaue Definition der Systemgrenzen und letztendlich des zu
optimierenden Qualitdtsmerkmals: Ziel der Optimierung soll ein moglichst sensitiver Nachweis
des Analyten ATP bei einer niedriger Analytkonzentration 100 pM gegeniiber einer hohen
Salzkonzentration im mikrofluidischen Betrieb bei einer Flussrate von 24 pL min~! sein. ATP
wird aufgrund der biochemischen Relevanz als Analyt ausgewéhlt. Weiterhin ist dadurch ein
Vergleich zu der Performance eines kommerziellen SERS-Substrates moglich, da hier ebenfalls
eine 100 pM ATP-Losung im Gefi-Puffer verwendet wurde (siehe Kapitel 5.3). Als Qualitéts-
merkmal wird die Intensitit der intensiven Adeninringatmung bei 732 cm™! gewihlt, da diese
,wie in Kapitel 5.3 bereits gezeigt wurde, leicht quantifizierbar ist. Wie die Nanopartikelexpe-
rimente in Losung zeigten, kann die chemische Umgebung, insbesondere die hohe Salzfracht
aufgrund einer Konkurrenzadsorption von Chloridionen und Analyt, erheblichen Einfluss auf
die SERS-Analytik nehmen. Da das Ziel aber letztendlich eine Monitoring enzymatischer
Reaktionen (siehe z. B. MatB-Reaktion in Abbildung 5.15b) oder Seperationen ist, erfolgt
hier eine Optimierung unter moglichst anwendungsnahen Bedingungen. Die mobile Phase
aus Analyt, bestimmter Konzentration, der chemischen Umgebung und der Flussrate sind

hier somit fixe Groflen und konnen nicht verandert werden.

Das definierte Qualtitdtsmerkmal ist zu einem von der Performance des SERS-Substrates
und zum anderen von der SERS-Messung selber abhéngig. Der SERS-Prozess kann somit
durch eine Kopplung des Systems ,,SERS-Substrat* und ein darauffolgendes System ,,SERS-
Messung”“ beschrieben werden. Eine hohe Signalintensitat kann beispielsweise nur durch
Abstimmung der Anregungswellenldnge auf die plasmonischen Eigenschaften des SERS-
Substrates erzielt werden. Da beide Systeme innerhalb des Mikrokanals stattfinden sollen,

konnen sie von mikrosystemspezifischen kontrollierbaren Parametern wie der Geometrie und
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Abbildung 5.20: Charakterisierung eines laserinduziert hergestellten Silbernano-
partikel SERS-Subtrates immobilisiert auf Glas. (a,d) SERS-Hintergrund (SERS-BG)
Bilder linienférmiger Sibernanopartikel (AgNPs) SERS-Substrate hergestellt mittels fiinf-
minutiger Laserbehandlung einer Silbernitrat/Citrat-Losung (0,5mM/10mM) auf einem
Deckglas (Anregung bei 514 nm und Emission bei 534 nm-600 nm). Die Bildintensitét (/i)
wird als Heatmap visualisiert. (a) SERS-Substrat hergestellt mittels bidirektionalem xz-
Laserscanning innerhalb der Losung. Der Scan-Bereich wird tiber die Pfeile verdeutlicht. Die
héchsten SERS-BG Intensitéten werden am Rand des Scan-Bereichs bestimmt. (b) Die REM
Aufnahme offenbart die Bildung von NPs auf dem Deckglas. (¢) Die NPs sind heterogen
in GroBle und Form und zum Grofiteil nicht agglomeriert. (d) SERS-Substrat hergestellt
mittels bidirektionalem xz-Laserscanning fokussiert auf die Glaskante. Die SERS-BG freie
Linie im Zentrum entspricht der y-Position des xz-Laserscanning. (e,d) Die REM Bilder
offenbaren einen Zusammenschmelzen der NPs im Zentrum aufgrund einer intensiven La-
serhandlung in dem Bereich. Die hohen SERS-BG Signale im umliegenden Bereich sind
auf eine NP-_Kiesbett“-Bildung zurtickzufiithren. (g-p) SERS-BG Bildgebung wihrend des
fiinfminutigen xz-Scan Herstellungsprozesses von Substrat 2 (Emission bei 534 nm-600 nm).
(h-j) Bildung erster SERS-BG Signale nach 30s Laserbehandlung. Ausgeprégtere Signale zum
Rand hin offenbaren eine zum Rand fortgeschrittene Nanopartikelbildung. (m-p) Beginn des
NPs Zusammenschmelzprozesses am Randbereich nach 3:30. (p) Die weiBlen Pfeile markieren
SERS-BG-Signal-Bereiche auf der SERS-BG freien Linie.
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Abbildung 5.21: Moégliche Einflussfaktoren der laserinduzierten Herstellung eines
SERS-Substrates und der SERS-Messung in mikrofluidischen Systemen. Das Qua-
litatsmerkmal , Intensitédt einer Analyt-Bande* ist von kontrollierbaren und unkontrollierbaren
Parametern abhéngig (griiner und roter Bereich). Diese werden in ,SERS-Substrat® (deren
Herstellung) und ,SERS-Messung“ spezifische Parameter unterteilt und teilen sich jeweils
wiederum in Parameter der ,mobilen Phase“ und ,,Photonen® auf. Ubergeordnet kénnen
weiterhin Parameter des Systems ,,Mikrosystem* Einfluss das System ,SERS-Substrat® und
»OERS-Messung” nehmen. Die unkontrollierbaren Parameter konnten zum Teil durch geeignete
Mafinahmen kontrolliert bzw. eliminiert werden (farblich gekennzeichnet).

dem Material des Mikrosystems, aber auch von weniger kontrollierbaren Storgrofien wie
Lecks im Mikrosystem, Luftblasenbildung und Verunreinigungen im Mikrosystem beeinflusst
werden. Das Mikrosystem bildet anschaulich einen Rahmen um das gekoppelte SERS-Substrat-
Messung-System, wie in der Abbildung illustriert wird. Im Folgenden erfolgt eine detailliertere
Beschreibung der Systeme ,,SERS-Substrat® und ,SERS-Messung* auf Basis der Abbildung
5.21.

5.4.6.1 Das System ,,SERS-Substrat*

Die Eingangsgrofien des Systems ,,SERS-Substrat® werden in die Systeme ,,mobile Phase® und
,Photonen® aufgeteilt. Diese beiden Systemen gelangen von auflerhalb in das Mikrosystem,
liegen also zunéchst auflerhalb des Rahmens. Kontrollierbare Parameter des Systems ,,mobile

Phase® sind der Typ des Metallsalzes und Reduktionsmittels und deren Konzentration
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bzw. Verhaltnisse zueinander. Der Zusammensetzung dieses Reaktionsgemisches werden
durch eine zu niedrige Reaktions- aber auch zu hohe Reaktionsfahigkeit Grenzen gesetzt. So
zeigte das HAuCly /Trinatriumcitrat-Gemisch mit der Zusammensetzung 0,75 mM/1 mM eine
Spontanreaktion nach <1h bei Raumtemperatur ohne duflere Energiezufuhr und ist daher fiir
eine laserinduzierte In-Situ Herstellung ungeeignet. Das 0,5 mM /1 mM-Gemisch zeigte dagegen
Reaktivitdt nahe dem Optimum. Eine Spontanreaktion machte sich erst am darauffolgenden
Tag durch Rotfarbung bemerkbar (ebenso bei 0,35 mM/1 mM-Gemisch). Die Losung muss
daher immer frisch angesetzt werden. Da es sich bei der Spontanreaktion vermutlich um
einen kontinuierlich ablaufenden Prozess handelt, ist eine gewisse Spontanreaktion auch
nach kiirzerer Zeit unvermeidbar. Ein Teil des Reaktionsgemisches kann somit bereits an
unerwiinschter Stelle abreagieren, was Einfluss auf die Performance des SERS-Substrates
oder mikrofluidischen Eigenschaften nehmen kann und somit als unkontrollierbarer Paramter
zu kennzeichnen ist. Weitere unkontrollierbare Eingangsgrofien des Systems ,,mobile Phase“
sind die CO, Freisetzung wahrend der laserinduzierten Reaktion, welche sich im Extremfall
durch eine Blasenbildung oberhalb der laserbehandelten Stelle bemerkbar macht, was zu
einer Verdrangung des Reaktionsgemisches oder spater der Analytlosung fithren kann und
so eine nicht zu vernachlassigende Storgrofie darstellen kann (siehe auch Abbildung A.12b).
Durch Anderung der Flussrate (Richtung, Geschwindigkeit) kénnen die entstehenden Blasen

meist jedoch mit gewissem Aufwand herausbefordert werden.

Das System ,,Photonen* wird iiber die Wellenldnge und Leistung (Photonen pro Zeit) des
Lasers, der Photonendichte (Photonen pro Fliache bzw. Volumen), (rdumliche) Verteilung
und (zeitliche) Exposition definiert. Zunéchst einmal ist die Herstellung in hohem Mafle von
der gewahlten Wellenldnge des Lasers abhéngig. So wurden sowohl die Silber als auch Gold-
substrate ausschliefSlich mit einer Anregung bei 514 nm hergestellt. Keine Substratbildung
wurde dagegen bei Behandlung einer HAuCly /Trinatriumcitrat-Losung mit dem 633 nm-
und CARS-Laser festgestellt. Da die 514 nm-Anregung gute Ergebnisse lieferte, wurde auf
eine Testung weiterer Laser verzichtet. Der Einfluss der Laserleistung wurde bereits hinsicht-
lich der Mikrostrukturbildung von Ag Spots verdeutlicht. Ebenso wurde der Einfluss des
Fokusabstandes vom Glas aufgezeigt. Dieser bestimmt die Lichtfokussierung bzw. Lichtkegel-
breite durch das Objektiv am Abscheidungsort und nimmt so mit Einfluss auf die 6rtliche
Verteilung der Photonen und Photonendichte. Das Vermdégen Licht zu biindeln bzw. die
Lichtkegelspreizung wird durch die numerische Apertur des Objektives vorgegeben. Fir eine
maximal hohe Leistungsdichte sollte daher ein Objektiv hoher numerischer Apertur gewahlt
werden. Limitiert wird deren Einsatz jedoch durch die geringen Arbeitsabstdnde und der
schwierigeren Handhabung. Fiir die Herstellung im Mikrokanal wird daher ein einfach zu

verwendendes Luftobjektiv geringer Fokussierung, aber mit hohem Arbeitsabstand verwendet.

Die Photonenverteilung wird zudem durch den Scan-Modus beeinflusst. Der einfachste
Scan-Modus ist der ,,Bleach-Point“-Modus, also die Laserfokussierung auf einen Punkt. Die

Photonenverteilung wird hier ausschlieSlich durch den Grad der Fokussierung bestimmt,
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was je nach Fokusierung zu Spots unterschiedlicher Grofle fithrt. Grofiflachigere Substrate
werden durch manuelles Verschieben des Lichtkegels im , Bleach-Point“-Modus oder durch
xy- bzw. xz-Laserscanning erreicht. Die Photonenverteilung wird somit durch die Laserver-
schiebung und durch die Laserfokussierung bestimmt. Laserscanning eines weniger auf dem
Glas fokussierten also breiten Lichtkegels fithrt zu diffusen, grofiflichigeren Strukturen und
Laserscanning eines stark fokussierten, also schmalen Lichtkegels hoher Photonendichte fithrt
zu definierteren, weniger ausgebreiteten Mikrostrukturen. Weiterhin bestimmt der Scan-
Modus die Expositionszeit. Wahrend beim Bleach-Point-Modus beliebig lang auf eine Stelle
beleuchtet werden kann, ist die Expositionszeit im Scan-Modus durch eine minimale Scanrate
limitiert. Eine hohe Expositionszeit wird hier vielmehr iiber ein wiederholtes Scannen tiber die
selbe bzw. nahezu gleiche Stelle erreicht. Das Zeitintervall hat dabei ebenfalls Einfluss auf die
SERS-Substratabscheidung, wie das bidirektionale Scanning in Abschnitt 5.4.5 verdeutlicht.

In Abbildung 5.22a wird der Einfluss von Parametern des Systems ,Photonen“ auf die ATP-
Banden Intensitat anhand der Ergebnisse von vier aufeinander aufbauenden Versuchsplanen
aufgezeigt. Der SERS-Substraterzeugung erfolgte mittels des , Bleach-Point“-Modus und
orientiert sich an dem Experiment aus Abbildung 5.18 bei dem die Expositionszeit, Leistung
und der Glasabstand des Fokuspunktes variiert wurden und ein Effekt aller drei Parameter
auf die Mikrostruktur ermittelt wurde. Als Qualitatsmerkmal wird die Intensitiat der Ade-
ninringbande von ATP bei 732cm ™! bei einer Konzentration von 100 pM in Gefi-Puffer im
mikrofluidischen Betrieb untersucht. Aufgrund teils schwer reproduzierbarer Ergebnisse stellt
sich die Ermittlung einer optimalen Einstellung als schwierig dar. Wie sich herausstellte, ist
sowohl die schlechte Reproduzierbarkeit eines hohen Signals bei gleicher Einstellung zweier
Spots als auch die hohe Variablititdt innerhalb eines Spots auf eine hohe Heterogenitét
der Substrate zurtickzufiihren. Nur in wenigen Bereichen des Spots werden hohe Signale
erzielt. Auch bei Mehrfachmessungen spielt somit in hohem Mafle der Zufall eine Rolle,
ob einer dieser Bereiche getroffen wird oder nicht. Der Parameter ,Messort®“ des Systems
»OERS-Messung® ist somit als kritischer Parameter anzusehen. Um eine Unabhéngigkeit
von dieser Storgrofle zu ermoglichen, wurde daher im vierten Versuchsplan die SERS-BG
Bildgebung zur Auffindung der signalintensiven Bereiche mit anschlieSender Spektralanalyse
ausschlieBlich dieser Bereiche genutzt. Im folgenden Abschnitt 5.4.6.2 wird nédher auf den
Zusammenhang zwischen SERS-BG und ATP-Signalbanden eingegangen.

Als weitere Unsicherheit ist die Bestimmung des Glasabstandes bei der laserinduzierten
Herstellung zu nennen, da der Bezugspunkt, die Glaskante, nicht exakt definiert werden kann
und somit eine gewisse unkontrollierbare Unsicherheit hervorruft. Um den Fehler auf ein
Minimum zu reduzieren, erfolgt eine Bestimmung der Glaskante mittels xz-Reflexionsscan
bei immer exakt gleicher Messeinstellung. Zusatzlich werden wahrend der Laserbehandlung
Spektren im Bereich 600 cm~'-3500 cm ™! zur Erfassung der Glasbande bei 940 cm~! und
Wasserbande bei 3460 cm ™! aufgenommen. Wie Abbildung A.12 zeigt, korreliert das Verhéltnis

der beiden Banden zur z-Position im Mikrofluidikkanal. Im interessanten Bereich kurz



5.4 Laserinduziert immobilisierte SERS-Substrate in mikrofluidischen Systemen fiir die
In-Chip-Analytik niedermolekularer Verbindungen 125

oberhalb der Glaskante treten jedoch nur geringfiigige spektrale Anderungen auf, sodass diese

Information nur der Orientierung des Ist-Werts der z-Position dient.

Aus den Versuchspldnen in Abbildung 5.22 kénnen trotz der Unsicherheiten erste Schliisse
bzgl. einer optimalen Einstellung der optischen Parameter bei der SERS-Substratherstellung
fiir den ATP Nachweis abgeleitet werden. Abbildung 5.22 b und c¢ zeigen die gemittelten
Ergebnisse der ersten drei Versuchspldne und des vierten Versuchsplans im Effekt- bzw.
Wechselwirkungsdiagramm (siehe Abschnitt 4.3, [120]). Deutliche SERS-Signale werden nur
durch eine Fokussierung nahe am Glas (5 pm Abstand) oder auf dem Glas (0 pm im vierten
Versuchsplan) erzielt. Offenbar ist eine gewisse Photonendichte erforderlich, um SERS sensitive
Nanostrukturen zu erzeugen. Das Wechselwirkungsdiagramm des vierten Versuchsplans in
Abbildung 5.22c¢ deutet an, dass sich die Laserleistung und Expositionszeit wechselseitig
beeinflussen. Gute Ergebnisse werden bei niedriger Laserleistung mit langer Expositionszeit
(60 % und 150s) oder bei hoher Laserleistung mit kurzer Expositionszeit (100 % und 90s)
ermittelt. Entscheidend ist somit offenbar der Energieeintrag. Ein zu niedrig gewahlter
Energieeintrag fiihrt zu einer unzureichenden Reaktionsfahigkeit und damit Bildung von
Nanostrukturen. Ein zu hoher Energieeintrag kann dagegen zu einem Zusammenschmelzen der
Nanostruktur fithren, wie bereits in Abschnitt 5.4.5 aufgezeigt wurde. Dies erklart auch die
fehlenden SERS-BG-Signale im Zentrum von Au Spots (siehe nachsten Abschnitt, Abbildung
5.23).

5.4.6.2 Das System ,,SERS-Messung*

Das System ,,SERS-Messung* wird entsprechend dem System ,, SERS-Substrat® in die Ein-
gangsgroflen ,,mobile Phase* und ,,Photonen® aufgeteilt. Prinzipiell kontrollierbare Parameter
des Systems ,,mobile Phase“ sind der Analyttyp, seine Konzentration, die chemische Um-
gebung (pH-Wert, Puffersystem, Salze) und die Flussrate, mit der die Losung durch das
Mikrosystem gefordert wird. Aufgezeigt wurde bereits die hohe Abhéngigkeit des Erfolges
der SERS-Messung von sowohl der Wahl des Analyten als auch deren chemischer Umgebung.
Wihrend die Adenosinphosphate AMP und ATP ohne Probleme mittels Au Spots nachweisbar
waren, war der Nachweis von CoA auch in hoher Konzentration sowohl mit Au als auch Ag
Spots nur schwer reproduzierbar. Diese hohe Abhéngigkeit kann sowohl auf die Affinitét
zum SERS-Substrat als auch auf den Streuquerschnitt des Molekiils zuriickgefithrt werden.
Aufgrund einer Konkurrenzsituation der Adsorption von Analyt und chemischer Umgebung
(z. B. Chloridionen) und einem chemischen Gleichgewicht des Analyten mit der Umgebung
(z.B. aufgrund Basizitat/Aciditdt des Analyten) kann auch die chemische Umgebung die
Affinitat und den Streuquerschnitt des Molekiils beeinflussen. Um die Performance eine
SERS-Substrates zu bewerten, werden daher haufig sehr einfach detektierbare chromophore
Molekiile als Modellanalyte verwendet. Da die SERS Analytik aber hier auf eine anwen-
dungsnahe Analytik abzielt, sind sowohl der Analyt als auch die chemische Umgebung keine
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Abbildung 5.22: Bestimmung des Einflusses von Glasabstand, Laserleistung und
Expositionszeit bei der Herstellung der Au Spots auf [yrp durch vier aufein-
anderfolgende Versuchspline. (a) Im ersten Versuchsplan erfolgt ein Screening mit
grofziigigen Stufenabstand im Full Factorial Design mit zentralem Punkt. Die zentrale
Einstellung zeigte als einzige deutliche ATP-Signale, sodass im zweiten Versuchsplan eine
Verkleinerung der Stufenabstiande unter Beibehaltung des zentralen Punktes erfolgte. Im drit-
ten Versuchsplan wurde das aufwendigere Optimierungsdesign, Box-Behnken-Design getestet
[120]. Die aufeinanderfolgenden Versuche zeigen, jedoch widerspriichliche Ergebnisse und eine
schlechte Reproduzierbarkeit einer optimalen Einstellung. Weiterhin sind erhohte Signale
innerhalb eines Au Spots nur schwer reproduzierbar. Dies ist auf eine hohe Heterogenitét
der Substrate zuriickzufithren. Reproduzierbare Ergebnisse innerhalb eines Spots werden im
vierten Versuchsplan mittels SERS-BG Bildgebung erzielt (siehe P10, P50 und P90-Werte).
(b) Das Effekt-Diagramm ermittelt aus den gemittelten Werten der Stufen der ersten drei
Versuchsplane gibt trotz der Unsicherheiten erste Hinweise auf eine optimale Einstellung.
Ein maximales ATP-Signal wird bei einer Laserleistung von 90 %, Expositionszeit von 150s
und einem Glasabstand von 5pm erzielt. Ebenfalls werden die mittleren Signalintensitat
der ersten drei Versuchspléne mit dem vierten Versuchsplan verglichen, um den Effekt der
Messortsbestimmung (x-y-z-Position, Raster vs. SERS-BG) zu ermitteln. Zu beachten ist,
dass die Einstellungen nicht ausgewogen sind und daher nur bedingt vergleichbar sind. (c¢) Das
Wechselwirkungs-Diagramm ermittelt aus dem vierten Versuchsplan offenbart eine Wechsel-
wirkung zwischen Laserleistung und Expositionszeit. Gute Ergebnisse werden bei bei niedriger
Laserlaserleistung bei langer Expositionszeit (60 % und 150s) oder bei hoher Laserleistung
und niedriger Expositionszeit (100 % und 90s) erzielt.
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verdnderbaren Groflen. Eine Erhohung der Adsorptionseigenschaften oder des Streuquer-
schnittes des Analyten kann somit nur auf Seiten des SERS-Substrates gesteuert werden.
Dies ist jedoch nur mittels hier nicht angewandter spezifisch auf den Analyten angepasster
Modifikationen des SERS-Substrates moglich.! Die analytspezifischen Eigenschaften werden

daher hier den unkontrollierbaren Parametern zugeordnet.

Das System ,,Photonen“ ist von den kontrollierbaren Parametern prinzipiell mit dem ent-
sprechendem System der laserinduzierten SERS-Substrat Herstellung identisch. Variations-
moglichkeiten bei der SERS-Messung sind die Wellenlénge, der Scan-Modus und der Ort
des Messung. Der Einfluss dieser Grofien ist in hohem Mafle von den Eigenschaften des Sys-
tems ,,SERS-Substrat® abhangig. Die Wellenlange muss auf die plasmonischen Eigenschaften
des SERS-Substrates angepasst werden.? Der Ort der Messung ist bei heterogenen SERS-
Substraten entscheidend, da hier nur intensive Signale in einzelnen Bereichen (Hot Spots) des
SERS-Substrates erzielt werden. In homogenen Substraten sollte der Ort der Messung dagegen
wenig entscheidend sein. Beziiglich des Scan-Modus kann eine punktweise Messung mittels
der Bleach-Point-Modus oder eine Messung iiber eine groflere Flache durch xy-Scanning
erfolgen. Dies fithrt zu einem sogenannten Averageing-Effekt, um reproduzierbarere Signale
auch bei heterogenen Substraten zu erzielen [39, 171]. Eine Messung an mehreren zuféllig
gewdhlten Punkten kann ebenfalls die Reproduzierbarkeit steigern [171]. Entscheidend bei der
SERS-Messung ist weiterhin die Wahl der Laserleistung. Eine zu hohe Laserleistung kann zu
einer Karbonisierung fithren (siehe ebenfalls Kapitel 5.3). Andererseits sollte die Laserleistung
so hoch gewahlt werden, dass auch sensitive Messungen bei kurzer Expositionszeit moglich
sind. Kurze Expositionszeiten sind z. B. fiir eine Online-Monitoring von Reaktionskinetiken

erforderlich.

Wie bereits in Abschnitt 5.4.6.1 aufgezeigt wurde, handelt es sich bei den laserinduziert
hergestellten Au Spots um sehr heterogene Substrate. Der Messort nimmt somit entscheiden-
den Einfluss auf die SERS-Messung. Jedoch sollten die messspezifischen Paramter moglichst
konstant gehalten werden, um eine Bewertung SERS-Substrat spezifischer Parameter zu
ermoglichen. Um den Einfluss des Ortes zu reduzieren und die tatséchliche Performance
des Substrates zu erfassen, erfolgten daher zunachst eine Signalmittelung durch wiederholte
Messungen an zuféllig gewdhlten Orten des SERS-Substrates. Aufgrund der Mittelung zeigt
diese Methode jedoch nicht die maximal mogliche Performance des Substrates an, da hohe
Signalintensitdten nur in wenigen Punkten erzielt wurden. Im Extremfall werden die wenigen
Bereiche hoher Signalintensitiat gar nicht erfasst, sodass die Performance des Substrates

falcherlicherweise schlechter bewertet wird. Mit Erhéhung der Messpunkte steigt die Wahr-

Die Affinitdt des Analyten zum SERS-Substrat kann durch gezielte Oberflichenfunktionalisierung des
SERS-Substrates bis hin zu einer selektiven Analytadsorption z. B. mittels Aptamere [199, 200] erhoht werden.
Der Streuquerschnitt ist im Sinne eine chemischen Verstarkung durch Wechselwirkung des SERS-Substrates
mit dem Analyten begrenzt steuerbar.

Die Wellenlinge kann auch Einfluss auf den Streuquerschnitt des Analyten nehmen. Eine Anregung im
UV-Bereich z.B. in Kombination mit einem Aluminium SERS-Substrat kénnte bei vielen aromatischen
Molekiilen sehr viel intensivere Signale aufgrund des SERRS-Effekts liefern [201].
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scheinlichkeit zur Erfassung dieser Bereiche zwar an, jedoch wird die Methode aufgrund des
zunehmenden Zeitaufwands fiir komplexe Versuchsplane auch nicht mehr praktikabel. Wie
sich im Laufe der Optimierung herausstellte konnen sehr viel gezielter hohe Signalintensititen
durch Anwendung der in Kapitel 5.3 eingefithrten SERS-BG Bildgebung erzielt werden. Durch
Auffindung und Beschrankung auf potentielle Hot Spot Regionen wird reproduzierbar die
maximal mogliche Performance des SERS-Substrates erfasst. Eine fehlerhafte Bewertung
des SERS-Substrates durch ausschliefiliche Messung an signalschwachen Orten wird somit

deutlich reduziert.!

Abbildung 5.23 zeigt den Zusammenhang zwischen spektralem und bildgebenem SERS-BG
und der Intensitdt der Adeninringbande unterschiedlicher Regionen der Au Spots aufgenom-
men im Mikrokanal auf. Ein linearer Zusammenhang ist zwischen Ixrp und Igg zu erkennen,
welcher die Basis fiir die SERS-BG Bildgebung darstellt (siehe Kapitel 5.3). Diese Beziehung
ist, wenn auch nicht linear und mit einer hoheren Unsicherheit bei hohen Signalintensitaten
auf die SERS-BG Bildgebung tibertragbar. Die Unsicherheit macht sich dadurch bemerkbar,
dass hohe Signalintensitéten im Bild nicht zwangslédufig zu einem hohen spetralen SERS-BG
bzw. ATP-Bandensignal im Spektrum fithren, wie beispielhaft der blau markierte Punkt zeigt.
Das entsprechende Spektrum liefert Aufschluss tiber die Ursache dieses Phanomens. Wahrend
der SERS-BG im roten und orangen Spektrum im mittleren Bereich des Spektrums leicht
erhoht ist und zu den Randbereichen abnimmt, zeigt das blaue Spektrum eine ausgepragte
Intensitdtszunahme des SERS-BG zu kleinen relativen Wellenzahlen. Der bildgebende SERS-
BG erfasst aufgrund des groeren spektralen Fensters im Bereich von 172 cm™*-1901 cm ™t
auch Licht mit relativen Wellenzahlen kleiner 600 cm™!. Aufgrund der Spektralform des
blauen Spektrums ist anzunehmen, dass die Signalintensititen im Bereich kleiner 600 cm™*
noch deutlich ansteigen, was die erhéhten Signalintensitdten im Bild und Diskrepanz ge-
geniiber dem spektralen SERS-BG erklart. Das verminderte ATP-Bandensignal im blauen
Spektrum kann entsprechend iiber den plasmonischen Spektralform-Effekt erklart werden
(sieche Abschnitt 2.6.3 [52]). Die Spektralform des SERS-BG lésst darauf schliefien, dass nur

I starker angehoben werden. Zu grofieren relativen Wellenlingen

Banden kleiner 600 cm™
nehmen die Bandensignale ab, was sich offenbar bereits bei 732 cm™! bemerkbar macht.?
Dennoch wird aus der Abbildung die Leistungsfidhigkeit der Methode erkennbar. Nur zwei der
40 bestimmten Spektren zeigt deutlich erh6hte ATP-Bandensignale. Mittels der SERS-BG
Bildgebungsmethode kénnen diese Bereiche innerhalb weniger Minuten ausfindig gemacht
werden. Aufgrund des Zusammenhangs zur ATP-Bandenverstarkung kann die SERS-BG
Bildgebung weiterhin dazu genutzt werden, die Heterogenitat der Signalerzeugung mehrerer

Spots mit nur einer Aufnahme schnell abzuschétzen und zu vergleichen.

Hier wird die Performance des SERS-Substrates ausschliefilich nach Signalintensitét bewertet. Ein Giitemafl
konnte die Homogenitét der Signalgenerierung auf dem SERS-Substrat darstellen. Die SERS-BG Bildgebung
konnte hier ebenfalls ein schnelles Werkzeug zu Abschétzung der Homogenitét des SERS-Substrates darstellen.

Das spektrale Fenster wurde fiir die SERS-BG Bildgebung grofiziigig eingestellt um hohe Bildintensitaten zu
erhalten. Die Ergebnisse legen hier jedoch nahe, dass die SERS-BG Bildgebung méoglichst an das spektrale
Fenster der Spektrengenerierung angepasst werden sollte.
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Abbildung 5.23: Einfluss des Messortes und Zusammenhang zum SERS-
Hintergrund fiir die ATP Detektion mittels laserinduziert hergestellter Gold-
spots im Mikrofluidiksystem. (a) SERS-BG Bildgebung von Au Spots in x-y-z-Richtung
und SERS-Spektren ausgewéhlter Punkte (farblich markiert). Die SERS-BG Bilder ent-
stammen einer x-y-z-Aufnahme von insgesamt 9 Spots (Anregung bei 633 nm, Emission
640 nm—720 nm, Gesamtmessdauer: 4:10 min). Neben Variationen der SERS-BG und Ade-
ninbandenintensitaten zeigen sich Variationen in der Spektralform des SERS-BG (blaues
Spektrum). Laserleistung, Expositionszeit und Glasabstand des Fokuspunktes zur Herstellung
der Spots: Spot 1 100 %, 150s, 0 pm; Spot 2 100 %, 90s, 0 pm; Spot 3 60 %, 150s, 0 pm; Spot
4 60 %, 90s, —10 pm.(b-d) Zusammenhang zwischen spektralem und bildgebenem SERS-
BG (Ipg,Iimg) und Intensitiat der ATP Bande bei 732cm™" (Ixrp) der Ergebnisse aus (a)
mit entsprechender Farbcodierung der ausgewahlten Punkte. Unsicherheiten resultieren aus
Variabilitaten der SERS-BG Spektralform und dem daraus resultierenden plasmonischen
Spektralform-Effekt (siche blaues Spektrum). Dennoch ist ein Zusammenhang erkennbar. Die
SERS-BG Bilder in (a) spiegeln somit die Performance der Au Spots wieder.
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5.4.7 Schlussfolgerungen und Ausblick

Die laserinduzierte Reduktion von Silber- und Goldsalzen mittels Trinatriumcitrat ermoglicht
eine gezielte Immobilisierung von Nanostrukturen auf der Glasoberfliche innerhalb eines
Mikrokanals. Die Methode erfordert nur den Einsatz von Chemikalien der herkémmlichen
Nanopartikelsynthese in Losung und Nutzung des Raman-Messinstruments zur Herstellung
und ist damit in jedem Raman-Labor zugéinglich und umsetzbar. Der Ort der Abscheidung
kann gezielt im Mikrosystem eingestellt werden und ermdglicht so eine ortsabhiangige SERS-
Analytik. Die Mikro- und Nanostruktur dieser SERS-Substrate und letztendlich deren SERS-
Eigenschaften ist von einer Vielzahl von Faktoren abhéngig und kann durch Parameter wie
Energieeintrag, Scan-Modus oder Lichtfokussierung eingestellt werden. Die Kombination aus
SERS-BG Bildgebung und REM zeigte, dass eine maximale Signalverstarkung bei moderaten
Energieeintrigen erzielt wird, da die Reaktion eine gewissen Energieeintrag erfordert, zu hohe
Energieeintrage jedoch zu einem Zusammenschmelzen der Nanostruktur und damit Verlust
der optischen Eigenschaften fithren. Der Herstellungsprozess laserinduzierter SERS-Substrate
ist somit zwar komplex, liefert jedoch damit auch eine Vielzahl von Stellschrauben, um die
In-Chip SERS-Analytik auf eine bestimmte Anwendung hin zu optimieren, welche hier nur

im Ansatz aufgezeigt wurden.

In Hinblick auf ein Online-Monitoring enzymatischer Reaktionen und anschlieSender Trenn-
vorgange der Reaktanten in Mikrosystemen erfolgten hier mittels Konzepten der statistischen
Versuchsplanung ein Screening relevanter Parameter und erste Optimierungsschritte fiir
eine sensitive In-Chip Detektion des biochemischen relevanten ATP Molekiils unter anwen-
dungsnahen Bedingungen. Hierbei stellte sich heraus, dass das SERS-Signal nicht nur vom
SERS-Substrat selber, sondern in hohem Mafle von der Art des Messvorgangs abhéngt. Den
analytischen SERS-Prozess muss man sich somit als eine Kopplung zwischen den Systemen
»SERS-Substrat® und ,,SERS-Messung* vorstellen. Da die SERS Effizienz auf den laserindu-
ziert hergestellten SERS-Substraten sehr heterogen verteilt ist, war fir den Erfolg des ATP
Nachweises der Ort der Messung auf dem Substrat entscheidend. Die SERS-BG Bildgebung
stellte hierbei ein wichtiges Werkzeug zur Auffindung der signalintensivsten Bereiche dar und

konnte ebenso zur Abschiatzung der Homogenitat des Substrates eingesetzt werden.

Wiéhrend die Detektion eines Analyten unter anwendungsnahen Bedingungen ein erstes wichti-
ges Qualitdtsmerkmal fiir die In-Chip SERS-Analytik darstellt, ist die Nicht-Detektierbarkeit
des Analyten z. B. nach erfolgtem Spiilvorgang ein zweiter wichtiger Schritt in Richtung einer
sechten“ zeitaufgelosten Online-Analytik im Fluss. Erste Versuche zeigten jedoch, dass ATP
noch nach einstiindiger Sptilung mittels unterschiedlicher mobiler Phasen und Erhohung der
Flussrate am Substrat nachweisbar war und das Signal nur allméhlich abnahm (siche Anhang,
Abbildung A.13). Als Ursache kann die geringe Austauschfihigkeit an der Kanalwand ange-
sehen werden, welcher nur durch Diffusion erfolgt. Zusétzlich deuten die Ergebnisse jedoch

darauf hin, dass ATP zu einem gewissen Grade irreversibel am SERS-Substrat gebunden ist.
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Die Anforderungen an das SERS-Substrat stellen somit ein gewisses Dilemma dar. Einer-
seits soll eine moglichst hohe Signalintensitét des Analyten und dabei moglichst bestimmter
Banden z. B. Phosphatgruppen zur Unterscheidung von AMP und ATP gewéhrleistet sein,
was nur durch eine hohe Affinitat des SERS-Substrates zu genau diesen Gruppen ermoglicht
werden kann, andererseits soll die Bindung des Analyten reversibel erfolgen, sodass kein
Memory-Effekt auftritt. Eine reversible Bindung bestimmter Gruppen des Analyten wére
durch Funktionalisierung des SERS-Substrates denkbar. Da die elektromagnetische Verstar-
kung exponentiell mit dem Abstand abnimmt, sollte die funktionalisierte Oberflache nur eine
Monolage ausbilden und zudem keine storenden Signale hervorrufen. Im Idealfall sollte die
Funktionalisierung entsprechend der SERS-Substrat Herstellung durch Pumpen einer reakti-
ven Losung in das Mikrosystem und anschliefender laserinduzierter Abscheidung erfolgen.
Damit wére eine vielseitig variable SERS-Sensorplattform fiir eine In-Chip Online-Analytik
geschaffen. Eine multimodale Kombination dieser Sensoren konnte den Informationsgehalt z. B.
durch unterschiedliche Edukt- und Produktaffinitaten, pH-Sensitivitdten und Anregungen
(z.B. SECARS) zusétzlich steigern.
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Kapitel 6
Zusammenfassung und Ausblick

Die vorliegende Arbeit zeigt Entwicklungen und Anwendungen signalverstarkender Raman-
Methoden, der CARS- und der SERS-Mikrospektroskopie fiir die Analytik niedermolekularer
Verbindungen auf. Die Anwendungen konzentrieren sich auf die direkte also Label-freie Identi-
fikation von Metaboliten in Pflanzentrichomen des Cannabis sativa L. und in mikrofluidischen
Systemen mittels Raman-Spektren als molekulare Fingerprints. Die Analyten reichen von
Endprodukten einer enzymatischen Biosynthese — Cannabinoide in Trichomen — bis hin zu
den Grundbausteinen der Biochemie — ATP, AMP und CoA in mikrofluidischen Systemen —
fir den Aufbau dieser komplexen Metabolite. Aufgrund der unterschiedlichen Anforderungen
an die Analytik — hochaufgeloste Bildgebung von Metaboliten in Trichomen bzw. Nachweis
der Metabolite im mikromolaren Bereich in Mikrofluidiksystemen werden die zwei komple-
mentédren signalverstarkenden Raman-Methoden, CARS fiir die chemische Bildgebung und
SERS fiir die hochsensitive In-Chip-Analytik angewandst.

Die CARS-Mikroskopie wurde hier in Kombination mit der (Zwei-Photonen)-Fluoreszenz und
Transmission zur Identifikation und Lokalisation von Metaboliten und zelluldren Kompartmen-
te eingesetzt. Mittels hyperspektraler Bildgebung war dabei eine Unterscheidung des Chemo-
Types anhand des spektralen Fingerprints im Olkorper der Trichome méglich. Zum Einsatz
kam dabei ein Entmischungsalgorithmus, der mogliche Nichtlinearitédten im Datensatz bertick-
sichtigt. Mit einer hyperspektralen Aufnahme dieser Probe erfolgte ein Vergleich multivariater
Methoden zur Verarbeitung hyperspektraler CARS Daten. Hierbei wurden herkémmliche
Methoden (HCA, PCA), der im Raman-Bereich etablierten VCA-Entmischungsalgorithmus
und der neuartige Entmischungsalgorithmus als lineare und nichtlineare Version (Euklid- und
KNN-DMAXD) hinsichtlich spektraler Zerlegung, Bildkonstrasterzeugung und Interpretier-
barkeit der Ergebnisse verglichen. Da alle Algorithmen auf &hnlichen geometrischen Prinzipien
den Datensatz widerspiegeln, unterscheiden sie sich generell nur in der Darstellungsform,
zerlegen den Datensatz in einer dhnlichen Weise und fithren in der groben Interpretation der
Daten letztendlich zu dhnlichen qualitativen Ergebnissen. Unterschiede machen sich jedoch

bei genauer Interpretation (feine spektrale Unterschiede und quantitativ) bemerkbar. Je nach
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Anwendung bzw. Fragestellung ist dabei eine bestimmte Darstellungsform vorteilhaft. Die
Entmischungsalgorithmen sind z. B. hinsichtlich der Erzeugung eines graduellen Kontrastes
und der Interpretierbarkeit der Ergebnisse der HCA und PCA vorzuziehen. Die stark verein-
fachenden, modellfehlerbehafteten (LOF ca. 10 %!) aber dadurch auch leicht interpretierbaren
Ergebnisse der Entmischungsalgorithmen auf Basis einer ,,Reinsten Pixel“-Annahme sollten
jedoch kritisch wie bei allen multivariaten Methoden unter Zuhilfenahme der urspriinglichen
Rohdaten betrachtet werden, insbesondere bei den CARS-Daten, welche meist eine sehr
hohe Pixelanzahl aufweisen (ca. 3 — 5 Endmemberpixel reprisentieren ca. 10° Bildpixel!).
Mit Hinblick auf eine schnell ausfithrbare, automatisierte, (semi-)quantitative chemische
Bildgebung erfolgte fiir die Entmischungsalgorithmen eine tiefgehende Analyse hinsichtlich
Abundanzen, Modellfehler, Performance und Wiederholbarkeit. Hierbei zeigte sich, dass der
VCA-Algorithmus den hyperspektralen Datensatz im Mittel zwar besser widerspiegelt, feine
spektrale Merkmale jedoch mittels der DMAXD-Algorithmen besser erkannt werden. Die
lineare und nichtlineare Version liefern hierbei unterschiedliche Ergebnisse, die sich dadurch
jedoch sehr gut ergidnzen und in Kombination somit ein Modell hoher Giite und spektraler
Sensitivitdt liefern konnen. Ein wesentlicher Vorteil ist zudem, dass die DMAXD-Algorithmen
im Unterschied zum etablierten VCA-Algorithmus immer das gleiche Ergebnis liefern. Da
die Bioanalytik aufgrund der sehr komplexen Proben bereits mit einer hoher Variablilitat
zu kdmpfen hat, ist eine hohe Zuverlassigkeit der analytischen Methode unabdingbar. Die
Anwendung der Methoden ging hier nicht tiber eine Bildkonstrasterzeugung mittels chemi-
schen Fingerprints hinaus, wobei die Nichtlineraritdten und der nichtresonante Hintergrund
offenbar vernachlissigt werden koénnen. Um in Zukunft eine (semi-)quantitative Einzeltrichom-
Analytik zu entwickeln, ist eine Validierung der Methoden anhand von CARS-Datensétzen
von Reinsubstanzkonzentrationsreihen (quantitativ), Substanzgemischen z. B. unterschiedliche
THCA /CBDA-Verhéltnisse (semiquantiativ) und schlielich ein Vergleich von untersuchten
Realproben mit Referenzmethoden notwendig. Hier wird sich zeigen, inwieweit die Nichtli-
nearitat und der nichtresonante Hintergrund bei einer sehr viel komplexeren quantitativen
Auswertung der Daten berticksichtigt werden miissen oder ob ein simplere und damit anwend-
erfreundlichere Auswertemethode bereits in ausreichendem Mafle die quantitative Information

erfasst.

Die Anwendung der CARS-Mikroskopie fiir die Identifikation von Metaboliten in einzel-
nen Trichomen des Cannabis geht hier iiber die Standardanwendung der Lokalisation von
Lipiden als auch Proteinen hinaus und zeigt so eine neuartige Methode fiir Pflanzenfor-
schung im Allgemeinen auf. Voraussetzung fiir die Lokalisation eines Metaboliten in einem
Pflanzenmaterial ist dabei, dass die Substanz hochkonzentriert vorliegt und moglichst hy-
drophob ist, also eine hohe Anzahl an CH-Streckschwingungen aufweist. Zudem ist der
Metabolit nur detektierbar sofern er nicht mit der intensiven Zweiphotonen-Fluoreszenz
von Chlorophyll a iiberlagert [202]. Um die festgestellte begrenzte spektrale Selektivitit der

CH-Streckschwingungsbereiches zu umgehen, kénnte eine Kombination von CARS Bildge-
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bung mit konventioneller Raman-Mikrospektroskopie zur Erfassung von Fingerprintspektren
in ausgewahlten Bildbereichen ein vielversprechender Ansatz sein. Mittels eines Handheld-
Ramanspektrometers wire eine Vor-Ort-Analytik durch Fokussierung eines IR-Lasers (zur
Vermeidung von Chlorophyll a Fluoreszenz) auf die Bliiten einer Pflanze im Feld unter
Nutzung der hier festgestellten spektralen Unterscheidbarkeit des Chemotyps denkbar. In
Hinblick auf die hohe Abhéngigkeit der chemischen Zusammensetzung von der Erntezeit
und dufleren Bedingungen wie der Lichteinstrahlung, dem derzeitigen Hype um CBD-haltige
Produkte und dafiir erforderlichen groffflichigen Anbau CBDA-reicher Pflanzen, aber auch
der zunehmenden Legalisierung THCA-reicher Pflanzen bzw. Produkte héatte ein solches

Vor-Ort-Analysegeréit grofles Marktpotential.

Die SERS-Analytik wurde entwickelt, um sowohl enzymatische Prozesse als auch Trennpro-
zesse in mikrofluidischen System im mikromolarem Bereich online zu erfassen. Aufgrund der
biochemischen Relevanz wurde ATP als Analyt ausgewéahlt, aber auch AMP und in der SERS-
Analytik bisher kaum untersuchtes CoA wurden beriicksichtigt. Aufgrund einer theoretischen
Einzelmolekiildetektierbarkeit ist SERS dabei komplementéir zu CARS, welches nur fiir eine
Bildgebung bei hoher CH-Streckschwingungsdichte einsetzbar ist. Neben ersten Versuchen
mit herkdmmlichen Nanopartikeln in Losung erfolgte die SERS-Analytik im Chip mittels
laserinduziert hergestellter Gold und Silber SERS-Substrate. Die Herstellung basiert ahnlich
der Nanopartikelsynthese auf der Reduktion eines Metallsalzes mit Citrat und ist damit in
jedem Raman-Labor einfach umsetzbar, wobei der notwendige Energieeintrag laserinduziert
erfolgt. Ort und Mikrostruktur dieser Substrate konnen innerhalb des Mikrofluidiksystems
gezielt mittels des Laserscanning-Modus, dem Energieeintrag und der Laserfokussierung einge-
stellt werden. Da die Detektierbarkeit von ATP von den Eigenschaften des SERS-Substrates
und damit von Parametern zur Herstellung aber auch vom Messvorgang selber abhangt,
wurden Konzepte der statistischen Versuchsplanung angewandt, um kritische Parameter zu

identifizieren und deren Effekte und gegenseitige Wechselwirkungen zu erfassen.

Aufgrund der sehr heterogenen Struktur der laserinduzierten SERS-Substrate ist der Mes-
sort auf dem SERS-Substrat ein entscheidender Faktor fiir den Nachweis von ATP. Aus
diesem Umstand wurde die Laser-Scanning SERS-Hintergrund Mikroskopie zur Detektion
der analytsensitiver Hot Spots auf dem SERS-Substrat entwickelt. Diese wurde mittels
eine kommerziellen SERS-Substrates evaluiert und schliefSlich auf laserinduziert erzeugten
SERS-Substrate tibertragen. Die Methode basiert auf einer in der Literatur bekannten und
hier ebenfalls aufgezeigten Korrelation eines Analytbandensignals und dem (hier aufsum-
mierten) SERS-Hintergrund: Wird mittels der SERS-Hintergrund Mikroskopie ein intensives
Signal bestimmt, so ist dies ein guter Hinweis darauf, dass in dem Bereich auch ein inten-
sives Signal des Analyten erfasst wird. Aufsummieren der SERS-Hintergrundsignale iiber
eine breiten spektralen Bereich fithrt zu einem circa 10® mal intensiveren Signal gegeniiber
einzelnen Raman-Banden und ermoglicht so einen grofien Bereich eines SERS-Substrates

schnell und einfach mittels empfindlicher HyD-Fluoreszenzdektoren abzuscannen. So kénnen
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z. B. signalintensive Bereiche auf einem SERS-Substrat lokalisiert und fiir eine hochsensitive
SERS-Analytik genutzt werden, die Homogenitét eines SERS-Substrates bestimmt werden
oder der Stichprobenfehler bei der SERS-Analytik an einem zufélligen Ort auf dem SERS-
Substrat quantifiziert werden [171]. Aufgrund der hohen Signalintensitat ist die Methode
fiir zeitaufgeloste Untersuchungen geeignet, wie in der Arbeit anhand des Monitorings des
Herstellungsprozesses laserinduzierter SERS-Substrat gezeigt wurde. Die Kombination von
SERS-Hintergrund Mikroskopie und REM stellt zudem ein geeignete Methode zur Bestim-
mung von Struktur-Eigenschafts-Beziehungen eines SERS-Substrates dar, wie mittels des
kommerziellen SERS-Substrates (in Kombination mit weiteren optischen Modalitiaten) und der
In-Chip laserinduziert hergestellten SERS-Substrate gezeigt wurde. So konnte gezeigt werden,
dass eine fehlende Verstarkung des SERS-Hintergrundes auf den laserinduziert hergestellten
SERS-Substraten auf ein Zusammenschmelzen der Nanostrukturen bei zu hohem Energieein-
trag zuriickzufithren ist. Die spektrale Auftrennung des SERS-Hintergrundes auf zwei Kanéle
ermoglicht zudem den plasmonischen Spektralform-Effekt oder die Karbonisierung auf einem
SERS-Substrat zu charakterisieren. Fiir eine weitere Anwendung des SERS-Hintergrundes
muss die Ursache dieses Phanomens besser aufgeklart werden. Insbesondere die Rolle des
Analyten und der Zusammenhang zwischen Analytsignal und Hintergrundsignal stellen wich-
tige Fragestellungen fiir die SERS Grundlagenforschung dar, um die Erkenntnisse letztendlich

valide fiir die Anwendung nutzbar zu machen.

Die hier entwickelte In-Chip-SERS Analytik mittels laserinduziert erzeugter SERS-Substrate
ermoglicht durch eine gezielte Abscheidung an mehreren Orten im Mikrofluidiksystem, Pro-
zesse ortsaufgelost zu erfassen. Da in einem Mikrofluidiksystem im Fluss, die Zeit entlang der
Flussrichtung in eine Ortskoordinate iiberfithrt wird, konnen SERS-Messungen entlang der
Flussrichtung zudem dynamische Prozesse z. B. Reaktionskinetiken [203] in hoher Zeitauf-
l6sung erfassen. Das Vermogen einen Prozess in Abhéngigkeit des Ortes und der Zeit zu
bestimmen, ist neben der Verbesserung der Zuverléssigkeit und Reproduzierbarkeit entschei-
det fiir einen Durchbruch der SERS-Analytik im Bereich der Mikrofluidik und um sich von
etablierten Analytikmethoden auf Basis der Chromatografie abzusetzen (fernab der Vor-Ort-
Analytik z. B. in der Kriminalistik [204]). Diese stellen keine direkten In-Chip-Methoden
dar, konnen jedoch als At-Line-Analytik zur Prozesskontrolle genutzt werden und kommen
bereits mit sehr geringen Probenmengen aus, was sie auch fiir mikrofluidische Anwendungen
interessant macht. Die Dynamik innerhalb eines Mikrofluidiksystems zu charakterisieren, ist
jedoch aufgrund der notwendigen Probenahmen, nicht in dem Mafle moglich, wie es fiir eine
In-Chip-Analytik der Fall ist. Ausblickend ist die Funktionalisierung eines SERS-Substrates
in Richtung einer multimodal einsetzbaren In-Chip SERS-Analytik zu nennen. Diese kann
die Spezifitdt zu einem bestimmen Analyten steigern und insbesondere den hier ebenfalls
festgestellten Memory-Effekt z. B. durch ,shell-isolated nanoparticles” reduzieren [205] . Die
Funktionalisierung sollte im Idealfall entsprechend der SERS-Substrat Herstellung durch

Pumpen einer reaktiven Losung in das Mikrosystem und anschlieender laserinduzierter
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Abscheidung erfolgen. Durch Erzeugung unterschiedlich funktionalisierter Spots wére so eine
vielseitig variable und einfach zu implementierende SERS-Sensorplattform fiir die In-Chip

Online-Analytik geschaffen.
Zusammenfassend ist festzuhalten: Die CARS-Mikroskopie ist die Methode der Wahl um

CH-reiche, hoch-konzentrierte niedermolekulare Verbindungen in Pflanzen, Mikroorganismen
oder Pilzen mit hoher Zeit und Ortauflésung zu untersuchen. Uniiberwachte multivariate
Methoden helfen dabei, die komplexe spektral-spatiale Information eines hyperspektralen
CARS Datensatzes in einfacher interpretierbare Spektren und Bilder umzuwandeln. Die SERS-
Mikrospektroskopie ermoglicht es, niedermolekulare Verbindungen in verdiinnten Proben zu
untersuchen. Die In-Chip-SERS-Analytik mittels laserinduziert erzeugter SERS-Substrate
ist eine einfach zu implementierende Methode fiir zeit- und ortsaufgeloste Untersuchungen
innerhalb eines Mikrofluidiksystems. Die hier eingefiihrte und vielfaltig angewandte SERS-
Hintergrund Mikroskopie hat das Potential die bisher ignorierten SERS-Hintergrund Signale
aus einem anderen Blickwinkel zu betrachten und in der angewandten als auch SERS-
Grundlagenforschung neue Impulse in Richtung einer SERS-Routineanalytik zu liefern. Die
Arbeit zeigt konkret das breite Anwendungsfeld signalverstarkender Raman-Methoden und
insbesondere die Komplementaritat der CARS- und SERS-Mikrospektroskopie im Bereich
der Naturstoffanalytik niedermolekularer Verbindungen auf und befordert somit eine starkere

Verbreitung der Methoden in dem Bereich.
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Anhang A

Anhang

A.1 Grundlagen optischer Methoden

A.1.1 Die Bandenform der CARS-Signale

Die Bandenform des CARS-Spektrums wird durch die Suszeptibilitit dritter Ordnung be-

) 3)

stimmt y®). Sie setzt sich aus einem resonanten Teil XS und nichtresonanten Teil Xl(\IR

zusammen [17]:

X = ¥ (@) + xh (A1)

Der nichtresonante Teil ist frequenzunabhéngig und real. Dagegen ist der resonante Teil

abhéngig von der Molekiilschwingung 74, und komplex [17]:

A

Y= A2
AR zk:ﬁk—Aﬂ+iFk (A-2)
Durch Separierung des Real- und Imaginérteil ([Im]) ergibt sich dann [17]:
Ax(, — Av) , AL
3) _ k(MK B Kkl K A3
R z,; (e — AR+ 2 (- ADR+ 1T (4.3)

Re(x{) Im(x)

Ay, 7 und I} sind die Amplitude, Wellenzahl und Halbwertbreite der Raman-Linie k. Ap)
ist die relative Wellenzahl im CARS-Spektrum. Eine Beispielspektrum basierend auf dieser
Gleichung ist in Abbildung 2.6 dargestellt.
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Abbildung A.1: Die Resonanz-Raman-Verstarkung chromophorer Gruppen in Oli-
venolen (Anregung bei 488 nm). Ein hochwertiges Olivendl (Extra Virgin) und minderwer-
tiges Olivendl (Lampante) zeigen intensive Resonanz-Raman verstarkte Signale chromophorer
Gruppen der Carotenoide. Fettsduren liefern dagegen nur schwache Signale. Eine Zuordnung
erfolgt iiber die Banden von Olsiure. Das Differenzspektrum der beiden Olivenéle offenbart
Unterschiede im Fettsédure-Gehalt relativ zum Carotenoid-Gehalt.
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A.1.2 Der lineare Zusammenhang von CARS-Intensitat und Kon-

zentration bei niedriger Konzentration des Analyten

Ein Analyt A wird in einem Losungsmittel LSM gelost. Nach Gleichung 2.14 ergibt sich dann
folgender Wechselwirkungsterm fiir die CARS-Intensitét:

IcaRrs (Vas) ~ |NAX5&3)’2 + 2NAX(A?))NLSMX£38)M + ’NLSMXIEBS)M|2 (A.4)

Unter der Annahme, dass ausschliefllich der Analyt ein resonantes CARS-Signal generiert und
das Losungsmittel ausschliefflich fiir den nichtresonanten Hintergrund verantwortlich ist ergibt
sich dann fiir die Suszeptibilitdten nach Gleichung 2.15 XS) = Xﬂ{ und XE)S)M = X(Lgs?M,NR und

einsetzen in Gleichung A.4:

Toars(Vas) ~ |Nax$R|? + QNAXf,)RNLSMX(L?’s)M,NR(?’) + |NLSMX£3S)M,NR|2 (A.5)

Wenn die Analytkonzentration sehr niedrig ist, also Ny << Npsy dann ist der erste Term
gegeniiber dem zweiten Term sehr klein. Die linere Abhéngigkeit im zweiten Term Icars(Vas) ~
Ny tberwiegt somit [13] [23].

A.2 Multivariate Auswertung von hyperspektralen CARS-

Aufnahmen
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Abbildung A.2: Hauptkomponentenanalyse (PCA) einer HCARS-Aufnahme eines
glandulidren Trichomes von C. sativa Bedrobinol. Die PCA erfolgte durch Singular-
wertzerlegung der spalten-zentrierten HCARS-Daten. Die ersten drei Hauptkomponenten
beschreiben 85 % , 1.7 %, 1.1 % der Gesamtvarianz des spalten-zentrierten Datensatzes. Die
Varianz der darauffolgenden Hauptkomponenten ist < 1 %.
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Abbildung A.3: Singuldrwertzerlegung (SVD) einer HCARS-Aufnahme eines glan-
duldren Trichomes von C. sativa Bedrobinol. Die SVD entspricht einer unzentrierten
PCA. Die ersten zwei unzentrierten Hauptkomponenten beschreiben 95 % und 3.8 % der
Gesamtvarianz des Datensatzes. Die Varianz der darauffolgenden unzentrierten Hauptkompo-
nenten ist < 0.1 %.
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Abbildung A.4: Fiinfmaliges Durchlaufen von EEA-Entmischungsalgorithmen als
Vier-Endmember-Modell einer HCARS-Aufnahme eines glanduliaren Trichomes
von C. sativa Bedrobinol. Der VCA-NNLS und VCA-FCLS liefern die gleichen Ergebnisse.
Aufgrund der Randomisierung der Endmemberwahl mittels VCA werden jedoch bei jedem
Durchlauf geringfiigig andere Endmember gewahlt und somit abweichende Abundanzkarten
generiert. Der Euklid- bzw. KNN-DMAXD-DPSU-Algorithmus liefert dagegen immer exakt
das gleiche Ergebnis. Die Endmemberextraktion ist beim DMAXD im Unterschied zur VCA
determiniert.
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Abbildung A.5: Verschiebungskorrektur hyperspektraler Bilder von Scheibenzellen
eines Trichomes von C. sativa Fedora. Die Korrektur erfolgt durch Minimierung des
Unterschieds zweier aufeinanderfolgender hyperspektraler Bilder mittels der Nelder-Mead
Simplex Methode [86]. (a) Uberlagerung der CARS-Aufnahme bei 2903 cm™! und 2840 cm ™.
Griin: hoher Intensitéit bei 2903 cm™!. Weif}: hohe Intensitit bei 2903 cm™! und 2840 cm™*.
Magenta: hohe Intensitit bei 2840 cm ™. Die gerichtete Verschiebung des Signals resultiert
aus einer Verschiebung in der x-y-Ebene (gekennzeichnet durch die Pfeile). In den korrigierten
Aufnahme ist diese Verschiebung nahezu verschwunden. (b) Endmember-Abundanzkarten der
CH-Streckschwingungen. Aufgrund der Verschiebung werden die CH-Streckschwingungssignale
in den unkorrigierten Daten auf zwei Endmember EM 1 und EM 2 aufgeteilt. Die Intensitéats-
verteilung von EM 1 bzw. EM 2 tiberlagert starker mit dem griinen Bereich bzw. Magenta
Bereich in (a) (siehe Pfeile in gezoomten Bildern). In den korrigierten Daten wird nur ein End-
member ermittelt, was auf eine erfolgreiche Korrektur hinweist. (¢) Aufgrund der Verschiebung
teilen sich die CH-Streckschwingungen in den Endmember-Spektren der unkorrigierten Daten
in eher niedrige und hohen Wellenzahlen auf (EM 1 und EM 2). In den korrgierten Daten
enthalt das Endmember-Spektrum sowohl Anteile von EM 1 als auch EM 2 der unkorrigierten
Daten.
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A.3 Laser-Scanning SERS-Hintergrund Mikroskopie: Ei-

ne schnelles Werkzeug zur Lokalisation von Hot
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Abbildung A.6: Korrelationsanalyse des bildgebenen und spektralen SERS-
Hintergrund zur Verschiebungskorrektur. (a) Korrelationsanalyse in Abhéngigkeit
der Verschiebung entlang x- und y-Richtung des SERS-BG Bildes in (b). (b) SERS-BG Bild

mit optimaler Verschiebung (c¢) Ergebnisse nach optimaler Verschiebung.

REM Reflexion SERS-BG Transmission Uberlagerung

Abbildung A.7: Uberlagerung einer REM-Ubersichtsaufnahme mit optischen Bil-
dern am Randbereich eines kommerziellen SERS-Substrates. Der SERS-Hintergrund
(SERS-BG, Anregung 633nm mit 60 % Laserintensitéit, Emission 640 nm-720nm) zeigt iiber
ausgepragte Signale in einigen rechteckféormigen Bereichen, was auf eine REM-induzierte
Karbonisierung durch REM-Nahaufnahmen in diesen Bereich schlieBen lasst [178]. Die Reflek-
tion (Anregung 633 nm mit 1% Laserintensitiat, Emission 630 nm—636 nm) Laser ist in dem
groBten mittels REM fokussierten Bereich um im Mittel 26 % vermindert (weifle Umrandung).
Dies ist vermutlich ebenfalls auf eine REM-induzierte Karbonisierung zurtickzufithren. Der
amorphe Kohlenstoff absorbiert ein Grofiteil des wenig intensiven Laserlichts.
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A.4 Laserinduziert immobilisierte SERS-Substrate in

mikrofluidischen Systemen

Abbildung A.8: Nachweis der reversiblen Immobilisation von Enzym-Magnetbeads
im  Mikrofludiksystem  mittels CARS und Zweiphotonenfluoreszenz-
Mikroskopie.(a) Meanderstrukturiertes Mikrofluidiksystem mit Neodym-Magnet.
(b) Nachweis und Lokalisation der Akkumulation GFP-markierter Enzym-Magnetbeads
im Mikromeander nach Platzieren des Neodym-Magneten. (¢) Entfernen des Magneten
fiihrt zum Eluieren der Magnetbeads. Rot: CH-Streckschwingungssignal von PDMS; griin:
GFP-Fluoreszenz.
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Abbildung A.9: Interaktion von Analyt und chemischer Umgebung mit Silber- und
Goldnanopartikeln. Die Silber- bzw. Goldnanopartikel (AgNPs, AuNPs) wurden mittels der
Methode nach Lee und Meisel [30], AgNO3/Citrat 1 mM/0,67mM bzw. nach Turkevich[31],
HAuCly/Citrat 0,5mM/1 mM hergestellt. Der Gefi-Puffer (20 mM Tris, 150 mM NaCl, 10 mM
MgCly, pH8) fithrt zu einer Verfarbung der AgNPs von gelb nach transparent. Dies ist auf
eine Aggregation der AgNPs durch Chloridionen zuriickzufithren. Mit CoA in Gefi-Puffer
kommt es zu einer Graufarbung durch Bildung groflerer Aggregate. Die AuNPs verfirben sich
von rot nach dunkelblau/grau. Dies wird auf die Bildung groferer Nanopartikel zurtickgefiihrt.
Mit CoA verférbt sich die Losung Magenta.



Tabelle A.1: Parameter der SERS-Substratherstellung und SERS-Messung der Spektren aus Abbildung 5.17 und 5.19.
av2 = Mittelwert von zwei Messungen; N = Anzahl der Spektren

Mobile Phase SERS-Substrat (-Herstellung) Messung
A [nm] | Zeit [s] I [%] dpinh. [um] | Obj. | N
S | jeweils 25 pM AgNPs, AgNO3/Citrat, 1 mM /0,67 mM, 100 °C! 633 10 100 600 10 6-12
S | Malonat, ATP, CoA (Edukte)
o | bzw. Mal-CoA, AMP (Produkte),
T | Gefi
=
<g 0.1-100 nM, Gefi AgNPs, AgNOg/Citrat, 1 mM /0,67 mM, 100 °C! 633 10 100 600 10 4-10
O | Feststoff 633 60, av2 100 600 10 1
125 nM, Gefi AgNPs, AgNO3/Citrat, 1 mM /0,67 mM, 100 °C! 633 10 100 600 10 17
50 pM, Gefi 10 pL Tropfen auf #1 Deckglas, laserind. AgNPs AgNOg3/Citrat 0,5mM/10mM? | 633 5 bis 30 | 100 600 10 10
100 uM, Gefi 10 uL. Tropfen auf #1 Deckglas, laserind. AuNPs, HAuCly/Citrat 0,5mM/1 mM3 | 633 60 5 600 63 1
& Feststoff 488 60, av2 100 70,72 10 1
< | 100puM, Gefit Mato Gold-Substrat, Hot Spot Region 633 10 20 111,45 63 1
100 uM, H2O 10 uL. Tropfen auf #1 Deckglas, laserind. AuNPs, HAuCly/Citrat 0,5mM/1 mM5 | 633 10 / 60 20 / 60 | 600 63 9
100 uM, Gefi, 10 pL Tropfen auf #1 Deckglas, laserind. AuNPs, HAuCly/Citrat 0,5 mM/1 mM® | 633 10 / 60 20 / 60 | 600 63 9
100 uM, Gefi im p-Kanal 600 uL. im p-Kanal mit Flussrate 24 pL min~!, HAuCly/Citrat 0,5 mM/1 mM6 633 10 20 70,72 10 6
mit Flussrate 24 pL min—1!
& | Feststoff 488 60, av2 100 70,72 10 1
5 1mM, H2O AgNPs, AgNO3/Citrat, 1 mM /0,67 mM, 100 °C, Agglom. mit MgSO4 100 mM* 633 10 100 600 10 1
100 pM, H20O 10 pL Tropfen auf #1 Deckglas, laserind. AuNPs, HAuCly/Citrat 0,5 mM/1 mM® | 633 10 /60 | 20 /60 | 600 63 9
100 uM, Gefi 10 uL. Tropfen auf #1 Deckglas, laserind. AuNPs, HAuCly/Citrat 0,5mM/1 mM5 | 633 10 / 60 20 / 60 | 600 63 6

11:1 Gemisch von NPs- und Analytlésung 2 Anregung 514nm, 100 %, 30s, Glaskante, 10-fach Obj. 3 Anregung 514nm, 50 %, 180s, 10 pm Abstand Glaskante, 63-fach Obj.
410 Minuten Einwirken von 500 pL. Analytlsg. auf Mato Substrat und mit Pipette vorsichtig entfernen 5 Anregung 514 nm, 50 %/100 %, 180s, 10 um Abstand Glaskante, 63-fach Obj.
6 DOE-Optima: Anregung 514 nm, 10-fach Obj, 3 x 90 %, 120s, 5 pum Abstand; 1 x 75 %, 150s, 5 pm; SERS-BG-Maxima: 1 x 60 %, 150s, 0 pm; 1 x 100 %, 90s, O pm
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EWl Subtrat 1

'l Subtrat 2

Abbildung A.10: 3D-SERS-Hintergrund Bildgebung von laserinduziert her-
gestellten Silbernanopartikel SERS-Subtraten immobilisiert auf Glas. 3D-
SERS-Hintergrund (SERS-BG) Bilder linienférmiger Sibernanopartikel (AgNPs) SERS-
Substrate hergestellt mittels fiinfminutiger Laserbehandlung einer Silbernitrat/Citrat-Losung
(0,5 mM/10 mM) auf einem Deckglas (Anregung bei 514 nm und Emission bei 534 nm—600 nm).
(a) SERS-Substrat hergestellt mittels bidirektionalem xz-Laser-Scanning innerhalb der Losung.
(b) SERS-Substrat hergestellt mittels bidirektionalem xz-Laser-Scanning fokussiert auf die
Glaskante.
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Abbildung A.11: Einfluss der bidirektionalen xz-Laserscanning auf die Nanostruk-
turbildung einer Silbernitrat/Citrat-Losung auf Glas. (a) Illustration des bidirektio-
nales xz-Laserscannings. (b) Profil gemittelter SERS-Hintergrund (SERS-BG) Intensitéten
entlang der x-Richtung. Die zugrundeliegenden Pixelintensitéten sind im Bild dargestellt. (c)
Profil gemittelter Rasterelektronmikroskop (REM) Intensitéten entlang der x-Richtung. Die
zugrundeliegenden Pixelintensitédten sind im Bild dargestellt. Gemittelte SERS-BG und REM
Intensitaten folgen dem gleichem Intensitédtsprofil, was auf eine gleiche Herkunft schlieflen
lasst: Bidirektionales Laserscanning fithrt zu abnehmenden Zeitintervallen und damit erhohten
Laserleistung (Energie/Zeit) zum Rand des xz-Scanbereichs hin. Die héhere Laserleistung
am Rand fiihrt zu einer erhéhten Silbernanoparikeldichte und SERS-BG Intensitdt am Rand.
Die abnehmende Laserleistung auflerhalb des xz-Scanbereichs fiithrt zu einer Abnahme der
Silbernanopartikeldichte und SERS-BG dort.
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Abbildung A.12: Abschatzung des Glasabstandes im Mikrokanal iiber das Glas-
Wasser-Banden-Verhiltnis im Raman-Spektrum. (a) Zusammenhang zwischen Glas-
Wasser-Banden-Verhéltnis und Abstand von der Glaskante (Anregung bei 514 nm, Pinhole
1, Akkumulationszeit 10s). Die Glaskante bei 0 pm wurde tiber einen x-z-Reflektionsscan
ermittelt. (b) Spektrale Aufnahmen wéhrend einer dreiminutigen laserinduzierten Herstellung
eines Gold-Substrates auf Glas im Mikrokanal. Die Gasbildung wahrend der laserinduzierten
Goldreduktion macht sich durch Streuungskurven bemerkbar.

Gefi-Mg H,0  HAuCl, 0.75mM  Citrat ImM
';:' 150 | L Citrat ImM
£,
- °
1S L
:) 140 ° .
Q 600 800 1000 1200 1400 1600
-5 130 [*® ° —_ T -
T . ! 5 140 50 min|
3 P . = 100
S 120F e ¢ - o . "
i
m ° ° w60
o . % s °® g
oo o "o ; £ 2
] L4 ° 600 800 1000 1200 1400 1600
o L) hd L ] e
w1007 . e ™. ' ' ' ' "83 min
= ° L
a . 100 | ;
3] ® .
£ 90 Pog
= o 50
80 1 1 1 1 1 1 1 1 O 1 1 1 1 1
10 20 30 40 50 60 70 80 600 800 1000 1200 1400 1600
Zeit [min] Relative Wellenzahl [cm™]

Abbildung A.13: Desorption und Memory-Effekt von ATP adsorbiert auf einem la-
serinduziert hergestellten Au Spot im Mikrokanal. Das Uberstrémen unterschiedlicher
mobiler Phasen fiihrt zu einer allméhlichen aber nicht vollstdndigen Abnahme der ATP-
Bande bei 732 cm ™. Die Flussrate wurde von anfangs 24 pL min~! innerhalb der ersten 10 min
Spiilphase auf 48 uL. min~! verdoppelt. Das Uberstromen mit der Metallsalz/Reduktionsmittel-
Losung erfolgte in Anlehnung an [36].
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A.5 Erklarung zur Reproduktion vorab veroffentlicher
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Die Inhalte dieser Forschungsarbeit sind in Rahmen des Leibniz-Research-Clusters (Kenn-
zeichen: 031A360E) entstanden. Kapitel 5.1 wurde bereits in [A] verdffentlicht. Kapitel 5.3

wurde in Teilen modifiziert in [B] veroffentlicht.
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Abkiirzungsverzeichnis

Bp

CARS

CCD

DMAXD

DSPU

EEA
EM
EPI
ERS

FCLS

FWM

HCA

HyD

LMM

LSPR

NMF

NNLS

NP

Bleach-Point

kohérente anti-Stokes Raman-Streuung (engl.:
coherent anti-Stokes Raman scattering)
ladungsgekoppeltes Bauelement (engl.: charge-

coupled device)

Distanz-Maximum-Distanz-
Extraktionsalgorithmus
Distanz-Simplexprojektion-
Entmischungsalgorithmus (engl.: distance

simplex projection unmixing)

Endmember-Extraktionsalgorithmus
Endmember
Detektion in Riickwéartsrichtung

elektronische Raman-Streuung

Detektion in Vorwértsrichtung (engl.: Forward)
Vollstandig eingeschrankter
Kleinstefehlerquadrat-Algorithmus (engl.: fully
constrained least squares algorithm)
Vier-Wellen-Mischung  (engl.:  Four-Wave-
Mixing)

hierarchische Clusteranalyse
Hybrid-Detektor

Lineares Mischungsmodell
lokalisierte Oberflachenplasmonresonanz

(engl.: localised surface plasmon resonance)

Nichtnegativer Matrixfaktorisierungs-
Algorithmus
Nichtnegativer Kleinstefehlerquadrat-

Algorithmus  (engl.: non-negative least
squares algorithm)

Nanopartikel



PC

PCA

PMT

REM

SERRS

SERS

SERS-BG

SVD

VCA

Hauptkomponente (engl.: principal compo-
nent)

Hauptkomponentenanalyse (engl.: principal
component analysis)
Photoelektronenvervielfacher-Réhre  (engl.:
Photomultiplier tube)

Rasterelektronenmikroskopie

oberflaichenverstérkte Resonanz-Raman-
Streuung bezeichnet (engl.: surface-enhanced
resonance Raman scattering)
oberflachenverstarkte Raman-Streuung (engl.:
surface-enhanced Raman scattering)
SERS-Hintergrund (engl.: SERS-Background)
Singuldrwertzerlegung (engl.: Singular Value

Decomposition)

Vertexkomponentenanalyse (engl.: vertex com-

ponent analysis)
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