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Einleitung

1. Einleitung

Chemo-optische Sensoren stellen heute eine preiswerte und von Vielseitigkeit und
Geschwindigkeit der Signalerzeugung her Uberzeugende Alternative zu konventionellen
Analysenmethoden wie etwa mit geeigneten Detektoren gekoppelte GC oder HPLC dall_'ﬂEj.
Sie werden vor allem in jenen Bereichen angewendet, die eine standige Uberwachung von
Stoffkonzentrationen oder —strémen erfordern. Vorteile dieser Sensoren liegen vor allem
darin, dall optische Signale nicht durch elektromagnetische Felder gestort werden, eine
Signallbertragung mittels Lichtleiter Gber weite Entfernungen madglich ist und eine Vielzahl
an spektroskopischen Detektionsverfahren zur Verfligung steht. So spielen chemo-optische
Sensoren z.B. in der Prozelsteuerung und -liberwachung eine wichtige Rolle und kénnen an
unzuganglichen  MeRorten, in aggressiver chemischer Umgebung oder bei
Langzeituberwachungen eingesetzt werden. Der wohl am meisten verbreitetste
Chemosensor - wenn auch kein optischer - ist die Lambda-Sonde, mit deren Hilfe das
Kraftstoff/Luft-Gemisch in Verbrennungsmotoren geregelt wird.

Chemische Sensoren bestehen zumeist aus einer stoffsensitiven Rezeptorschicht, die auf
einem Trager adsorbiert ist. Die bei der Wechselwirkung mit dem Analyt auftretenden
Anderungen von chemischen oder physikalischen Eigenschaften der Schicht kénnen mit
geeigneten Methoden detektiert und in ein Melsignal umgewandelt werden. Die
Empfindlichkeit der Schicht gegenuber solchen Veranderungen sollte daher hinreichend
hoch und das Melsignal moglichst linear zur Analytkonzentration sein. Weitere wichtige
Kenngrélen sind die Reproduzierbarkeit der MeRsignale, eine moglichst kurze Ansprechzeit,
die Reversibilitat der Adsorption und die Widerstandsfahigkeit gegen auflere Einflisse.

Ein Prozel, welcher bei allen Chemosensoren ablauftt, ist die Adsorption der Analyte an der
Rezeptorschicht. Ist diese nicht ausreichend selektiv, wie z.B. im Falle von Antikérpern oder
ionenselektiven Komplexbildnern, dann kann nur die Adsorption an sich detektiert werden,

ohne dabei Analyt-spezifische Melsignale zu erhalten.

In diesem Zusammenhang konnen molekilspektroskopische Verfahren interessante
Methoden der Detektion darstellen, da sie mit den Spekiren substanzspezifische
Informationen  liefern. Intensive und gut aufgeléste Signale in  Form von
Molekulschwingungsbanden koénnen insbesondere mit Hilfe der oberflachenverstarkten
Raman-Streuung (SERS) erhalten werden.

Die Raman-Streuung (s. Kap. 2) ist bereits seit 1928 bekannt, stand aber bedingt durch den
hohen experimentellen Aufwand lange im Schatten der Infrarot-Spektroskopie. Geringe
Wirkungsquerschnitte der Analyte und das Fehlen intensiver monochromatischer

Strahlungsquellen bis Anfang der 60’er Jahre erforderten flir einen sicheren Nachweis relativ
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hohe Stoffkonzentrationen und lange Melizeiten. Durch den Einsatz von Lasern als
Strahlungsquellen, Vielkanaldetektoren und konfokalen Raman-Mikroskopen lassen sich
heutzutage Mengen unterhalb eines Picogramms detektieren. Die Verwendung moderner
Bauteile wie Diodenlaser, Faseroptiken, Phasengitter und Peltier-gekihlte Detektoren
ermoglicht den Bau miniaturisierter, robuster und transportabler Kompaktspektrometer.
Besonders flir die Messung in walrigen Medien ist die Raman-Spektroskopie pradestiniert,
da Wasser ein nur schwacher Raman-Streuer ist und keine stérenden Banden liefert.

Eine Verstarkung der an sich schwachen Raman-Signale um bis zu sechs GréRenordnungen
kann auf nanostrukturierten Gold-, Silber oder Kupferoberflachen erzielt werden. Diese
SERS-Verstarkung ermdglicht den Nachweis &uflerst geringer Substanzmengen.
Voraussetzung ist jedoch eine Adsorption der Analyte auf der Metalloberflache. Dies kann
Uber entsprechende funktionelle Gruppen wie z.B. Thiole, Amine oder Carbonsauren
erfolgen. Die Adsorption ist hier meistens irreversibel, und die daraus resultierenden
Schichten sind in der Regel sehr stabil.

Die Beschichtung von SERS-aktiven Oberflachen mit Hohlraummolekilen lieferte
ausgewiesene Adsorptionszentren auch fir Molekile ohne Funktionalitadten zur Kopplung.
Als Hohlraummolekiile kommen generell alle Verbindungen in Frage, die aus der Wirts-Gast-
Chemie bekannt sind. Hierzu zahlen Calixarene, Cyclodextrine, Kronenether,
Paracyclophane und in neuerer Zeit molekular gepragte Polymere (MIP). Da die meisten
dieser Wirtsmolekiile nicht Uber entsprechende Kopplungsfunktionen verfiigen, sind
zunachst mehrstufige Synthesen zur Derivatisierung erforderlich, um eine dauerhafte und
stabile Beschichtung der SERS-Substrate zu gewahrleisten.

Von besonderem Interesse ist die Tatsache, dall Sensoren auf der Basis von SERS neue
MeRverfahren der medizinischen Diagnostik oder der molekularbiologischen Analytik
Sensoren ermoglichen kdnnen. Die Messungen zwischen oberflachengebundener Sonde
und ihren Reaktionspartnern kdénnen hierbei sogar problemlos in den zumeist walrigen
nativen Umgebungen erfolgen, was bei anderen molekulspektroskopischen Methoden nicht

immer maoglich ist.

In der vorliegenden Arbeit werden mehrere Ansatze zu Herstellung von chemo-optischen
Sersoren auf der Basis von SERS beschrieben. Als Rezeptorschichten wurden
Wirtsmolekile unterschiedlicher Gréfke, molekular gepragte Polymere und biologisch aktive
Molekile verwendet. Die Wirtsmolekiile muf3ten hierbei zuerst in mehrstufigen Synthesen
derivatisiert werden, um eine dauerhafte und stabile Beschichtung der Substrate zu
ermdglichen. Samtliche Beschichtungen wurden durch die Adsorption unterschiedlicher

Verbindungen auf ihre Sensoreigenschaften hin untersucht.
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2. Grundlagen

2.1 Raman-Streuung und ihre Deutung

In Bereich der Molekulspektroskopie war die Raman-Spektroskopie aufgrund ihrer geringen
Streuquerschnitte und des hohen apparativen Aufwandes lange Zeit nicht sehr verbreitet.
Dies anderte sich mit der Einfiihrung von Lasern Anfang der 60‘er Jahre und mit dem Einsatz
von Vielkanaldetektoren. Beim Raman-Effekt handelt es sich um einen inelastischen
Streuvorgang von Photonen an Molekilen oder Kristallen. Dieser Effekt wurde 1923 von G.
A. Smekal theoretisch vorausgesagp und 1928 vom indischen Physiker C. V. Raman
experimentell mit gefiltertem und fokussiertem Sonnenlicht nachgewiesenE.I

Bestrahlt man eine Probe mit monochromatischer Strahlung, so kommt es neben Absorption,
Reflexion und der Uberwiegenden elastischen Streuung in einem geringeren Anteil auch zu
inelastischer Streuung. Bei der elastischen Streuung besitzen die gestreuten Photonen die
gleiche Energie wie die einfallenden Photonen und somit auch die gleiche Wellenlange, man
spricht in diesem Fall von Rayleigh- oder Mie-Streuung. Bei der inelastischen Streuung
unterscheiden sich die Energien der einfallenden und der gestreuten Photonen und somit
auch deren Wellenlangen. Der Grund hierfir liegt in der Anregung von Molekil- oder
Kristallschwingungen. Da Molekile und Kristalle nur eine gewisse, ihrer Geometrie
entsprechende Anzahl diskreter Schwingungszustdnde einnehmen koénnen, weisen die
Raman-Spektren auch nur diskrete Banden, die bestimmten Molekulschwingungen
zugeordnet werden kdnnen, auf. So kdnnen die charakteristischen Energiedifferenzen bzw.
die damit verbundenen Frequenzverschiebungen die Identifizierung funktioneller Gruppen
bzw. der gesamten Verbindung anhand von Referenzspektren ermdglichen. Die Raman-
Spektren sind stark symmetrieabhangig und erlauben daher insbesondere die
Unterscheidung von Isomeren. Problematisch sind bei der Raman-Streuung die geringen
Streuquerschnitte der Molekile, die im Bereich 107" A? liegen, so daR an das Experiment
gewisse meltechnische Anforderungen gestellt sind.

Die bei der elastischen und inelastischen Streuung an Molekilen oder Kristallen beteiligten

Prozesse seien kurz anhand von Abbildung 2.1 erlautert.
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Abbildung 2.1 Energieniveaus bei der elastischen (a) und inelastischen Streuung

(b-d) von Photonen an Molekiilen und Kristallen.

Die Raman-Streuung ist ein einstufiger Prozefl, zu dessen besserem Verstdndnis ein
virtueller Zwischenzustand (v. Z.), der unterhalb des ersten angeregten elektronischen
Niveaus (V') liegt, angenommen wird. Vor der Wechselwirkung mit dem Photon befindet sich
das Molekil in der Regel im nicht schwingungsangeregten elektronischen Grundzustand (v =
0).

Bei der Rayleigh-Streuung (a) wechselwirkt das Molekil mit dem einfallenden Photon, nimmt
im virtuellen Zwischenzustand keine Energie vom Photon auf und befindet sich abschlielsend
wieder im nicht schwingungsangeregten elektronischen Grundzustand. Die Wellenlangen
von einfallender und gestreuter Strahlung sind identisch.

Bei der Stokes-Raman-Streuung (b) werden beim Streuprozel® Schwingungen im Molekdil
angeregt. Die gestreute Strahlung ist um den Betrag der zur Schwingungsanregung
bendtigten Energie armer und weist somit eine groRere Wellenlange als die einfallende
Strahlung auf.

Bei der Anti-Stokes-Raman-Streuung (c) befindet sich das Molekll vor dem Streuprozel} in
einem schwingungsangeregten Zustand (z.B. v = 1) und relaxiert nach der Wechselwirkung
mit dem Photon in den nicht schwingungsangeregten Zustand (v = 0). Die Energie der
Schwingung wird auf das gestreute Photon Ubertragen, welches dadurch eine hdhere
Energie und damit eine kurzere Wellenlange als das einfallende Photon aufweist. Dieser
Streuvorgang tritt Ublicherweise mit geringerer Wahrscheinlichkeit als die Stokes-Streuung

auf, da er von der Besetzungsdichte des schwingungsangeregten Zustandes abhangt. Diese

-E
Besetzung folgt der Boltzmann-Statistik (n = n,e 4T) und ist stark temperaturabhangig. So

befindet sich bei Raumtemperatur nur ein geringer Bruchteil der Molekule in einem
angeregten Schwingungszustand, weshalb bei der Raman-Spektroskopie hauptsachlich die

Stokes-Raman-Banden beobachtet werden.
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Raumtemperatur.

In Abbildung 2.2 sind Ausschnitte der Stokes- und Anti-Stokes-Raman-Spektren am Beispiel
des Triclorsans [5-Chlor-2-(2,4-dichlorphenoxy)-phenol] dargestellt. Trotz der dreifachen
Integrationszeit sind die Anti-Stokes-Banden erheblich schwacher als die Stokes-Banden.
Darlber hinaus zeigt sich, dafl} das Intensitatsverhaltnis von Anti-Stokes- zu Stokes-Banden
gemal der Boltzmann-Verteilung mit zunehmender Wellenzahl deutlich abnimmt. Das
Verhaltnis der Intensitdten kann gemal der genannten Verteilung zur Bestimmung von

Temperaturen genutzt werden.

Die klassische Deutung des Raman-Effek’[egEI basiert auf einem Wellenmodell. Bei der

Wechselwirkung zwischen dem Molekll und der elektromagnetischen Welle induziert der

Feldvektor E = EO cos2mv,t eine Polarisation der Elektronenhiille des Molekiils:

®_,

Das Gesamtdipolmoment des Molekils ist dann gegeben durch das permanente
Dipolmoment yo und das induzierte Dipolmoment pi.q, welches seinerseits durch den

Polarisierbarkeitstensor oo und die Feldstarke beschrieben wird:

p=U,+ P, =M, +0E, cos2mv,t (1)
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Der Polarisationstensor a ist ein molekulspezifischer, dreidimensionaler Parameter (Tensor)

und von der Molekullsymmetrie abhangig:

o =a +q[a 0
i~ 0 i
o)

1

} (i = ite Normalschwingung) (2)

Bei der Polarisation der Elektronenhillle werden die Kernkoordinaten q; verandert. Bei
kleinen Veranderungen kann dieser Vorgang durch eine harmonische Schwingung der

Normalkoordinaten dargestellt werden:

q,(t) = q,(t)cos2mvt (3)

Einsetzen von (3) in (2) und Reihenentwicklung von o hinsichtlich der Normalkoordinaten

)g,. ... (4)

liefert, wenn sie (1) kombiniert und nach dem 2. Glied abgebrochen wird:

o, =0, + Z[aa‘;‘(

d 0
p,(t) =1, + 0, E, cos2mv,t +%EO > ( aa" Jgi cos2m(Vy =V, i )t +%EO > [ aa" }i cos2m(Vy +V, ., )t (5)
R S— i q; i q;
Rayleigh—Streuung

Stokes Anii—Stokes
Gleichung 5 zeigt, da® die Streustrahlung drei Anteile mit unterschiedlichen Frequenzen
aufweist. Der erste Term beschreibt die Rayleigh-Streuung, der zweite die Stokes-, der dritte
die Anti-Stokes-Signale. Der Polarisationstensor o andert sich nicht im Term fur die
Rayleigh-Streuung, dafir jedoch in den Termen fir Stokes- und Anti-Stokes-Linien.

Hierdurch zeigt sich die fundamentale Bedingung flr das Auftreten der Raman-Streuung:

Jda (6)
[aq[}éo,

was bedeutet, dal eine Schwingung nur dann Raman-aktiv ist, wenn sich in ihrem Verlauf
die Polarisierbarkeit andert. Andererseits ist eine Schwingung nur dann Infrarot-aktiv, wenn
sie das Dipolmoment eines Molekils &andert. Hierdurch erklart sich auch die
Komplementaritat von IR- und Raman-Spektroskopie.

Die Intensitat eines Raman-Streuvorgangs ist proportional zum Quadrat der mittleren
|2

Polarisierbarkeit |o|° und als Dipolabstrahlung zur vierten Potenz der reziproken

Streuwellenlange:
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Iy« vlof E? (7)

So liefert z.B. die Anregung mit einem Argon-lonen-Laser bei 488 oder 515 nm intensive
Raman-Spektren, fuhrt aber auch leicht zu Fluoreszenz. Bei Anregung mit einem Nd:YAG-
Laser bei 1064 nm tritt praktisch keine Fluoreszenz mehr auf, allerdings werden bei dieser
Wellenlange im Vergleich zum Argon-lonen-Laser nur flinf Prozent der Streuintensitat erzielt.
Aussagen Uber mittlere Polarisierbarkeiten lassen sich mit Hilfe der Gruppentheorie treffen.

EE]

Sie sind in verschiedenen Tabellenwerken zu finden™*;

Obwohl nach der Kklassischen Deutung des Raman-Effekts die Frequenzen der
Streustrahlung gut beschrieben werden, kénnen die Intensitdten nur mit Hilfe der

Quantenmechanik vorausgesagt werdenE.I

Wie schon erwahnt, war in der Vergangenheit die Anwendung der Raman-Spektroskopie
durch experimentelle Begrenzungen recht eingeschrankt. Die nur geringen Streuquerschnitte
von freien Molekilen um 107" A? bedeuten, dal man relative hohe Konzentrationen,
leistungsstarke Laser und eine entsprechend lange Meldauer benétigt. Bei der Raman-
Streuung entsteht das gesamte Spektrum simultan. Die Intensitat der erhaltenen Spektren ist
mit 1/A* abhangig von der Frequenz der anregenden Strahlung. Je kiirzer also die
Anregungswellenlange gewahlt wird, um so intensiver sind die erhaltenen Signale. Bei der
Verwendung der kirzeren Wellenlangen besteht allerdings die Gefahr, Fluoreszenz als
konkurrierenden Prozeld zur Raman-Streuung anzuregen. Reicht die gewahlte Wellenlange
aus, um das Molekul oder in der Probe enthaltene Verunreinigungen in einen elektronisch
angeregten Zustand zu UberfUhren, kann die auftretende Fluoreszenz aufgrund grof3erer
Adsorptionsquerschnitte und hoher Quantenausbeute die Raman-Signale vollig Uberlagern.

Ein Spezialfall der Raman-Streuung ist die Resonanz-Raman-Streuung (Abb. 2.1d). Hier
fuhrt das einfallende Photon zu einem elektronisch angeregten Zustand des Molekils. Ein
solcher Vorgang ist zu beobachten, wenn die eingesetzte Anregungswellenlange einer
Absorptionsbande des Molekiils entspricht, wie es z.B. durch ein Chromophor gegeben sein
kann. Durch die Anregung kann dann selektiv das chromophore System im Molekul zur
Streuung angeregt werden, wahrend die restlichen Teile des Molekiils keinen wesentlichen

Beitrag zum Raman-Spektrum liefern.

In der Praxis arbeitet man heute mit intensiven, monochromatischen Strahlungsquellen. Die
zunachst verwendeten Hg-Dampflampen wurden Anfang der 60‘er Jahre durch Laser
abgeldst. Der Vorteil der Laser liegt darin begriindet, dall sie ein hohe Strahlqualitat

aufweisen und scharfe spektrale Linien hoher Intensitat emittieren, wodurch eine gute
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Fokussierung ermdglicht wird. Wird die Anregungswellenlange des Lasers im roten (He/Ne-
oder Dioden-Laser) oder nahen infraroten Spektralbereich (Nd:YAG-Laser) gewahlt, so kann
die Fluoreszenz wirkungsvoll unterdriickt werden. Die Energie der Strahlung reicht dann im
allgemein nicht dazu aus, die Probenmolekile sowie evtl. Verunreinigungen in einen
elektronisch angeregten Zustand zu Uberfihren. Weiterhin zeigt Wasser in diesem Bereich
nur eine sehr geringe Absorption, so daf® auch walrige Medien gut mit der Raman-

Spektroskopie untersucht werden kénnen (s. auch weiter unten).

Um die im Experiment erhaltenen Raman-Spektren unabhangig von der
Anregungswellenlange darzustellen, werden die Intensitdten gegen die Wellenzahldifferenz
zwischen eingestrahltem Licht und Streulicht aufgetragen. Diese Wellenzahldifferenzen
entsprechen den aus Schwingungsanregungen resultierenden Energiedifferenzen zwischen
anregender und gestreuter Strahlung. Dies liefert zudem eine Vergleichsmdglichkeit mit IR-
Spektren. Wahrend bei der IR-Spektroskopie die Wellenzahl die reziproke Zahl der
Wellenziige der absorbierten Strahlung pro Zentimeter angibt, beschreibt sie bei der Raman-
Spektroskopie die relative Verschiebung der Streustrahlung zur Anregungswellenlange.

So entspricht z.B. eine Raman-Bande von 1000 cm™ bei einer Anregungswellenlinge von
785 nm (12738,85 cm™) einer Wellenlange von 851,8 nm (11738,85 cm™).

Vergleicht man die Raman- und die IR-Spektroskopie, lassen sich einige entscheidende
Unterschiede zwischen den beiden Methoden feststellen. So treten im Raman-Spektrum
unpolare Bindungen, wie sie z. B. in Molekulgerusten gegeben sind, starker hervor. Raman-
Banden sind im allgemeinen scharfer als IR-Banden, da weniger Kombinations- und
Oberschwingungen angeregt werden. Symmetrische, d. h. nicht deformierende
Schwingungen liefern im Raman-Spektrum intensivere Banden als im IR-Spektrum.
Weiterhin zeichnen sich im Raman-Spektrum Streckschwingungen durch starkere Banden
aus als Deformationsschwingungen und Mehrfachbindungen durch starkere Banden als
Einfachbindungen.

Eine Besonderheit im Zusammenhang mit Raman- und IR-Spektroskopie ist das sog.
Alternativverbot. Dieses besagt, dall beim Vorhandensein eines Inversionszentrums im

Molekul eine Schwingung nicht gleichzeitig IR- und Raman-aktiv sein kann.

Die Nachteile der Raman-Spektroskopie gegentber der IR-Spektroskopie liegen, wie schon
erwahnt, in den geringen Wirkquerschnitten und in der Anfalligkeit gegen
Fluoreszenzanregung. Bis in die letzten Jahre hinein stand auch der beachtliche apparative

Aufwand einer weiten Verbreitung der Methode entgegen.
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Im Laufe der Entwicklung der Raman-Spektroskopie traten jedoch einige entscheidende
Vorteile dieser Methode zu Tage. So kénnen flissige oder feste Proben zerstérungsfrei
untersucht werden, wahrend sie bei der IR-Spektroskopie flr gewohnlich in eine Matrix wie
Kaliumbromid oder Nujol-Ol eingebettet werden miissen. Bei der Verwendung von Raman-
Mikroskopen kénnen Partikel mit Durchmessern unter 1 ym mit Massen unter 1 pg
untersucht werden. Ein weiterer Vorteil ist die Maoglichkeit, niederenergetische
Schwingungen im sichtbaren bzw. NIR-Bereich erfassen zu kénnen, wodurch Messungen in
Bezug auf die verwendeten Materialien und Detektoren vereinfacht werden. Der wohl
pragnanteste Vorteil liegt darin, dald Wasser ein nur schwacher Raman-Streuer ist und damit
Messungen in walirigen Medien ohne storende Einflisse des Losungsmittels ausgefuhrt
werden kdénnen.

Zusammenfassend |aRt sich sagen, dal sich die Raman- und die IR-Spektroskopie nicht

gegenseitig ersetzen, daflr aber erganzen kénnen.

2.2 Oberflachenverstarkte Raman-Streuung (Surface

Enhanced Raman-Scattering SERS)

1974 wurde von Fleischmann et a.ﬂ eine aul3erordentliche Verstarkung von Raman-Banden
des Pyridins in Gegenwart von Chlorid an einer elektrochemisch aufgerauhten
Silberelektrode beschrieben. Drei Jahre spater wurde dieser Effekt von zwei weiteren
Gruppen als besonderer Effekt von Oberflachenverstarkung beschriebe. Bei diesem
Surface Enhanced Raman-Scattering (SERS)-Effekt kann eine Verstarkung des
Streuquerschnitts gegeniiber dem freien Molekilen um bis zu sechs GréRenordnungen
auftreten, sofern das MolekUl hierbei an der SERS-aktiven Metalloberflache adsorbiert ist.
SERS-Aktivitat tritt dann auf, wenn die Metalloberflachen Nanostrukturen im Bereich von 10
bis 300 nm aufweisen. Als Metalle kommen einige Ubergangsmetalle in Betracht, von denen
Silber, Gold und Kupfer am gebrauchlichsten sind.

Die Theorie zum SERS-Effekt gilt mittlerweile als gesichert, obwohl immer noch einige
Detailfragen ungeklart sind. Da die Intensitdt der Raman-Streuung abhangig ist von der
Starke des induzierten Dipols, der seinerseits von der Molekllpolarisierbarkeit und dem

lokalen elektrischen Feld bestimmt wird, u =ak , werden zwei Teileffekte fur die enormen

Verstarkungen verantwortlich gemacht :
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e die Verstarkung des lokalen elektrischen Feldes, welches durch den elektrischen
Feldvektor des einfallenden und des abgestrahlten Lichtes an der Oberflache erzeugt
wird, der sog. elektromagnetische Anteil;

o die Erhdhung der Molekulpolarisierbarkeit o, der sog. chemische Anteil.

2.2.1 Elektromagnetischer Anteil

Elektromagnetische Wellen konnen kollektive Schwingungen gequantelter Energie von freien

Elektronen (Plasmonen) anregen. In glatten Metallfilmen breiten sich die Plasmonen als

Oberflachenwellen aus. Zur Kopplung des Lichtes an diese Wellen ist eine

Phasenanpassung erforderlich, die nur unter einem bestimmten Winkel in Totalreflexion

erreicht werden kann. Kaum winkelabhangig ist hingegen die Anregung lokalisierter

Plasmonen in kleinen Metallpartikeln oder Oberflachenstrukturen bzw. — rauhigkeiten. Da

hier auch die héchsten Feldstarken auftreten, werden derartige Partikel oder aufgerauhte

Metalloberflachen haufig fur SERS verwendet. In Resonanz und bei geringer Dampfung

kénnen die Plasmonen erhebliche Feldiberhéhungen auf der Metalloberflache erzeugen.

Dies hangt von den dielektrischen Eigenschaften der Metalle ab, wobei sich Silber, Gold und

eingeschrankt Kupfer als am geeignetsten erwiesen. Weiterhin sind einige Alkalimetalle

sowie bedingt die Metalle Al, Zn, Ga, Cd, In, Pt und Hg geeignet.

Der elektromagnetische Anteil der Verstarkung ist der mit der grélReren Reichweite. Sie

betragt etwa 10 nm, und es kénnen Verstarkungen von vier bis funf GréRenordnungen

erreicht werden. Im Gegensatz zum chemischen Anteil ist er nicht von der adsorbierten

Spezies, dafur jedoch stark von der Beschaffenheit der Oberflache abhangig.

Die Anwesenheit eines schwingenden Dipols auf einer Oberflache kann die Elektronen im

Metall polarisieren und Plasmonen anregen, was zu einer Energieabstrahlung von der

Oberflache mit der Frequenz der Dipolschwingung flihrt.

Nach der elektromagnetischen Theorie missen folgenden Bedingungen erfiillt sein:

o der Ramanstreuer (Molekdil) ist an einer SERS-aktiven Oberflache adsorbiert, deren
Nanostrukturen Dimensionen von a < A/15aufweisen. Die Anregungsstrahlung der
Wellenlange A regt im Metall Oberflachenplasmonen an und wird dabei gestreut.

e durch die Uberlagerung von einfallender und gestreuter Strahlung wird im Molekdil ein
Dipol induziert.

o]

¢ die inelastisch gestreute Welle ist resonant zu den Oberflachenplasmonen™;

Zum besseren Verstandnis geht man von spharischen Metallpartikeln (M) aus, in deren Nahe

sich das polarisierbare Molekil im Abstand r zum Mittelpunkt der Metallkugel mit dem
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Beobachter
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Abbildung 2.3 Schematische Darstellung der elektrischen Felder nahe einer
Metallkugel.

Radius a (im Bereich von 10 nm < a < 100 nm) befindet (s. Abb. 2.3). Die
elektromagnetische Welle der Erregerstrahlung mit der Frequenz vy trifft nun auf das Molekdl
und die Metallkugel. Im Molekil wird ein Dipol induziert, der mit der Ramanfrequenz vg

oszilliert. Das induzierte Dipolmoment ist dem Raman-Polarisierbarkeitstensor und dem

anregenden Feld E,ot(F',vo)proportionaI:

pind(Fl’vR):aEtot(Fl’VO) (8)

welches sich wiederum aus dem eingestrahlten Feld Eq und dem an der Metallkugel nach

der Lorenz-Mie-Theorie elastisch gestreuten Feld E y (r', vo) zusammensetzt:
Etot(Flivo):EO(F"VO)+ELM(F"VO)' (9)

Der mit der Frequenz v oszillierende Dipol erzeugt seinerseits ein Feld E (r',v), welches

dip
proportional zu dem erzeugenden Feld l::,ot(F',vo)ist. Dieses vom Dipol ausgestrahlte Feld
wir nun, wie auch das urspringlich eingestrahlte Feld, an der Metallstuktur gestreut (ESC),

so dal} sich die resultierende elektrische Feldstarke ER der Ramanfrequenz vg an dem

Beobachtungspunkt im Abstand r vom Mittelpunkt der Kugel folgendermalen ergibt:

Ex(F,v)=E,,(F",v)+Es(F',v). (10)

Die Variable|F"| in Ed,p(F",v) entspricht dabei dem Ortsvektor, der vom Molekil zum
Beobachtungspunkt zeigt. Da allerdings |F|z|F"| ist, kann r'' in guter Naherung durch

einen Ortsvektor r ersetzt werden, dessen Ursprung im Mittelpunkt der Kugel liegt
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ER ist dann besonders hoch, wenn die Frequenz der einfallenden Strahlung, vy, mit der

Frequenz von Oberflachenplasmonen Ubereinstimmt. Letztere ist ihrerseits von Form und
Grolle der Metallpartikel abhéngi@. Fur Alkalimetalle, Kupfer, Silber und Gold sind die
Resonanzbedingungen im sichtbaren Bereich zu erfullen, was die gute Anwendbarkeit
insbesondere der drei Ubergangsmetalle in der SERS-Spektroskopie erklart. Spharische
Metallpartikel zeigen mit zunehmenden Radien eine geringer werdende Verstarkung und
eine Verschiebung der Resonanzbedingungen zu gréf3eren Wellenlangen hin.

Geht man von Kugeln zu ellipsoiden Teilchen Uber und behalt die Grélke der Teilchen in
soweit bei, dal diese noch immer wesentlich kleiner als die Wellenlange sin, o)
verschiebt sich die Plasmonenresonanz zum Roten. Moleklle, die an der starker
gekrummten Fléche eines ellipsoiden Teilchens lokalisiert sind liefern héhere SERS-
Intensitaten als Molekille an den schwacher gekrimmten Stellen oder an Kugeln. Dieser
sog. ,Spitzen-“ oder ,lightning-rod“- Effekt beruht auf der Ballung elektromagnetischer
Feldlinien in Oberflachenbereichen mit hoher KrUmmun@. Die mittlere Verstarkung einer
Monoschicht um ein Ellipsoid wachst um nahezu zwei GroéRenordnungen, wenn das

Achsenverhaltnis a/b von eins (Kugel) auf drei erhoht wird (s. Abb. 2.4).

L4
d
NN (1)
2b
Abbildung 2.4 Schematische Darstellung des Modells einer Oberfldche aus isolierten

halbellipsoiden Strukturen. Ein Moleklil befindet sich im Abstand d zum
Mittelpunkt eines Ellipsoids.

Das Modell fir kolloidale Lésungen basiert auf einer gro3en Anzahl von ellipsoiden Partikeln
mit unterschiedlichen GréRen und Achsenverhaltnissen, wobei Wechselwirkungen zwischen
benachbarten Teilen zunachst nicht berticksichtigt werden. Dieses Modell 1aRt sich auch auf
rauhe Oberflachen (z.B. Elektroden, Silberfilme Uber Nanopartikeln usw.) Ubertragen, wenn
man eine Vielzahl von Halbellipsoiden annimmt, die aus einem planaren Substrat
hervortretenE,| wie in Abb. 2.4 gezeigt. In beiden Fallen zeigen die Berechnungen im
Vergleich zu den kugelformigen Teilchen eine bathochrome Verschiebung der
Plasmonenresonanz, was auch im Experiment zu beobachten ist. Diese Verschiebung wird
im allgemeinen auf eine Aggregatbildung zurijckgefijhrlE.I

Eine wichtige Voraussage der Theorie zum elektromagnetischen Anteil ist, dal die
Verstarkung mit zunehmenden Abstand des Molekiils zur Oberflache deutlich abnimmt. Dies

folgt daraus, dal} die elektrische Feldstarke an einer Kugel mit dem Radius a (oder an einer
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Kriimmung mit dem lokalen Radius a) proportional zu (a/d)® ist, wobei d der Abstand eines
Moleklls zum Zentrum der Kugel ist. Bertcksichtigt man sowohl die ein- als auch die
auslaufende Welle, so gilt flr die Abstandsabhangigkeit der SERS-Intensitét@

lsens ~ E2, *E2_ ~(ald)?. (11)

ein aus

Damit ist dieser Anteil zur Gesamtverstarkung aber nicht auf die erste Monolage adsorbierter
Molekile beschrankt, sondern zeichnet sich durch groRere Reichweite (ca.10 nm) aus. Man
spricht von einer ,long-range“-Verstarkung. Die Theorie sagt fur alle adsorbierten Molekiile
die gleiche elektromagnetische Verstarkung voraus, d. h. die SERS-Intensitat sollte im
wesentlichen vom Streuquerschnitt des freien Molekilils abhangen. Die in der Praxis
beobachteten unterschiedlichen Verstarkungen fiir verschiedene adsorbierte Molekile
zeigen jedoch, dafl auch ein chemischer Effekt zur Gesamtverstarkung beitragt. Auch die
typischen Verschiebungen der Banden in den SERS-Spektiren gegeniiber den Raman-
Spektren der gleichen Substanzen im freien Zustand lassen sich ohne die Annahme von

chemischen Wechselwirkungen zwischen Molekul und Oberflache nicht erklaren.

2.2.2 Chemischer Anteil

Dieser Anteil zur Gesamtverstarkung wird auch als charge-transfer (CT) Anteil beschrieben.
Er basiert im wesentlichen auf der Moglichkeit eines Ladungstransfers zwischen den
Molekilen und dem Metall, z. B. bei Lichteinstahlung. Der CT-Effekt hat nur eine sehr kurze
Reichweite und beschrankt sich auf die erste adsorbierte Molekillage. Die
Verstarkungsfaktoren liegen fiir diesen Anteil zum SERS bei etwa 100 und sind hierbei sehr
von der adsorbierten Spezies und deren chemischen Eigenschaften abhangig. Fur
bestimmte Molekiile und Anregungswellenlangen kann ein resonanter SERS (SERRS:
surface enhanced resonance Raman-Scattering) auftreten.

So wurde z.B. beobachtet, dall CO auf kalt abgeschiedenem Silber unter gleichen
Bedingungen etwa 100 mal starkere Banden ergab als N,, obwohl beide Molekule ohne
Adsorption einen vergleichbaren Streuquerschnitt aufweisen. Zuséatzlich ergab sich fur das
CO eine Bandenverschiebung um 28 cm™, wahrend das Spektrum von N, durch die
Adsorption kaum verandert wurdeﬁ.|
Die chemische Verstarkung beruht auf einer Anderung der Polarisierbarkeit, die durch einen
resonanten charge-transfer (CT) vom Metall zum Molekil (oder auch umgekehrt) erzeugt
wird. Damit beschreibt die chemische oder CT-Theorie einen besonderen Fall der Resonanz-

Raman-Sreuung. Eine besondere Rolle beim CT-Effekt spielen an der Oberflache eines
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Substrates angelagerte Metallatome oder -cluster, die atomare Dimensionen (atomic scale
roughness : ASR)EI aufweisen. Diese Metallatome oder -cluster mit nicht mehr als sechs
Atomen stellen sogenannte ,active sites® dar und finden sich haufig an Stufen und
Versetzungen auf der Oberflache. An solchen exponierten Stellen treten nach UPS-
ExperimentenElEIIokalisierte Ag 4d Zustande auf, die oberhalb des Silber d-Bandes und
unterhalb des Fermi-Niveaus liegen. Diese Zustande bilden einen schmalen Bereich (0.5 — 1
eV) elektronischer Zustandsdichte als mdglichen Ausgangspunkt flr einen photoinduzierten
Elektronentubergang zu einem Molekulorbitral des Adsorbats. Je nach der chemischen Natur
des adsorbierten Moleklls kann es durch Wechselwirkung mit einem Photon geeigneter
Wellenldange zu einem Elektronenubergang vom Metall zum LUMO oder vom HOMO zum
Metall kommen. Diese beiden Falle sind fur Cyanidmund PyridinEloeschrieben worden.

An elektrochemisch aufgerauhten Oberflachen, an die ein variables Potential angelegt wird,
ist die Spannung Unax (gegen eine Kalomel-Elektrode), bei der maximale SERS-Intensitat
auftritt, linear von der Anregungsfrequenz abhangig. Anhand der Steigung der Geraden kann
man bestimmen, ob es sich um einen CT-Ubergang vom Molekiil zum Metall (negative
Steigung) oder vom Metall auf das Molekiil (positive Steigung) handelt. Je nach Spannung

kann man sogar von einem Ubergang auf den anderen ,,umschalten‘E.|

2.2.3 SERS-aktive Oberflachen

Zu den gebrauchlichsten SERS-aktiven Oberflachen zahlen elektrochemisch aufgerauhte
Elektroden, Metallkolloide, Metallinselfime und nanostrukturierte Metallfiilme der
entsprechenden Ubergangsmetalle. Ziel ist es, Substrate zu erzeugen, die :

e hohe SERS-Intensitat aufweisen,

¢ in standardisierter Form herstellbar sind,

¢ sich lange ohne Verlust der Verstarkung und Adsorptionseigenschaften lagern lassen,

e raumlich homogen sind,

e bestandig gegenuber Losungsmitteln sind,

e leicht regenerier- oder austauschbar sind,

e problemlos entsorgt werden kénnen,

e kostengunstig und umweltschonend sind.

Unter Berlcksichtigung dieser Punkte sollen hier die verbreitetsten Methoden zur

Herstellung von SERS-Substraten kurz beschrieben werden.
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Aufgerauhte Elektrode:JIZ_Lu‘?‘I

Die ersten Untersuchungen zu SERS wurden an elektrochemisch aufgerauhten
Silberelektroden durchgefiihrt. Zu deren Herstellung gibt es eine Vielzahl von Prozeduren, so
ist z.B. ein Redoxzyklus mit dreimaligem Durchfahren einer Spannung von -0.5V bis 0.6V
(gegen eine Kalomel-Elektrode) bei Verwendung einer 1M NaClO4,2~Ldsung als Elektrolyt
ublich.

Aufgerauhte  Elektroden sind recht einfach herzustellen und liefern  hohe
Verstarkungsfaktoren von bis zu 10°. Allerdings verlieren die Signale schon nach kurzer Zeit
merklich an Intensitat, da die rauhen Oberflachen chemisch reaktiv und daher nicht sehr
stabil sind. Durch erneutes Anwenden von Redoxzyklen lassen sich jedoch Elektroden nach

Gebrauch leicht regenerieren.

Metallkolloide

Metallkolloide stellen eine Dispersion von kleinen Metallpartikeln in einem homogenen
Medium, meist Wasser (Hydrosol), dar. Die Partikel haben Abmessungen zwischen 1 nm
und 1 ym und zeichnen sich durch ihre charakteristische Lichtstreuung aus. Bei der ersten
Darstellung von Kolloiden flir SERS im Jahr 197@ wurde eine Silbernitrat-Lésung mit
Natriumborhydrid reduziert. Es sind jedoch auch andere Reduktionsmittel Ublich. Eine sehr
gebrauchliche Methode ist die nach Lee und Meyse@, bei der Wasserstoff, Natriumcitrat
oder Natriumborhydrid verwendet wird.

Die kolloidalen Lésungen der Edelmetalle Gold und Silber sind farbig und weisen ein
Absorptionsmaximum bei ca. 390 nm fir Silber bzw. 520 nm fir Gold auf. Die Absorption ist
auf eine Anregung von Oberflachenplasmonen in den Metallpartikeln zurlGickzufihren. Wie
Rechnungen zeigten, ist die Lage der Absorptionsmaxima von der Grofle der Partikel
abhangig™.

Kolloide sind unkompliziert herzustellen und liefern hohe Verstarkungen. Da sie jedoch zur
Aggregation neigen, verlieren die SERS-Spektren mit der Zeit an Intensitat. Zudem laf3t sich
die GroRe der Partikel nicht reproduzierbar einstellen, weshalb auch raumliche
Inhomogenitaten auftreten. Die Mischung von Kolloid und geléstem Analyt ist irreversibel,
weshalb Kolloide als SERS-Substrate nicht regenerierbar sind und nur fir ein Experiment

verwendet werden konnen.

MetallinselﬁlmeEI
Werden Metalle mit geringen Aufdampfraten von ca. 6 pm/s auf saubere Glastrager
aufgedampft, so bilden sich spontan sog. Inselfiime von etwa 5 nm Schichtdicke. Da das

Metall auf dem sauberen Glas schlecht haftet, lauft es wahrend des Aufdampfprozesses zu
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Inseln zusammen (s. Abb. 2.5). Die Dimensionen der Inseln liegen dann in der fir SERS-

Aktivitat erforderlichen GréRenordnung.

Abbildung 2.5 Atomkraftmikroskopische Aufnahme eines Ag-Inselfiims (5 um x 5 um).

Die Herstellung der Inselfilme ist nicht aufwendig. Die erhaltenen Oberflachen sind homogen
strukturiert. Die Trager der Substrate kdnnen nach Auflésen der Metallfiime wiederverwendet
werden. Nachteilig sind die groe Empfindlichkeit gegen chemische und physikalische
Einflisse. Die fur SERS Ubliche Verstarkung 1aRt bereits nach wenigen Tagen merklich nach.
AulRerdem darf die Laserintensitat im Experiment nicht zu grof3 sein, da ansonsten Locher in

die Filme gebrannt werden.

Nanostrukturierte Metalloberflédchen

Derartige Substrate kdnnen entweder durch direkte Strukturierung einer Metalloberflache
oder durch Aufdampfen von Metallfilmen auf strukturierte Trager erzeugt werden.

Eine Strukturierung von Metallen wird fir gewdhnlich an Metallblechen oder -folien
durchgefiihrt. So kénnen die Strukturen durch Atzen mit halbkonzentrierter Salpetersé\uréa
oder - entsprechend der Methoden fir Elektroden — elektrochemisch Uber Redoxzyklen
erzeugt werden.

Beide Methoden liefern ohne gréReren praparativen Aufwand SERS-aktive
Metalloberflachen, die allerdings nicht sehr homogen sind. Von Vorteil ist jedoch, dal} diese
Metallbleche bzw. -folien mehrfach wiederverwendet werden kénnen.

Fur Metallfilme auf strukturierten Tragern gibt es eine Vielzahl von Praparationsmethoden.
Besonders fur solche Filme, die auf Nanopartikel-bedeckte Oberflachen aufgebracht werden,
existiert eine gro3e Auswahl an Substraten. Als Nanopartikel kénnen z.B. Teflonpartike
Metalloxidpulverb?‘-,| PonstyroIkUgeIchenEleer Diamantkristalliteﬂerwendet werden.

Die Herstellung solcher Substrate ist aufgrund der Zahl der bendtigten ProzeR-Schritte recht
arbeitsintensiv. Sie liefern aber hohe Verstarkungen, die Uber Wochen stabil bleiben.
Aufgrund der Praparationen und der Beschaffenheit der Partikel sind die Oberflachen i. a.

nicht sehr homogen wie in Abbildung 2.6 am Beispiel von Silberfilmen tGber Aluminiumoxid-
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bzw. Diamantpartikeln dargestellt ist. Die Trager kdnne nach Ablésen der Metallschichten

und Entfernung der Nanopartikel wieder verwendet werden.

ISAS 15KV

Abbildung 2.6 SEM Bilder von Silberfilmen (ber Diamantpartikeln (links) und

Aluminiumoxid (rechts)

Direkt strukturierte Substrate, die mit Metallfiimen bedampft werden, weisen deutliche
Vorteile gegentber den Metallfiimen Uber Nanopartikeln auf. Als strukturierte Trager kdnnen
z. B. angeschliffene oder sandgestrahlte Glasoberﬂécher@, selbststrukturierende ,rauhe”
Ponmeroder mittels Elektronenstrahllithographie strukturierte SiIiziumwafe verwendet
werden.

Diese Substrate konnen durch Ablésen der Metallschicht und erneutes Bedampfen leicht
regeneriert werden. Die Stabilitdt der Substrate entspricht der von Metallfilmen Gber
Nanopartikeln. Die erzielten Verstarkungen hangen deutlich von der Praparation der Proben
ab. Die ,rauhen“ Polymere und die sandgestrahlten Substrate liefern bereits hohe, die
elektronenstrahllithographisch  hergestellten Substrate noch hoéhere Verstarkungen.
Angeschliffene und sandgestrahlte Trager sind relativ leicht herzustellen, dafiir entstehen

hierbei rein zufallig strukturierte Oberflachen geringer Reproduzierbarkeit (s. Abb. 2.7).

5

- 1"
e

—

Abbildung 2.7 Atomkraftmikroskopische Aufnahme eines sandgestrahlten Tragers fiir
SERS-Substrate (50 um x 50 um).

Die elektronenstrahllithographische Strukturierung von Siliziumwafern ist demgegenuber

technologisch sehr aufwendig. In Abbildung 2.8 sind die Arbeitsschritte in einem
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vereinfachten Schema dargestellt. Es lassen sich regulare Strukturen wie etwa Gitter
einzelner Metallpartikel oder gekreuzte Metallgitter erstellen, wobei die maximale GroRRe der
strukturierten Felder auf den Wavern derzeit 500 um x 500 um nicht Ubersteigt. Aufgrund der
Variabilitat der Technologie kénnen diese Substrate durch numerische Simulationen fir

SERS optimiert werdenE.|

Elektronenstrahl

__Resist
A
1 -2 um SiO,
Si-Wafer
N
i entwickeln
Atzen E Lift-off
RIE P4 \y  Bedampfen
l Remover
= ] o
l Bedampfen Metall
Abbildung 2.8 Schema  zur  Herstellung  von  SERS-Substraten  mittels

Elektronenstrahllithographie. (RIE = reaktives lonen-Atzen)

2.2.4 Adsorption an SERS-Substraten

Fir die SERS-Spektroskopie sind besonders Monolagen adsorbierter Molekile von
Interesse. Diese Schichten kdnnen durch das Langmuir-BIodgett-Verfahrel@ oder mittels
Selbstorganisation von chemischen Beschichtungen hergestellt werden. Man erhélt dann
ultradinne Filme mit einer hohen Ordnung auf molekularer Ebene. Die Ausbildung dieser
Monolagen erfordert eine Physi- oder Chemisorption der Beschichtungssubstanzen an das
Substrat. Die Grenze zwischen Physorption und Chemisorption ist dabei allerdings flieRend
und durch die Bindungsenergie an der Oberfliche gegeben. Wahrend diese bei
Physisorption ca. 20 kJ/mol betragt, ist sie bei Chemisorption etwa zehnmal so grof3. Die
héhere Bindungsenergie wird durch eine chemische Bindung zwischen dem Adsorbat und
der Oberflache bedingt. Dabei werden u. U. Bindungen im adsorbierenden Molekiil
gebrochen, was diese Art der Sorption auch fir die chemische Katalyse interessant macht.

Im Langmuir-Blodgett-Verfahren werden Monolagen oberflachenaktiver Molekile von einer
Wasseroberflache auf den Trager uberflhrt. Da diese Methode in der vorliegenden Arbeit

nicht verwendet wurde, sei hier auf die Literatur verwiesen™.
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Monolagen, die durch selbstorganisierende Molekllbeschichtungen entstehen, werden kurz
als SAM (engl. self-assembled monolayer) bezeichnet. Die Ausbildung dieser Schichten
beruht auf Wechselwirkungen zur Oberflache sowie zwischen den Molekilen. Die Starke der
Wechselwirkung mit der Oberflache bestimmt die Stabilitdt der SAM. Die beste Haftung wird
durch kovalente Bindung der Molekile an das Substrat erzielt. Voraussetzung fir die
Ausbildung einer solchen Bindung sind entsprechende Funktionalitdten auf Seiten des
Substrats und der Beschichtungsmolekile. Die Wechselwirkung der Molekile untereinander,
wie z. B. van-der-Waals-Krafte und Kristallisationseffekte, bewirken, dal® sich auf der
Oberflache eine sehr dicht gepackte Lage ausbildet.

So kann z. B. ein silanisiertes Glas als Trager einer SAM aus Alkylsilanen betrachtet werden.
Werden Metalle als Substrate verwendet, so werden andere funktionelle Gruppen im Molekdl
bendtigt, die eine Chemisorption der Molekile an das Metall ermdglichen. Hierzu zahlen
Thiole, Disulfide, Amine, und Carbonsauren. Haufig werden Thiole eingesetzt, die sich
problemlos auf Gold- und Silberoberflachen chemisorbieren lassen. Alkylthiole bilden mit
Schichten der genannten Metalle kovalente Bindungen aus. Die Alkylreste stehen dabei wie
ein Rasen in einem Winkel von ca. 70° zur Oberﬂéch@. Diese Ausrichtung der Alkylketten
wird durch schwache zwischenmolekulare Krafte verursacht. Solche Monolagen kénnen
dazu verwendet werden, die Oberflaiche von wasserempfindlichen Bauteilen zu
hydrophobieren, um Hohlraummolekiile kovalent am Sensorelement zu verankern oder um
eine bessere Haftung von Polymerschichten auf einem Metall zu erzielen.

Da insbesondere Thiol-Verbindungen dauerhafte und stabile Beschichtungen gewahrleisten,
sind sie die am besten untersuchten Beschichtungssubstanzen fiir SERS. Zur Sorption von
Molekllen, die an sich keine der Voraussetzungen zur Immobilisierung an eine
Metalloberflache erflllen, sind daher Syntheserouten gefragt, die die entsprechenden

Funktionalitaten in die Molekile einflihren, wobei die Thiol-Gruppe als beste Wahl gilt.

Vergleichend kann man (ber die beiden Praparationsmethoden sagen, dall Langmuir-
Blodgett-Filme aufwendiger herzustellen, chemisch und mechanisch weniger stabil und auf
langkettige oberflachenaktive Molekile beschrankt sind. Die selborganisierenden Monolagen
bieten hingegen die Mdglichkeit, eine Vielzahl unterschiedlicher Molekule auf einer
Oberflache zu immobilisieren, sofern die bendtigten funktionellen Gruppen im Molekil

vorliegen.
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2.3 Chemo-optische Sensoren

Optische Sensoren sind Meflanordnungen, die eine kontinuierliche Erfassung physikalischer
oder chemischer Parameter mit Hilfe optischer Methoden ermdglichen. Es kénnen hiermit
z.B. chemische Verbindungen oder lonen, im glnstigsten Fall selektiv und reversibel, GUber
konzentrationsabhangige Signale erfalt werden. Der Vorteil liegt vor allem darin, dafl
optische Signale nicht durch elektromagnetische Felder gestért werden, eine
SignalUbertragung mittels Lichtleiter Uber weite Entfernungen mdglich ist und eine Vielzahl
an Detektionsverfahren zur Verfligung steht. Fir optische Sensoren kann grundsatzlich der
gesamte Bereich vom UV bis zum fernen IR verwendet werden. Chemo-optische Sensoren
spielen z.B. in der Prozelisteuerung und -Uberwachung zunehmend eine Rolle. Optische
Sensoren werden aber auch generell dort eingesetzt, wo ein Melort gar nicht oder nur
schwer zuganglich ist oder wo Langzeitiberwachungen notwendig sind.

Der wohl verbreitetste Chemosensor - wenn auch kein optischer - ist die Lambda-Sonde, mit

deren Hilfe insbesondere der NO-AusstoR bei Kraftfahrzeugen reduziert worden ist.

2.3.1 Aufbau eines Chemosensors.

Die sensitive Einheit eines Chemosensors ist die Rezeptorschicht, welche selektiv mit dem
Analyten in Wechselwirkung tritt. Hierdurch kommt es entweder zur Anderung von
physikalischen oder chemischen Eigenschaften der Rezeptorschicht oder aber zum direkten
Nachweis des adsorbierten Analyten. Dieser Vorgang wird durch einen sog. Transducer in
ein elektrisch verwertbares Signal umgewandelt, welches anschlielend von der
Messelektronik ausgelesen und zur Datenverarbeitung an den Computer weitergeleitet wird.
Zu den messbaren Parametern gehéren z. B. Temperatur, Masse, elektrische Kenngréen
wie Spannung, Strom, Leitfahigkeit und Kapazitadt oder eben optische Eigenschaften wie
Brechungsindex, Absorption, Streuung, optische Schichtdicke oder Fluoreszenz.

So kdénnen z.B. PAHs in sensitiven Schichten zunachst angereichert und dann

fluoreszenzspektroskopisch vermessen werden.

An Chemosensoren wird eine Reihe von Anforderungen gestellt. Hierzu gehoren:

¢ eine hohe Selektivitat flir einen bestimmten Analyten oder eine Analytgruppe;

e eine hohe Sensitivitat zur Erfassung geringer Konzentrationen;

e die Umwandlung chemischer Information in ein elektrisches Signal (Transducerprinzip);

e ein eindeutiger Zusammenhang zwischen dem elektrischen Signal und der

Analytkonzentration;
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o die Reversibilitat und Reproduzierbarkeit der MeReffekte;
e ein schnelles Ansprechverhalten;

e Langzeitstabilitdt der sensitiven Schicht;

¢ niedrige Kosten in Produktion, Betrieb und Wartung;

e eine mdgliche Miniaturisierbarkeit.

Realitat ist allerdings, dal} kein Chemosensor allen Anforderungen in gleicher Weise gerecht
werden kann, sondern dal} je nach Analysenproblem den verschiedenen Aspekten

unterschiedliches Gewicht zukommt.

Optische Untersuchungsmethoden sind in der analytischen Chemie seit langem bekannt.
UV/NVis-, IR-, Fluoreszenz- und Raman-Spektroskopie zahlen heute in der qualitativen und
quantitativen Analyse zu den Standardmethoden, da sie mit einem relativ geringen
apparativen Aufwand verbunden sind. Eine raumliche Trennung der Messapparatur vom Ort
der Messung ermdglicht den Einsatz in chemisch aggressiver Umgebung. Dies kann durch
die Fuhrung der Strahlung in Lichtleitern erzielt werden, die meistens aus Quarz oder Glas
hergestellt werden. Bei den entsprechenden apparativen Voraussetzungen kénnen mitunter
mehrere Melistellen gleichzeitig mit demselben Spektrometer Uberwacht werden.
Quarzfasern haben den Vorteil, dass sie UV-durchldssig sind und daher in der
Chemosensorik fur Fluoreszenzmessungen eingesetzt werden kdnnen. Sie sind allerdings
nicht fir den Einsatz in der IR-Spektroskopie geeignet, weshalb hier Fasern aus Materialien
wie Zirkoniumfluorid oder Silberhalogeniden eingesetzt werden.

Viele SensormefigréRen sind unspezifisch fir den Analyten, so dal die Selektivitat alleine
Uber die Wechselwirkung mit der Sensoroberflache gegeben ist und die Adsorption von
Verunreinigungen zu Querempfindlichkeiten flhrt. Bei der Detektion Uber molekilspezifische
MeRgrofien wie z.B. IR-Absorption oder Raman-Streuung wird durch die Kombination von
selektiver Adsorption und spezifischer Detektion eine hohe Selektivitat erreicht. Dies kann

dann auch den Multikomponentennachweis mit einem einzelnen Sensor ermoglichen.

2.3.2 Sensor-Analyt-Wechselwirkungen

Obwohl verschiedene physikalisch-chemische Mechanismen bei der Analyterkennung durch
chemische Sensoren zum Einsatz kommen, so treten doch gewisse Phanomene auf, die
allen sensitiven Schichten gemeinsam sind. Vor der eigentlichen molekularen Erkennung tritt
in der Regel eine Sorption des Analyten an der Rezeptorschicht auf.

Das einfachste mathematische Modell zur Beschreibung der Adsorption von z.B. Gasen an
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der Oberflache eines Festkorpers ist durch die Langmuirsche Adsorptionsisotherme

gegeben. Hierdurch kann der Grad der Oberflachenbedeckung 6 in Abhangigkeit vom

Partialdruck des Gases bei konstanter Temperatur berechnet werden. Der Bedeckungsgrad

0 ist definiert als das Verhaltnis der besetzten Adsorptionsstellen zur Gesamtzahl der

mdglichen Adsorptionsstellen.

Die Langmuir-Isotherme beruht auf folgenden Annahmen:

e Die Oberflaiche des Festkdrpers besitzt eine bestimmte Anzahl von gleichartigen
Adsorptionsstellen.

o Es tritt keine Wechselwirkung der adsorbierten Moleklle untereinander auf.

e Die Wahrscheinlichkeit der Adsorption an einer Adsorptionsstelle ist unabhangig vom
Bedeckungsgrad 6.

e Der maximal erreichbare Bedeckungsgrad ist 1, was einer vollstdndigen Monolage

entspricht.

Die Herleitung des Bedeckungsgrades kann Lehrbichern der Physikalischen Chemiéz|
entnommen werden. Abbildung 2.9 zeigt den Bedeckungsgrad 6 in Abhangigkeit vom
Partialdruck des Adsorbates bei konstanter Temperatur. Die Konstante Kp entspricht dem
Verhaltnis der Geschwindigkeitskonstanten fir Adsorption und Desorption. Der
Bedeckungsgrad steigt zunachst linear mit dem Partialdruck des Adsorbates an, flacht dann
ab und strebt asymptotisch dem Wert 1 zu. Flr chemische Sensoren ist der lineare Bereich
fur analytische Zwecke am besten geeigenet, da hier der gemessene Effekt der
Konzentration in der Gasphase proportional ist. Dieses Konzept laldt sich auch auf die

Ldésungsphase ubertragen.

0,8 4

0,6 4
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0,2 4

0,0 -

Abbildung 2.9 Langmuirsche Adsorptionsisothereme.

Nach der Adsorption folgt der eigentliche Erkennungsschritt, der auf verschiedenen Effekten

wie z.B. Redox- oder Saure-Basen-Reaktionen basieren kann. Andererseits ist auch eine
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GroRRenerkennung maoglich, wenn die sensitive Schicht Hohlraume aufweist, die der GroRRe
des Analyten entsprechen. Wahrend im ersten Fall die Funktionalititen des Analyten
entscheidend sind, bestimmen im zweiten Fall unselektive van-der-Waals Wechselwirkungen
den Erkennungsmechanismus. Wichtig ist auch, dal® die Bindung an die sensitive Schicht
reversibel ist. Daher wird bei der Entwicklung von Sensoren meist schwacheren
Wechselwirkungen der Vorzug gegeben, eben den van-der-Waals Kraften oder etwa
Wasserstoffbriickenbindungen.

Die bekannten Wechselwirkungen koénnen nach ihrer Starke und ihrer Reichweite

unterschieden werden. Die folgende Tabelle 2.1 gibt hierzu eine Ubersicht.

Wechselwirkung Bindungsenthalpie Abstandsabhéngigkeit der
[kJ/mol] Wechselwirkungsenergie
Kovalente Bindung 50 - 1000 komplex (intermolekurar und abhangig von

der Wellenfunktion V)

lonen-lonen 20 - 50 1r°
Wasserstoffbriicke <30 1r*
lon - Dipol <20 1

Dipol - Dipol <20 1

lon — induzierter Dipol <20 1
Dipol — induzierter Dipol <20 1/r®

Tabelle 2.1: Bindungsenergien und Reichweiten der verschiedenen Arten von

Wechselwirkungen. (r = Abstand vom Ladungszentrum)

Die letztgenannten vier Wechselwirkungstypen werden auch unter dem Namen van-der-
Waals Krafte zusammengefaltt. Hinzu kommen noch Wasserstoffbriickenbindungen sowie
lonen-lonen-Wechselwirkungen. Kovalente Bindungen sind meist zu stark, um in Sensoren

Anwendung finden zu kénnen.

2.3.3 Sensorschichten
Im folgenden werden die einzelnen Konzepte zur Erzeugung und Nutzung sensitiver

Schichten - Rezeptoren - vorgestellt, wie sie in den meisten Fallen auf chemo-optischen

Sensorelementen vorhanden sind.
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Adsorptionsschichten

Vor allem massensensitive Sensoren tragen haufig Adsorptionsschichten aus Materialien wie
etwa Silicagel. Letztere sind leicht verfligbar und kostenglinstig, da sie auch in der
Chromatographie eingesetzt werden. Der wesentliche Nachteil der Schichten ist ihre nur
geringe Selektivitat, die aber teilweise durch Aufbau von sog. Sensorarrays kompensiert
werden kann. In den Arrays werden mehrere Sensoren mit voneinander verschiedenen
Schichten verwendet. |hre Signale werden dann mit chemometrischen Methoden, z.B.

neuronalen Netzen oder anderen Mustererkennungsmethoden ausgewertelEI

Schichten zur Ausbildung von Donor-Akzeptor-Komplexen

Die Selektivitat der Rezeptorschichten beruhrt hier auf die Bildung von Wasserstoffbriicken
oder Komplexen. Donor-Akzeptor-Schichten werden haufig zur Detektion von lonen - meist
Kationen - in Wasser oder in anderen Lésungsmitteln verwendet. Kationen, besonders die
der Ubergangsmetalle, bilden bevorzugt Komplexe mit Stickstoff-, Schwefel- oder Sauerstoff-
haltigen Liganden. Hierbei sind Liganden mit meheren Bindungsstellen im Molekil
besonders effizient, da die gebildeten Komplexe sehr stabil sind. Alkalimetalle lassen sich
dagegen mit Kryptanden und Kronenethern komplexierel'lzuﬂ. Diese ringférmigen Liganden
lagern das Metall in ihre Mitte ein und bieten die Option, eine GroRenselektion durch
malfgeschneiderte Ringe vorzunehmen. Nachteilig bei dieser Art von Schichten ist die haufig

fehlende Reversibilitat der Wechselwirkung.

Supramolekulare Strukturen

Als “supramolekulare Strukturen” werden stabile Verbindungen von mindestens zwei
abgeschlossenen molekularen Einheiten bezeichnet, die nicht kovalent miteinander
verknupft sind. Eng mit den supramolekularen Strukturen ist die Selbstorganisation von
Molekulpopulationen verbunden. So beruht die Funktionsweise von biologischen Systemen,
wie sie z.B. bei der Tertiarstruktur von Proteinen, der DNA-Doppelhelix oder bei
Lipidmembranen zu finden ist, auf Selbstorganisation. Aufierhalb biologischer Systeme
lassen sich solche Phdnomene z.B. bei der Micellenbildung von Tensiden beobachten. Die
Krafte, die flr die Selbstorganisation ausschlaggebend sind, sind van-der-Waals
Wechselwirkungen und Wasserstoffbriicken. Die Ausbildung von selbstorganisierten
Strukturen ist meist ein kooperativer Prozel}, d.h. existiert einmal ein kleiner geordneter
Bereich, so steigt die Wachstumsgeschwindigkeit stark an.

In der Chemosensorik werden zunehmend selbstorganisierende Monolagen als
Rezeptorschichten verwendet, z.B. Thiol-Monolagen auf Gold- oder Silberoberflachen oder
Alkyl-Monolagen, die mit Alkylsilylchloriden auf Quarzoberflachen aufgebracht werden. Eine

interessante  Anwendung besteht in der Verwendung von aliphatischen Thiolen mit
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verschieden langen Ketten. Es kénnen dadurch kleine hydrophobe Taschen entstehen, die

ke]

sich fiur die Anlagerung von lipophilen Molkilen eignen®=

Sterisch selektive Schichten

Eine Vielzahl von Sensoren verwendet Grolienerkennung in unterschiedlichen Formen.
Grundlage hierflir Prinzip bildet das Schlissel-Schlof3-Prinzip von Enzymen. Bei den
Chemosensoren werden hierfiir Schichten mit Hohlrdumen eingesetzt, deren Offnungen der
GrofRe der Analyten angepal’t werden kénnen. Die wirkenden Krafte sind wie bei den
supramolekularen Strukturen relativ schwache Wechselwirkungen. Darlber hinaus kénnen
u.U auch weitere Phanomene wie z.B. Wasserstoffbricken auftreten. Zwei Moglichkeiten zur
Erzeugung von “malfigeschneiderten” Hohlrdumen basieren auf Kenntnissen der Gast-Wirts-

Chemie und auf der Methode des molekularen Pragens.

Weist die Rezeptorschicht (Wirt) fir den Analyten (Gast) geeignete Hohlrdume auf, so wird
der Gast durch van-der-Waals oder elektrostatische Wechselwirkungen eingelagert. Um sich
fur die Sensorik zu eignen, mull dieser Bindungsschritt reversibel sein. Die bereits
erwahnten Kronenether und Kryptanden waren die ersten Wirts-Molekille, die naher

untersucht wurden. Mit ihrer Hilfe wurde es mdglichanarganjsche Salze in organischen

Lésungsmitteln zu 16sen(®!
Eine weitere Art von Wirts-Molekilen stellen Cyclodextrine dar. Es handelt sich hierbei um
cyclische Oligomere aus o-1,4-verknupften Glucopyranoseeinheiten, die bereits seit 1891
bekannt sind. Die Cyclodextrine weisen einen einen hydrophilen duReren Bereich und einen
lipophilen Hohlraum auf. Weil Cyclodextrine nicht toxisch und biologisch abbaubar sind,
haben sie in vielen Bereichen Anwendung gefunden. So werden lipophile Arzneiwirkstoffe in
Cyclodextrine eingeschlossen, um die Aufnahme in das wafrige System des Koérpers zu
verbessern. In der Chemosensorik eignen sie sich zur Detektion von Lésungsmitteldampfen.
Der Kafig kann ggf. durch chemische Modifikationen dem Analyten weiter angepaldt werden.
Dies kann durch die Anderung entweder der Polaritdt oder der Form des Hohlraumes
erreicht werden.

Calix[n]arene sind Kafigverbindungen, die durch Kondensation von para-substituierten
Phenolen mit Aldehyden, meist Formaldehyd, entstehen. Die Namen der para-Substituenten
werden meist vorangestellt, die Anzahl der Phenyleinheiten im Molekul wird durch die Ziffer n
in den eckigen Klammern ausgedrickt. Calixarene weisen je nach Anzahl ihrer
Phenyleinheiten - vier bis acht — einen entsprechend grof3en und recht tiefen Hohlraum auf,
der die Einlagerung vieler organischer Verbindungen ermdéglicht.

AbschlieRend seien noch Paracyclophane genannt. Sie bestehen aus aromatischen

Einheiten, die Uber aliphatische Ketten miteinander verbunden sind. "Para" bezeichnet die
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Position der aliphatischen Ketten zueinander. Es existieren demnach auch Meta- und
Orthocyclophane, obwohl letzere meist als Benz[o] annelierte Cycloalkene bezeichnet
werden. Paracyclophane eignen sich hervorragend zur Detektion von organischen
Lésungsmitteln, da sie einen stark hydrophoben Hohlraum aufweisen.

Abbildung 2.10 zeigt die Kalottenmodelle von 18-Krone-6, a-Cyclodextrin (als Thiol) und p-
tert-Butylcalix[6]aren im Vergleich; die Protonen wurden der Ubersichtlichkeit halber
weggelassen. Die Hohlrdume der beiden letztgenannten Verbindungen unterscheiden sich
mehr in ihrer Tiefe als in ihrer Groe, wobei der Hohlraum des abgebildeten Calix[6]arens

deutlich tiefer ist.

! I’/'_'I/ - ’,
e_0 = (O
18-Krone-6 a-Cyclodextrin p-tert-Butyl-
calix[6]aren
Abbildung 2.10 Die Kalottenmodelle einiger als Wirts-Molekiile verwendeter
Verbindungen.

Alle oben erwahnten Molekulklassen eignen sich zur Herstellung chemisch sensitiver
Schichten. Dabei kénnen sie entweder in einer Polymermatrix immobilisiert oder miteinander
so quervernetzt werden, dal} sie stabile Schichten liefern. Eine Mdglichkeit, sie auf Gold-
oder Silberflachen zu immobilisieren, besteht in der vorherigen Derivatisierung zu Thiolen,
die, wie schon erwahnt, stabile Monolagen auf den Metallen ausbilden. Ein erheblicher
Nachteil dieses Vorgehens besteht darin, dall es einen betrachtlichen synthetischen
Aufwand mit sich bringt und daher eine Anpassung an ein bestimmtes analytisches Problem
sehr zeitraubend werden kann. Teilweise kann hier jedoch eine Voroptimierung mit den

Methoden des Molecular Modelling Abhilfe schaffen.

Das molekulare Pragen liefert eine Polymermatrix mit definierten Hohlrdumen™. Das Prinzip
der Herstellung dieser MIPs (engl.: Molecular Imprinted Polymeres) wird in Abschnitt 4.6
detaillierter beschrieben. Bei einer Polymerisation in Gegenwart von geeigneten
Templatmolekiilen entstehen ausgewiesene Sorptionszentren fir das Templat. Durch die
Anderung von chemischen Parametern, wie z.B. des pH-Wertes, kann das Templatmolekiil
aus dem Polymer herausgewaschen und anschlieRend als Analyt wieder eingebracht
werden. Die Vorteile dieser Methode sind vielfaltig. Die Polymere sind relativ

unproblematisch herzustellen, die verwendeten Komponenten sind kostenglnstig. Durch
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entsprechende Erfahrungen aus dem Gebiet der MIPs ist es mdglich, fir beinahe jede
Anwendung ein geeignetes Polymer zu finden, sofern das Templat nicht an der
Polymerisationsreaktion beteiligt ist. Die entstehenden Polymere sind in den meisten
LAésungsmitteln unldslich und weisen in der Regel gute thermische und mechanische
Bestandigkeit auf. Es koénnen nach dieser Methode sogar Rezeptorschichten fiir kleine
Molkile ohne ausgepragte Funktionalitdt hergestellt werden. Werden Monomere mit
speziellen funktionellen Gruppen eingesetzt, dann kdnnen dem Analyten sogar noch

zusatzlich spezielle Bindungsstellen angeboten werden.

2.3.4 Chemo-optische Sensoren auf der Basis von SERS

Zur spektroskopischen Untersuchung von Sensorschichten auf Metalloberflachen steht
mittlerweile eine Reihe von Methoden zur Verfiigung.

Eine neuere Methode, die in optischen Sensoren zum Einsatz kommt, ist die Surface
Plasmon Resonance Spectroscopy (SPR@. Wird auf eine Metalloberflache Licht
eingestrahlt, so fritt in Abhangigkeit von der Wellenlange und dem Einfallswinkel ein
Minimum im Reflexionskoeffizienten auf. Bei diesem Winkel kann das Licht mit Oszillationen
im Elektronengas des Metalls, sogenannten Plasmonen, in Wechselwirkung treten. In der
Chemosensorik kann dieser Effekt an diinnen Metallfilmen genutzt werden. Die Reflektivitat
in Abhangigkeit vom Winkel wird an einer Seite des Metallfilms gemessen, an der anderen
befindet sich die sensitive Schicht. Durch die Anderung des Brechungsindex der
Erkennungschicht auf dem Metall kommt es bei Einlagerung eines Analyten zu geanderten
Bedingungen fur die Plasmonresonanz. Damit andert sich der Winkel, bei dem das
Reflexionsminimum auftritt. Die Selektivitdt dieser Methode ist allerdings rein durch die
Rezeptorschicht gegeben. Querempfindlichkeiten kdnnen nicht ausgeschlossen werden, so
dal} dieses Verfahren teilweise mit gro3en Unsicherheiten behaftet ist. Es kann hier nur die
Reaktion des Sensors auf einen Analyten registriert werden, um welche Substanz es sich
dabei handelt, ist nicht sicher zu ermitteln.

Die oberflachenverstarkte Raman-Streuung liefert im Vergleich zur SPR bei der
Untersuchung von Sorptionen an metallischen Oberflachen einige Vorteile. Wenn die
Sensorschicht kovalent an die SERS-aktive Metalloberflache gebunden ist und die
Adsorptionszentren innerhalb der Reichweite der verstarkenden Felder liegen, kdnnen die
Raman-Banden der angelagerten Analyte registriert werden. Da diese Schwingungsbanden
fur jede chemische Verbindung charakteristisch sind, kann der entsprechende Analyt anhand
des Raman-Spektirums der Reinsubstanz oder von SERS-Referenzspektiren zweifelsfrei

identifiziert werden.
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Fir den Einsatz als Detektionsmethode fiir chemo-optische Sensoren bringt die SERS-
Spektroskopie mehrere Vorteile. Durch den Einsatz von Lichtleitern kann die freilaufende
Laserstrahlung minimiert und auch weiter vom Spektrometer entfernt in moglicherweise
aggressiver chemischer Umgebung gemessen werden. Der Einsatz von
Kompaktspektrometern und Diodenlasern liefert einen wartungsarmen und bei Bedarf
transportablen apparativen Aufbau, der fir vor-Ort-Messungen geeignet ist. Die detektierten
Analyte kénnen anhand von Referenz-Spektren identifiziert werden, wobei die Verstarkung
durch den SERS-Effekt um bis zu sechs GréRenordnungen die Detektion bis in den Ultra-
Spurenbereich ermdglicht.

Ein nicht unerhebliches Problem stellt die Immobilisierung der Rezeptorschichten an den
Metalloberflachen dar. Die komerziell erhaltlichen Wirts-Molekile wie Calix[n]arene,
Cyclodextrine, Kronenether oder Paracyclophane enthalten keine zur Kopplung geeigneten
funktionellen Gruppen. Diese muissen erst in mehrstufigen Synthesen in die Molekile
eingefuhrt werden, was einen nicht zu unterschatzenden Aufwand an Zeit und Arbeit bedingt.
Liegen derartig modifizierte Verbindungen vor, dann kann das Potential der chemo-optischen
Sensoren auf der Basis der SERS-Spektroskopie erfolgreich genutzt werden.

Fur eine Miniaturisierung solcher Spektrometer sind faseroptische SERS-Sensoren denkbar,
bei denen die Sensorschicht direkt auf dem Ende einer optischen Faser aufgebracht wird.
Die Anregungs- und die Streustrahlung werden dann in der gleichen Faser gefiihrt, wodurch
die freilaufende Laserstrahlung weiter minimiert werden kann. Erste Versuche in dieser
Richtung zeigten jedoch, dalk dieser Aufbau insofern problematisch ist, da hier eine stérende
Uberlagerung der SERS-Spektren durch die Raman-Streuung im Faserkern erfolgt!i_(lI Daher
ist eine sorgfaltige Optimierung der Aufbringung der SERS-aktiven Schicht auf der

Faserendflache erforderlich.
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3. Experimenteller Teil

3.1 Raman-Spektroskopie

Zur Aufnahme der Raman- und SERS-Spektren standen zwei dispersiv arbeitende

Spektrometer zur Verfiigung, die hier kurz beschrieben werden sollen.
3.1.1 Diodenlaser-Kompaktspektrometer Kaiser Holospec f/ 1.8

Der grofite Teil der Spektren wurde mit einem Spektrometer vom Typ Holospec f / 1.8 der

Firma Kaiser Optical Systems Inc. (Ann Arbor, MIl, USA) aufgenommen (s. Abb. 3.1).

CCD

opfische
Fasemn

Diodenlaser
(785 nm)

Abbildung 3.1 Schematischer Aufbau des Kaiser Holospec f/ 1.8.

Die Anregungswellenlange von 785 nm liefert ein extern stabilisierter SDL-8530 Diodenlaser
(SDL, San Jose, CA, USA) mit einer maximalen Leistung von 300 mW. Durch eine optische
Faser wird die Strahlung zum Probenkopf und weiter zur Probe in einer geschlossenen
Kammer geleitet. Die maximale Laserleistung an der Probe betragt etwa 65 mW. Das
Raman-Streulicht wird in Rickstreugeometrie gesammelt und Uber eine zweite optische
Faser zum Spektrometer geleitet. Im Spektrometer wird die Laserlinie (Rayleigh-Streuung)
mittels eines Notch-Filters eliminiert, die Streustrahlung Uber Linsen, einen Spalt und ein
Phasengitter als dispersives Element auf einen mit flissigem Stickstoff gekuhlten CCD-
Detektor (Princeton Instruments, Trenton, NJ, USA) abgebildet und dort registriert. Die beim

Auslesen erhaltenen Signale werden zur Auswertung an einen PC weitergeleitet.
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Das besondere an diesem kommerziell erhaltlichen Aufbau ist zum einem die Minimierung
der freilaufenden Laserstrahlung durch die Fuhrung in optischen Fasern und einer selbst
angefertigten geschlossenen Probenkammer und zum anderen das dispersive Element, das
ohne bewegliche Teile aufgebaut ist. Es besteht aus zwei hintereinander angeordneten und
zwischen Glasplatten eingebetteten periodisch strukturierten Schichten, die unterschiedliche
Wellenléangenbereiche der gestreuten Strahlung mit einer Auflésung von 5 cm” auf
verschiedene Bereiche des Detektors abbilden, wie in Abbildung 3.2 dargestellt ist. Durch
diesen Aufbau kann das gesamte Spektrum mit einer guten Aufldsung simultan registriert

werden.

Abbildung 3.2 ~Binning“ auf dem Detektor am Beispiel von Nicotin. Das Spektrum
wird durch die dispersiven Schichten des Phasengitters auf

unterschiedliche Detektor-Bereiche abgebildet.

Der Tatsache, daR® die Quantenausbeute des Detektors zu groReren Wellenlange hin
abnimmt, wird durch eine Intensitatskalibrierung der Steuerungssoftware Rechnung
getragen. Das Fehlen beweglicher Teile und die Moglichkeit, das zwischen Glasplatten
eingebettete dispersive Element reinigen zu koénnen, liefert ein robustes,
wartungsfreundliches und leicht zu bedienendes Kompaktspektrometer mit einer hohen

Nachweisstarke bei mittlerer Auflésung.

3.1.2 Dreifachmonochromator-Spektrometer Dilor XY

Das zweite eingesetzte Gerat (s. Abb. 3.3), ein Dilor XY mit Dreifachmonochromator (Dilor,
Lyon, Frankreich) und subtraktiver Dispersion der ersten beiden Stufen, weist einen
erheblich komplexerer Aufbau auf, bietet aber auch variablere Mellmoéglichkeiten. Zur
Anregung wird ein Coherent 890 Ti:Saphir-Laser (Coherent, Santa Clara, CA, USA)
eingesetzt, der von einem Spectra Physics Series 2000 Argon-lonen-Laser (Spectra Physics,
Mountain View, CA, USA) gepumpt wird. Die Strahlung wird zur Eliminierung von Laser-
Seitenmoden und des Fluoreszenzuntergrundes durch ein Laserfilter (Laserspec I,

Spectrolab Electro-optics, Newbury, GB) und danach weiter in die Eingangsoptik des
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Spektrometers geleitet. Bei entsprechender Justage des Strahlenganges kann an der
Eingangsoptik mittels eines beweglichen Spiegels zwischen einer makroskopischen Optik
und einem konfokalen Raman-Mikroskop (Olympus BX40, Olympus, Hamburg) umgeschaltet
werden. An den Proben wird die Streustrahlung in Rickstreugeometrie gesammelt und ins
Spektrometer geleitet. Die Laserlinie wird mittels des Doppel-Vormonochromators mit
subtraktiver Dispersion der beiden Stufen eliminiert. Danach wird die Strahlung in einen
dritten Monochromator - den eigentlichen Spektrographen - geleitet und von diesem auf den
Detektor abgebildet. Als Detektor dient eine mit flissigem Stickstoff gekihlte CCD-Kamera
(Wrights Instruments Ltd., Enfield, GB) mit einem 298 x 1152 EEV 88131 Chip. Da bei
diesem Aufbau nicht das gesamte Spektrum mit einem Mal auf den Detektor abgebildet
werden kann, wird der dritte Gittermonochromator (Spektrograph) durch eine Mechanik nach
und nach gedreht, so daR ein komplettes Spektrum — z.B. von 100 bis 3600 cm™ - in

mehreren Abschnitten entsteht.

D Ar*-Laser Ti:Saphirlaser
|

Monochromator
|

Fresnel-
Rhomboid

Filter

Eingangs- _
optik Makro-Mef3platz

CCD
Kamera

DILOR XY Dreifach-
Monochromator

-
[d

Mikroskop-Melplatz

Abbildung 3.3 Schematischer Aufbau des Dilor XY Raman-Spektrometers.

Zur Anregung stehen bei diesem Aufbau neben den Linien des Argon-lonen-Lasers bei 485
und 515 nm noch der Emissionsbereich des Ti:Saphir-Lasers zwischen 690 und 1060 nm zur
Verfligung. Sofern nicht anders erwahnt, wurde bei den dargestellten Messungen mit dem
Ti:Saphir-Laser bei 702 nm angeregt.

Das konfokale Mikroskop ist mit einem Doppelscanner fiir das Raman-Imaging ausgestattet.
Dieser Aufbau besteht aus einem Scanner zur Erzeugung eines Linienfokus im Mikroskop,

der Abbildungsoptik auf das konfokale System, dem Scanner zur Projektion des optischen
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Signals auf den Eingangspalt inklusive einer Steuerungselektronik und einem

motorgetriebenen XY-Tisch mit einer Schrittauflésung von 0,1 um.
3.2 Herstellung SERS-aktiver Substrate

SERS-aktive Substrate wurden auf Objekttragern flir die Mikroskopie (reinweil®, Fischer
Scientific), in geeigenter Weise vorbehandelt bzw. mit Nanostrukturen belegt, durch
Aufdampfen von Metallfilmen - Silber (99,99%, Balzers) oder Gold (99,9%, Balzers) - in einer
Vakuumbedampfungsanlage vom Typ Balzers BA 710 (Balzers, Bingen) erzeugt. Fir die
meisten Untersuchungen wurden Substrate mit Silberschichten eingesetzt. Silber stellt einen
guten Kompromil3 zwischen SERS-Verstarkung, chemischer Stabilitdt, Kosten und
Entsorgung dar. Die Gold-Substrate erwiesen sich zwar gegen chemische Einflisse als
stabiler, sie zeigten allerdings geringere SERS-Verstarkungen, und zur Wiederverwertung
der Trager mufte das Gold in Kénigswasser abgeldst werden.

Vor dem Bedampfen wurden die Substrate zum Reinigen fur eine Minute einer 100 mA-
Glimmentladung in einer Argonatmosphéare ausgesetzt. Der Druck in der Anlage betrug
wahrend des Aufdampfprozesses weniger als 1,3-10° Pa. Die unterschiedlichen Typen der

Substrate wurden wie folgt hergestellt:

Inselfilme:

Die Objekitrager fir die Inselfiime wurden zur Reinigung fir sechs Stunden heilden
Salpetersauredampfen ausgesetzt und anschlieRend fiir drei Stunden mit Wasserdampf von
ca. 70°C gespdlt. Nach Trocknung in einem Exsikkator wurden die Substrate mit Metallfilmen
von etwa 5 nm Schichtdicke bedampft. Bei einer entsprechend geringen Aufdampfrate von

etwa 6 pm/s bildeten sich spontan SERS-aktive Metallinseln auf dem Glas aus.

Metallfilme lber Nanopartikeln:

Die Objekttrager fur die Silberfilme Uber Nanopartikeln (engl.: Ag films over nanoparticles —
AgFON's) wurden fir vier Stunden in Caroscher Saure (konz. H,SO, : konz. H,O, = 1:1)
gereinigt und anschlieRend mit deionisiertem Wasser (seralpur®, Seral, Ransbach) gespiilt.
Auf die noch feuchten Glasscheiben wurden 150 pl einer im Ultraschallbad homogenisierten
Aluminiumoxid-Suspensjon (SEPPQ3 Pipelow & Brand Henstedt, 5 % in Wasser) bei 2000

U/min aufgeschleuderE Das-verwendete-Atuminitmoxid-welst eine nominelle PartikelgroRe

von 0.3 ym auf und wird Ublicherweise zum Polieren von optischen Linsen eingesetzt.
Alternativ zum Aluminiumoxid wurden kleine Diamantkristallite als Nanopartikel verwendet,

die mittels eines kommerziell erhaltlichen Sprays (DP-Spray, Typ M bzw. P, Struers,
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Rodovre, Danemark) auf die Objekttrager gespriiht wurden. Eingesetzt wurden Diamanten
mit Abmessungen von 0,25 (Typ P) und 1 um (Typ M).

Die mit Nanopartikeln belegten Objekttrager wurden in einem Exsikkator getrocknet und
anschlielfend mit Metallfiimen bedampft. Zur Verbesserung der Haftung von Gold bzw. Silber
wurde zuerst eine 2 nm diinne Chromschicht bei einer Rate von ca. 0,03 nm/s auf das Glas
aufgebracht. Die SERS-aktiven Metallschichten wurden anschlieRend bei Raten um 0,2 nm/s
bis zu einer Dicke von ungefahr 75 nm fur Silber und 80 nm fir Gold auf die Chromschicht
aufgedampft. Die Aufdampfgeschwindigkeit wurde wahrend des Prozesses mittels eines

Quarzkristall-Oszillators kontrolliert.

Metallfilme (ber dauerhaft strukturierten Tragern:

Dauerhaft strukturierte Trager kdnnen auf unterschiedliche Methoden hergestellt werden.
Eine recht einfache Methode ist das Sandstrahlen von Objekttragern. Hier wurde ein
Silikonsand, dessen mittlere Kérnung 135 um betrug, mit 4 bar Druck auf die Glastrager
gestrahlt. AnschlieBend wurden die sandgestrahlten Glasscheiben analog den mit
Nanopartikeln beschichteten Tragern mit 2 nm Chrom und 75 nm Silber bedampft.

Mehrere Typen selbststrukturienden ,rauhen“ Polymere wurde von Dr. Katzenberg von
Fraunhofer Institut fiir Biomedizinische Technik in St. Ingbert zur Verfiigung gestellt. Uber die
Herstellung und die Oberflachenbeschaffenheit die Polymere wurden keine weiteren
Angaben gemacht. Die Dicke der Silberschicht betrug 50 nm.

Mittels Elektronenstrahllithographie strukturierte Siliciumwaver wurden am Lehrstuhl flr
Hochfrequenztechnik der Universitat Dortmund hergestellt. Flr die Methoden zur Herstellung
sei an dieser Stelle auf die Literatur verwiese. Wie bei allen anderen Substraten wurden

auch auf diese Trager Silberfilme mit einer Schichtdicke von 75 nm aufgebracht.

Die SERS-Substrate waren in einem Exsikkator Uber einige Wochen haltbar, wobei sich die
Inselfilme als empfindlicher gegenliber der Atmosphare (Luft, Umgebungsdruck) im
Exsikkator erwiesen. SERS-aktive Inselfilme zeigten direkt nach ihrer Herstellung fir Silber
eine schwach lila, fur Gold eine blauliche Farbung. Bei zu hoher Aufdampfgeschwindigkeit

oder nach Alterung der Substrate verfarbten sich die Inselfilme gelblich.

Zur Uberprifung der SERS-AKItivitat der verschiedenen Substrattypen wurden diese mit
einer Testsubstanz beschichtet und die SERS-Spektren gemessen. Parallel dazu wurden
elektronenmikroskopische Aufnahmen erstellt, wie in Abbildung 2.6 an Beispielen dargestellt.
Als Testsubstanz fir die Beschichtung wurde Thiophenol verwendet, welches durch Einlegen
der Substrate fir 30 min in eine 10 mM ethanolische Losung auf dem Metall immobilisiert

wurde. Die Vorteile von Thiophenol als Testsubstanz liegen darin, dal} es tiber den Schwefel
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kovalent an das Metall bindet, auf den Substraten eine dichte molekulare Monolage ausbildet
und einen vergleichsweise grof’en Streuquerschnitt aufweist. Von Nachteil sind die Toxizitat
der Verbindung (CH-Giftkl. 2) und der sehr lastige Geruch. Die Chemisorption des
Thiophenols auf den Metalloberflachen zeigt sich anhand des SERS-Spektrums, da dieses
einige deutliche Unterschiede zum Raman-Spektrum der Reinsubstanz aufweist (s. Abb.
3.4).

12500 +
——SERS
| Raman
10000 +
w7500 @)
8 LA
= ]
‘w5000
C
2
£
2500 H b)
04 _J\» 4&
30I00 I 25I00 I 20I00 I 15I00 I 10IOO I 5(I)O
Wellenzahl (cm'1)
Abbildung 3.4 Raman- (b) und SERS-Spektrum (a, mit einem Silbersubstrat

gemessen) von Thiophenol.

Ein sicheres Indiz fir die Bindung des Thiophenols iber das Schwefelatom an das Metall
sind das Verschwinden der SH-Streckschwingung bei 2575 cm™” und der SH-
Deformationsschwingung bei 914 cm™'. Anstelle der beiden aromatischen
Schwingungsbanden bei 1003 (sehr stark) und bei 1028 cm™ (mittelstark) im Raman-
Spektrum treten im SERS-Spektrum drei sehr intensive Signale bei 998, 1022 und 1078 cm’
auf. Eine weitere aromatische Ringschwingung verschiebt sich von 1587 cm™ (Raman) nach
1575 cm™ (SERS) und nimmt dabei deutlich an Intensitat zu. Die meisten der beschriebenen
Banden sind Streck- oder Deformationsschwingungen des Phenylringes. Eine Erklarung fur
die Aktivitat dieser Schwingungen und damit ihr Auftreten in den Spektren bendtigt eine
detaillierte Analyse sowohl der Symmetrie der Schwingung als auch der geédnderten
Auswahlregeln fur SERSEZI. Wichtig ist, da} die Banden zweifelsfrei den adsorbierten
Molekilen zugeordnet und die Intensitaten der Signale zur Bewertung der verschiedenen
Substrate verwendet werden kénnen.

Alternativ wurden auch weitere Verbindungen, wie z.B. aliphatische Thiole und Disulfide,
Rhodamin-B-isothiocyanat, Dithizon, Kristallviolett oder 2-Naphthalinthiol eingesetzt. Die

untersuchten aliphatischen Thiole bzw. Disulfide sind allesamt leicht flliichtig und von sehr
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unangenehmem Geruch, wodurch eine grofie Sorgfalt in ihrem Umgang erforderlich wird und
eine standige Belastung am Arbeitsplatz nicht ausgeschlossen werden kann. Die Farbstoffe,
deren Spektren nicht Giber mehrere Wochen stabil sind wie die des Thiophenols, erforderten
eine sehr sorgfaltige Praparation der Proben. Einzig 2-Naphthalinthiol erwies sich als
interessante Alternative zum Thiophenol, da es kristallin und wenig geruchsbelastigend ist
und im Vergleich zu den Farbstoffen ein recht klares SERS-Spektrum liefert, wie in
Abbildung 3.5 dargestellt ist.
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Abbildung 3.5 SERS-Spektren verschiedener Testsubstanzen und deren Strukturen

(a = Thiophenol, b = Kristallviolett, ¢ = Rhodamin-B-isothiocyanat, d =
Dithizon, e = 2-Naphthalinthiol).

Fur eine Berechnung der SERS-Verstarkungsfaktoren unterschiedlich hergestellter Substrate
durch Vergleich mit den Raman-Spektren der Reinsubstanz missen mehrere Faktoren
berlcksichtigt werden. Hierzu gehoren die Laserleistung, die Integrationszeit und die Anzahl
der Molekule im Laserfokus. Die Messung der Reinsubstanz — etwa als Flussigkeit (pphsy =
1,08; M = 110,6) in einer Silikatglas-Kapillare - erfalst unter Beriicksichtigung des vom Laser
durchstrahlten MeRvolumens v (ca. 10° mm?®, Fokustiefe ca. 100 um) etwa Ny = 1x10°

Moleklle:

V- PPhsH
Ny =~ PPnsH

¥ (12)
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Die Anzahl der Thiophenol-Molekiile auf den Metalloberflachen kann tber die Molekulgrofie
abgeschatzt werden. Der Phenylrest des Molekiils weist einen minimalen Platzbedarf von
0,16 nm? auf, der sich aus dem Durchmesser von 0,5 nm und der Ringdicke von 0,32 nm
ergibt. Hieraus I4Rt sich dann fiir glatte Silberoberflaichen ein maximaler Wert von 2x10°
Molekiilen im Laserfokus (10 um) errechnen, was einer Molekildichte von 6x10' cm?
entspricht. Fur exaktere Abschatzungen werden noch weitere Parameter bendétigt. So betragt
z.B. der Abstand zwischen zwei Silberatomen in einer dichtesten Kugelpackung 290 pn@!
weshalb unter Bertcksichtigung der GroRRe eines Thiophenol-Molekils eine Bindung nur zu
jedem zweiten Silberatom ausgebildet werden kann und der Platzbedarf des Molekuls auf
der Oberflache auf ca. 0,33 nm? ansteigt. Sind schon fiir glatte Silberoberflachen genauere
Abschatzungen von Molekildichten nicht mdglich, so wird bei aufgerauhten Oberflachen
eine Aussage noch unsicherer, da zusatzlich die VergroRerung der Oberflache durch die
Strukturierung eine Rolle spielt.

Die Berechnung der Verstarkungsfaktoren fur einen Silberinselfiim und einen Silberfilm tGber
einem elektronenstrahllithographisch hergestellten SiO,-Gitter wurden anhand von SERS-
Spektren wie in Abbildung 3.4 vorgenommen. Mit Hilfe der auf Laserleistung und
Integrationszeit normierten Intensitaten | der Banden, wurde anhand von Gleichung 13 die
Verstarkungsfaktoren Ggerg bestimmt:

I agNFy . (13)

GSERS =T ~
IeN Ag Gor

Der Oberflachenzunahme durch die unterschiedlichen Strukturen wird durch den Faktor Gos
Rechnung getragen. Fur den Inselfilm wird eine dichte Lage aus Halbkugeln angenommen,

so dal Gor = 2nR?/(2R)?, alsa etwa n/2 betrigt. Fiir das verwendete SiO,-Gitter wurde fiir Gos

von 1,26 bestimmtf®!

Die ermittelten Verstarkungsfaktoren liegen im Bereich von 10° bis 10”. Die fiir den Inselfilm

ermittelten Verstarkungen von 2#10°bis 2%10°liegen im Bereich von vergleichbaren
UntersuchungenE*-.| Dall die Verstarkungsfaktoren der hier beschriebenen mit Werten
zwischen 10° und 2 x 107 sich noch nicht sehr deutlich von den stochastisch strukturierten
Substraten unterscheiden ist darin begriindet, da® diese Gitter noch nicht flir eine maximale

SERS-Verstarkung optimiert waren.

Zur Untersuchung der Morphologie verschiedener Silber-Substrattypen wurde an diesen
nach der Immobilisierung von Thiophenol ein Imaging unter dem Raman-Mikroskop des
Dilor-XY-Spektrometers durchgefihrt. Mit Hilfe des steuerbaren XY-Tisches wurden etwa
600 ym x 600 um grofRe Flachen mit ca. 700 MeRpunkten abgerastert und die Integrale der
998 cm™-Bande ausgewertet. Abbildung 3.6 zeigt die lichtmikroskopischen Aufnahmen der

verschiedenen Substrattypen, die mittels der Steuerungssoftware einer CCD-Kamera im

36



Experimenteller Teil

Strahlengang des Mikroskops erhalten wurden. Das jeweils eingezeichnete Rechteck
kennzeichnet den untersuchten Bereich der Substrate. Vermessen wurden neben AgFON's
(Aluminiumoxid bzw. Diamantpartikel) ein Silber-Inselfim sowie Silberfilme Uber direkt
nanostrukturierten Oberflachen (sandgestrahit, Elektronenstrahllithographie,
selbststrukturierendes Poylmer). Weiterhin sind in der Abbildung xy-Scans an Hand der 998

cm” Bande dargestellt.

Abbildung 3.6 Lichtmikroskopische Aufnahmen (obere Reihe), sowie xy-Scans
anhand der Intensitét der 998 cm™ Thiophenol-Bande unterschiedlicher
SERS-Substrate (Von links: Diamantpartikel, selbststrukturierendes
Polymer, sandgestrahite Oberfldche, elektronenstrahllithographisch

erzeugtes SiO,-Gitter, Inselfilm, Aluminiumoxid).

Es zeigte sich, dall alle Substrate auf der relativ kleinen untersuchten Flache grofie
Variationen ihrer SERS-Aktivitaten aufweisen. Die Intensitaten sind in der Abbildung nicht
skaliert, d.h. die Oberflachenscans nur qualitativ miteinander vergleichbar. Durchschnittliche
Spektren der Oberflachenscans sind in Abbildung 3.7 dargestellt. Die hdchsten
Verstarkungen lieferte das elektronenstrahllithographisch hergestellte Substrat. Die
Intensitatsvariationen bei diesem speziellen Substrat erklaren sich daraus, dal} es sich um
einen noch nicht optimierten Gittertyp handelte. Hohe Verstarkungen lieferten auch die
AgFON'‘s (Diamant, Aluminiumoxid) sowie die dauerhaft strukturieten Substrate
(sandgestrahlt, selbststrukturierendes Polymer); der Inselfiim zeigte die geringste
Verstarkung, wies dafur jedoch eine homogene Struktur auf. Die Mittelwertspektren des
adsorbierten Thiophenols fir die jeweils Uber 700 gemessenen Einzelspektren sind in
Abbildung 3.7 fur den ausgewerteten Bereich dargestellt.

Trotz des hohen Mefaufwandes lieRen sich keine eindeutigen Korrelationen zwischen
sichtbaren Oberflachenstrukturen und SERS-Intensitaten herstellen. Dies durfte darauf
zurickzufihren sein, dal die SERS-aktiven Strukturen zu klein sind, um mit dem

Lichtmikroskop aufgelost werden zu kénnen.
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Abbildung 3.7 Mittelwertspektren von Thiophenol auf den unterschiedlich praparierten

Silbersubstraten.

3.3 Synthese der Beschichtungssubstanzen

Um Sensorbeschichtungen zu realisieren, die eine zur Adsorption geeignete Struktur
aufweisen und sich darliiber hinaus dauerhaft auf den Substraten immobilisieren lassen,
mufiten kommerziell erhaltliche Verbindungen nach bekannten Vorschriften derivatisiert
werden. Auf der Grundlage von bereits friher durchgefihrten Messungen an mit
Kafigmolekilen beschichteten SERS-SubstraterE‘B wurden Calixarene und Cyclodextrine
als Beschichtungssubstanzen gewahlt. Diese Verbindungen sollten nach bekannten
Methoden der organischen Chemie zu Thiolen derivatisiert werden, um die Bildung von SAM
auf den SERS-Substraten zu ermdglichen. Im folgenden werden die Verbindungsklassen,
sowie die durchgefihrten Synthesen beschrieben. Zur Charakterisierung der

Reaktionsprodukte wurden folgende Gerate verwendet:

Raman und SERS-Spektren: Kaiser Holospec f/1.8 (Kaiser Optical Systems Inc., Ann
Arbor, USA).
Dilor XY (Dilor, Lyon, Frankreich).

NMR-Spektren: Jeol GX 400 (Jeol, Tokyo, Japan).
Interner Standard: Tetramethylsilan

Heizmikroskop: Wagner & Munz, Minchen.
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Der grote Teil der Synthesen wurde unter Ausschluld von Sauerstoff und Feuchtigkeit in
einer Argonatmosphare durchgefiihrt. Die verwendeten Loésungsmittel wurden vor ihrer
Verwendung nach Standardmethoden getrocknet und unter Argon aufbewahrt.

Die eingesetzten Cyclodextrine und Calixarene wurden vor Durchfiihrung der Derivatisierung
fur 3 Tage bei 60 °C Uber Phosphorpentoxid getrocknet. Alle anderen Chemikalien wurden
vor ihrer Verwendung frisch destilliert, sublimiert oder tGiber Phosphorpentoxid getrocknet.

Die angegebenen Schmelz- bzw. Zersetzungspunkte sind unkorrigiert.

Zur Bestimmung der R-Werte und zur Reaktionskontrolle wurden Merck Kieselgelplatten 60
F2s4 (Merck, Darmstadt) verwendet. Sdulenchromatographische Aufarbeitungen erfolgten am
Kieselgel 60 (0.2-0.063 mm) der Firma Macherey & Nagel (Duren).

3.3.1 Cyclodextrine

Cyclodextrine, auch Cycloamylosen genannt, sind enzymatisch gewonnene Abbauprodukte
der Starke und schon seit 1891 bekannt. Diese zyklischen Oligosaccharide zeigen einen
konusartigen Aufbau und bestehen aus bis zu zwodlf «-1,4-glycosidisch verknlpften D-
Glucopyranose-Einheiten (s. Abb. 3.8), wobei die mit sechs, sieben und acht Bausteinen (o-,
B- und y-Cyclodextrin) am besten untersucht sind. Die primaren Hydroxygruppen am Cg
bilden den einen Rand des Konus, die sekundaren an C, und C; den zweiten. Im Inneren
Uberwiegen aliphatische CH-Bindungen. Je nach Anzahl der Glucose-Einheiten erhalt man
mehr oder weniger grofe endolipophile und exohydrophile konusférmige Hohlraummolekiile,
die EinschluRverbindungen mit einer Vielzahl organischer Molekiile eingehen. Die
Hohlrdume haben Durchmesser von 47-60 (o), 70-80 (B-) und 90-100 (y-Cyclodextrin) pm.

I—‘J 37pm—| 1 52 pm—! y——1 69pm-—-o
, P‘47 60 70 80-1 | | I|90-1 00pmi lI

| | 1
o OH OH " g HOO b | [ |
§\\$ OH HH o | ‘ | |
H
HOO OH HO T
HO 0 OH 0 75
H OH l

a0 HOTL

HO W ‘%%é; HOO

Abbildung 3.8 Schematischer Aufbau von o-, B- und y-Cyclodextrin.

o= Cyclodextr:n ,6 Cyclodextrin y-Cyclodextrin

Entsprechend  ihrer  KafiggroRen  konnen  die  verschiedenen  Cyclodextrine
EinschluRverbindungen mit unterschiedlich groRen Molekile bilden. o-Cyclodextrin schlief3t
z. B. Edelgase, Wasser oder Methanol ein, B-Cyclodextrin nimmt grof3ere Molekile wie
substituierte Benzole, Naphthalin u. a auf, wahrend y-Cyclodextrin grol genug ist, um sogar

Anthracen oder Kronenether einzulagern.
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Beim ‘Einnisten’ von Gastmolekilen in a-Cyclodextrin wurde eine Konformationsanderung
beobachtet. Das ‘leere’ a-Cyclodextrin enthalt in walriger Lésung wenigstens zwei Molekiile
Wasser im Hohlraum. Wegen ihrer geringeren GroRe zwingen sie den Hohlraum teilweise zu
kollabieren, wobei Cyclodextrin-Ring Spannungsenergie aufnimmt, die beim Einschlufd einer
passenden Gastsubstanz wieder frei wird.

Cyclodextrine verfligen Uber keine geeigneten funktionellen Gruppen, die eine
Immobilisierung an eine SERS-aktive Metalloberflache ermdéglichen. Die Fixierung gelingt
jedoch sehr gut nach Modifizierung zu Thiol-Derivaten. Durch die Einfihrung der Thiol-
Gruppen in die 6‘er Positionen der Molekile ist deren Chemisorption an die Oberflachen
unter Erhalt des freien Zugangs zum Hohlraum maoglich. Als zweckmaRig erwies sich die
Kombination zweier Synthesevorschriften, die zu Bromderivaten als Zwischenstufen fihrten
(s. Abb. 3.9). Hierbei wurde zunachst Methansulfonylbromid, wie von Sieber beschrieberla,
frisch hergestellt. Eine Umsetzung mit den Cyclodextrinen entsprechend einer von Tabushi

fel

Cyclodextrine lieferte die Bromverbindungen in Ausbeuten von 60 bis 90 Prozent. Die

veroffentlichten Synthese™- zur Bromierung der Hydroxygruppen an den Cg-Atomen der

Bromverbindungen wurden ihrerseits mit Kaliumthioacetat zu Thioestern umgesetzt, welche

in-situ zu den entsprechenden Thiolen verseift wurden.

Zn/B|
HsC-SO,-Cl — 2512 o H3C-SO,-Br
0°C
H OH H Br
H o DMF H o
HO H +n H3C-SO,-Br HO H
OHN ___ OH
H o H o~
n=6,7,8 n
H SCOCH3 H SH
H4C-COSK Ho NaOMe / MeOH Ho
—_—
HO H HO H
DMF OHN,— OHN
H O
n n
Abbildung 3.9 Synthese Raede_lékgpagamc-ﬁ-dea%@dajfextrmen nach
TabushE
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Darstellung von Methansulfonylbromid:
117g (77.3 ml, 1.02 mol) Methansulfonylchlorid wurden innerhalb von 90 min unter starkem
Ruhren zur einer eisgekihlten Suspension von 102 g (1.56 mol) Zinkstaub in 300 ml Wasser
gegeben. Nach beendeter Zugabe wurde noch 30 Minuten weiter gerthrt, wobei die
Temperatur unter 5°C gehalten wurde. Die erhaltenen Mischung wurde kalt filtriert und
zweimal mit wenig Eiswasser gewaschen. Zu dieser Losung wurde bei einer Temperatur
unter 5°C unter heftigem Rihren Brom langsam zugetropft, bis eine Bromfarbung bestehen
blieb. Das entstandene Zweiphasengemisch wurde mit Chloroform extrahiert, die organische
Phase zur Entfernung von Uberschissigem Brom mit gesattigter

Na,SO;-Lésung und zweimal mit Eiswasser gewaschen. Trocknung O\/O
Uber Na,SO,, Abziehen des Ld&sungsmittels und Destillation im \ /
Vakuum (Kpos 36°C) lieferten 65.15 g (M 159, 40 %) H

Methansulfonylbromid.

S
3C/ \ Br

Raman Wellenzahl (cm'1) 1 2930 st; 1404, 1357, 1316 w; 1153 st; 963 w; 740 st; 522 m, br;
474 st; 351 m; 277 sst; 228 m, br.

'H-NMR (400 MHz, CDCl5) : § = 3.82 s, -CH.

3C-NMR (100 MHz, CDCl;) : § = 59.91 C.

Darstellung der Bromderivate der Cyclodextrine@
Methansulfonylbromid wurde tropfenweise zu einer Lésung der Cyclodextrine in 60 ml
trockenem Dimethylformamid gegeben und die Mischung flir 24 h bei 60°C gerthrt. Vom
entstandenen gelben Sirup wurde ein Teil des Lésungsmittels abgezogen und der Rest mit
einer kleinen Menge wasserfreien Methanols verdiinnt. Nach der Neutralisation mit einer 3 M
NaOMe/MeOH-Lésung wurde das gesamte | ]
Reaktionsgemisch in Eiswasser gegossen, filtriert und
anschlielend zweimal mit wenig Eiswasser gewaschen.

Trocknen bei 50 °C Uber Phosphorpentoxid im Vakuum

lieferte die Bromverbindungen. = . 16738

Charakterisierung der bromierten Verbindungen
Hexakis-(6-bromo-6-deoxy)-a-cyclodextrin

4.7 g (3.5 mmol, 86 %) aus der Reaktion von 5 g ( 30 mmol) Methansulfonylbromid mit 4 g
(4.1 mmol) a-Cyclodextrin.

Beilstein-Test stark positiv.

Schmelzpunkt (Zersetzung) : 190 — 195 °C (Lit.195 - 196 °C)
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Raman Wellenzahl (cm'1): 2975, 2913 st, br (vcn); 1426, 1398, 1368, 1341 st; 1259, 1220,
1178 m; 1114 st; 1012, 1000, 981, 948, 900, 812 m; 679, 619 sst (vc.ar); 483 sst; 429 m
'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) : & = 4.99 H;, 3.99 Hg,, 3.83 Hs, 3.67 Hgp, Hs, 3.38 Hy,

3.36 H,.

3C-NMR (100 MHz, DMSO-dg) : & = 102.2 C4, 85.1 C4, 72.8 C3, 71.9 C,, 71.0 Cs, 35.0 Cs.

Heptakis-(6-bromo-6-deoxy)-B-cyclodextrin

4.9 g (3.1 mmol, 89 %) aus der Reaktion von 4 g (25 mmol) Methansulfonylbromid mit 4 g
(3.5 mmol) B-Cyclodextrin.

Beilstein-Test stark positiv.

Schmelzpunkt (Zersetzung): 185 — 190 °C (Lit. 205 — 206 °C).

Raman Wellenzahl (cm'1): 2974, 2933 st (ven); 1774 m; 1676 w; 1416, 1403, 1379, 1342 st;
1265, 1238, 1218, 1170 m; 1110, 1073, 1023, 981, 949, 813 m; 683 sst, 617 st; 582, 545 m;
504, 483 st; 434, 393, 295 w.

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg) : & = 4.96 H;, 4.00 Hg,, 3.81 Hs, 3.65 Hgp, 3.62 Hs, 3.37 H,,
3.35 H,4

3C-NMR (100 MHz, DMSO-dg) : § = 102.0 C4, 84.5 C4, 72.0 C3, 71.9 C,, 70.9 Cs, 34.1 Cs

Oktakis-(6-bromo-6-deoxy)-y-cyclodextrin

2 g (1.12 mmol, 56 %) aus der Reaktion von 2.5 g (15.7 mmol) Methansulfonylbromid mit 2.5
g (2 mmol) y-Cyclodextrin.

Beilstein-Test stark positiv

Schmelzpunkt. (Zersetzung) : 195 — 200 °C (Lit. 201 — 202 °C).

Raman Wellenzahl (cm™): 2977, 2923 st; 1786, 1776, 1678 m; 1412, 1398, 1377, 1342, 1330
m; 1177 w; 1108, 1076, 1014, 1002 m; 978, 810 w; 691 sst, 619 st, br; 586 m; 484 st, br;
428, 357m.

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): § = 5.02 H;, 3.97 Hg,, 3.82 Hs, 3.67 Hg,, 3.58 Ha, 3.40 H,
3.35 Hy

3C-NMR (100 MHz, DMSO-dg): § = 102.1 C4, 84.1 C4, 72.3 C,, 72.2 C3, 71.1 Cs, 34.4 Cs

Darstellung der Thiolderivate der Cyclodextrine - -
Die Bromverbindungen wurden in 20 ml trockenem DMF
gelést und tropfenweise mit in wenig DMF gel6stem

Kaliumthioacetat (s. unten) bei Raumtemperatur versetzt.

Nach Ruhren uber Nacht wurde die Losung auf 0 °C 6,7.8

heruntergekihlt und langsam eine zur Menge der zu spaltenden Thioester stochiometrische
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Menge Kaliumhydroxid in Methanol zugegeben. Die Lésung wurde fir 2 h bei 40°C gerihrt,
anschlief’end in Eiswasser gegossen und mit 1N HCI neutralisiert. Das Rohprodukt wurde
abfiltriert, einige male mit Eiswasser gewaschen, aus DMF/Methanol umkristallisiert und im

bei 50 °C Uber P40 im Vakuum getrocknet.

Charakterisierung der Thiolderivate

Hexakis-(6-thio-6-deoxy)-o-cyclodextrin

0.8 g (0.75 mmol, 25 %) Produkt aus der Reaktion von 4 g (3 mmol) der Bromverbindung mit
3.25 g ( 28 mmol) Kaliumthioacetat.

Schmelzpunkt (Zersetzung) : 280 — 285 °C

Raman Wellenzahl (cm™) : 2941 st (vcu); 2579 st (vsn), 1416, 1398, 1374, 1347 st; 1111 m,
br; 1024, 1015, 1003 w; 951 m; 894 m, br; 782, 761, 731, 670 m; 640 w; 501, 489 st, br
'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg) : & = 4.93 H;, 3.68 Hs, 3.59 Hs, 3.36 Hy, 3.34 H,, 3.20 He,,
2.75 Hegp, 2.12 -SH

3C-NMR (100 MHz, DMSO-dg) : § = 102.1 C4, 85.1 C4, 72.3 C3, 72.2 C,, 71.6 Cs, 25.9 Cs

Heptakis-(6-thio-6-deoxy)-B-cyclodextrin

0.95 g (0.76 mmol, 30 %) Produkt aus der Reaktion von 4 g (2.5 mmol) der Bromverbindung
mit 2.75 g ( 25 mmol) Kaliumthioacetat.

Schmelzpunkt (Zersetzung): 270 — 280 °C

Raman Wellenzahl (cm'1): 2930 sst, br; 2576 m (vsy); 1414, 1399, 1381, 1336 st; 1231 w, br;
1117 st; 1043, 947 m; 908 w; 751, 729, 663, 509, 490 st.

'H-NMR (400 MHz, DMSO-d¢): & = 4.92 H;, 3.66 Hs, 3.60 Hs, 3.34 H,, 3.33 H,, 3.18 Hg,, 2.77
Hep, 2.10 -SH

3C-NMR (100 MHz, DMSO-dg): § = 102.0 C4, 84.8 C,, 72.4 C3, 72.1 C5, 71.9 Cs, 25.7 Cg

Oktakis-(6-thio-6-deoxy)-y-cyclodextrin

0.3 g (0.22 mmol, 20 %) Produkt aus der Reaktion von 2 g (1.1 mmol) der Bromverbindung
mit 1.5 g (13 mmol) Kaliumthioacetat.

Schmelzpunkt (Zersetzung): 285 — 290 °C

Raman Wellenzahl (cm™): 2930, 2917, 2898 st (vc); 2573 m (vsy); 1460, 1413, 1398, 1376,
1343, 1331 m; 1290, 1280, 1256 w; 1129, 1106, 1091, 1075, 1025, 1014, 1002 m; 978, 964,
939, 897, 839 w; 732, 665, 645 m; 580 m; 509, 491 st; 420, 397, 383 358, 298, 277 m.
'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg) : & = 4.96 H;, 3.73 Hs, 3.57 Hs, 3.41 Hy, 3.35 Hy, 3.16 He,,
2.80 Hep, 2.15 -SH

3C-NMR (100 MHz, DMSO-dg) : 8 = 101.9 C4, 84.7 C4, 72.3 C, 72.1 C3, 71.5 Cs, 25.4 Cs
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3.3.2 Calixarene

Calixarene entstehen bei der basisch katalysierten Kondensation von Formaldehyd mit para-
substituierten Phenolen. Es sind ringférmige Kafigmolekile mit mindestens vier
Phenyleinheiten, die sich durch einen hohen Schmelzpunkt und ihre Unldslichkeit in den
meisten organischen Losungsmitteln ausweisen. Den Namen erhielten sie aufgrund ihrer
Form, da die Gestalt ihrer Kalottenmodelle antiken griechischen Vasen ( Lat.: ,calix’) gleichen
kann (s. Abb. 3.10). Am besten untersucht sind Calix[4]-, Calix[6] und Calix[8]arene mit tert-
Butyl-Resten, wobei die Anzahl der Phenyleinheiten im Molekll durch die Ziffer in den

eckigen Klammern angegeben wird.

Abbildung 3.10 Das Kalottenmodell eines cyclischen Tetramers (links) und die

Abbildung einer antiken griechischen Vase (rechts).

Die Formaldehyd-Phenol-Chemie wurde um 1870 von Adolph von Bayer begriindet. Er
berichtete Uber die Reaktion von Aldehyden mit Phenolen in Gegenwart starker Séurena,| die
zur Bildung kittartiger Substanzen® fuhrte. Spater, 1894, berichteten L. Lederer und O.
Manasse unabhangig voneinander von der basisch induzierten Reaktion zwischen
Formaldehyd und Phenol unter sehr milden Bedingungen, als deren Produkt sie o- und p-
Hydroxymethylphenol als definierte kristalline Substanzen isolieren konnterjrﬁ_l! Bei weniger
schonenden Bedingungen entstanden auch bei diesen Reaktionen die sonst Ublichen
teerartigen Substanzen. Leo Baekeland stellte Anfang des 20. Jahrhunderts durch den
kontrollierten Einsatz geringer Mengen Basen bei der Kondensation von Phenol mit
Formaldehyd ein interessantes Produkt her, dem er den Namen ,Bakelit’ gal@. Die Struktur
des Bakelits blieb aber noch Uber lange Zeit unbekannt; wie schon von Baeyer 1872
vorgeschlagen ging man allgemein von in ortho- und para-Stellung Uber CH,- und CH,OCH,-
Gruppen verbriickte Aromaten im Kondensationsprodukt aus. Alois Zinke und Erich Ziegler
setzen 1941 para-substituierte Phenole, welche nur an den beiden ortho-Positionen
reagieren koénnen, fir die Kondensation mit Formaldehyd ein. In ihrer Veréffentlichung

beschrieben sie Reaktionen und Eigenschaften des Produkt@, schlugen aber erst drei
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Jahre spater die Struktur eines zyklischen Tetramerg‘I vor. Diese cyclischen Oligomere
erhielten ab den 70‘er Jahren den Namen Calixarene. In den 60‘er und 70‘er Jahren wurden
Synthesevorschriften flr verschiedene Calixarene entwickelt. Neben den Tetrameren wurde
dann auch Hexa- und Oktamere beschrieben, bei deren Synthese die eingesetzte Base und

deren Konzentration die entscheidende Rolle spieItEL.|

R R R
H N
OH" OH
T o —» —
H CH,OH CH\2
5 0
OH o-<> OH 0
R
R R R
. . O O .
CH,
- OH
(o o‘> OH OH

Abbildung 3.11 Mechanismus der basenkatalysierten Calixaren-Synthese.

R
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Es gilt als gesichert, dal die baseninduzierte Oligomerisierung von para-substituierten
Phenolen und Formaldehyd tber den in Abbildung 3.11 dargestellten Mechanismus ablauft.
Der erste Schritt wird durch die Bildung eines Phenolations eingeleitet, welches sich als
Nukleophil an den Carbonylkohlenstoff des Formaldehyds addiert. Unter milden
Bedingungen stoppt die Reaktion auf dieser Stufe und es konnen, wie schon erwahnt,
Hydroxymethylphenole isoliert werden. Unter etwas drastischeren Bedingungen verlauft die
Reaktion weiter Uber eine Diarylmethylverbindung, die in einer Michael-artigen Reaktion aus
einem Chinonmethid und einem Phenolation gebildet wird, hin zu einer linearen Vorstufe. Bei
entsprechender Wahl der Reaktionsbedingungen fihren die Vorstufen aus vier, sechs oder
acht methylenverbriickten Phenyleinheiten einen Ringschluf® zum entsprechenden Calixaren
aus.

Im Festkérper kénnen die Calixarene eine Anzahl unterschiedlicher Konformationen
aufweisen, die sich durch die Stellungen der Alkylreste zum Kafig hin unterscheiden. Von
besonderem Interesse in Hinsicht auf die Bildung von EinschluRverbindungen oder die
Modellierung enzymatischer Systeme ist die sog. ,cone'-Konformation, bei der alle Alkylreste
auf der gleichen Seiten des Molekils stehen. Die Calixarene weisen dann einen tiefen
Hohlraum auf, der sich zur Einlagerung von Molekilen entsprechender GroRRe eignet. So
sind Komplexe von Calixarenen mit Alkalimetall-Kationen sowohl im Festkérper als auch in
walrigen Ldsungen bekannltaﬁ_z! Die Komplexierung von neutralen organischen

Verbindungen wurde zumeist mittels NMR-Spektroskopie untersucht, wobei allerdings die
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schlechte Loslichkeit der Calixarene in den meisten organischen Losungsmitteln
erschwerend wirkte.

SERS-spektroskopische Untersuchungen von mit Calixaren beschichteten Metalloberflachen
setzt die Chemisorption der Kafige voraus, wozu die entsprechenden Funktionalitaten in die
Molekile eingefuhrt werden miuissen. Generell stehen zur Modifikation von Calixarenen
Reaktionen am oberen (Alkylrest) bzw. am unteren Ende (OH-Gruppe) zur Verfigung. Far
erstgenannte Mdglichkeit kommen Dealkylierungen, elektrophile Substitutionen und
Funktionalisierungen via para-Claisen-Umlagerung, p-Quinonmethide-Route oder p-
Chlormethylierung in FrageE.| Die Reaktionen am unteren Ende sind zumeist Veretherung
bzw. Veresterung mit mono- oder polyfunktionalen Reagentien und Folgereaktionen an den
Resten.

Vielversprechend erwies sich eine von Gibbs und Gutsche1995 veréffentlichte Synthese
eines p-tert—ButyIcaIix[4]arenthio| (s. Abb. 3.12). Hierbei wird die seit den spaten 60‘er

Jahren bekannte Newman-Kwart-Umlagerung von Phenolen zu Thiophenolen angewandt.

[ tBu ] [ tBu ]
t-Bu -
m di-p-Tolyl-e LA THE
(H3C),NCSCI ther, A 4
O, NMe S NMe,
OH . T T L 4
s 4 o,
Abbildung 3.12 Darstellung—von _p-tert-Butylcalix[4]arentetrathiol nach Gibbs und
Gutschef®
Das p-tert-Butylcalix[4]aren wird hierbei zuerst mit Natriumhydrid in

Diethylenglykoldimethylether  (Diglyme) deprotoniert und anschliefend mit N,N-
Dimethylthiocarbamoylchlorid umgesetzt. Nach Isolierung, Reinigung und Trocknung wird im
folgenden Schritt das resultierende (Dimethyl(thiocarbamoyl)oxy)-calix[4]aren thermisch
unter Ruckflul® in p-Tolylether zu ((Dimethylcarbamoyl)thio)-calix[4]aren umgelagert. Dieser
Schritt entspricht der von NewmaAﬂ und KwarlEI beschriebenen Methode zur Konvertierung
von Phenolen in Thiophenole. Eine abschlieRende Hydrierung des Zwischenproduktes
mittels Lithiumaluminiumhydrid liefert das p-tert-Butylcalix[4]arenthiol.

Mit diesem Tetrathiol beschichtete SERS-Substrate wurden bereits zur Adsorption von
BTXE-Aromaten aus waldrigen L('jsungen""!5 und aus der Gasphase eingesetzll_z!
Berechnungen zeigen jedoch, dal’ der Kafig des Calix[4]arens recht klein ist und der Zugang
durch die sperrigen tert-Butylreste noch erschwert wird, so dal® die meisten Analyte nur
schwach zwischen den Alkylresten absorbiert werder@. Um eine bessere Adsorption auch
von groReren Molekiilen zu erzielen, sind Calixarene mit kleineren para-standigen

Alkylresten oder mit grofReren Hohlraumen nétig. Es sollten daher p-iso-Propylcalix[4]-, p-
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tert-Butylcalix[6]- und p-tert-Butylcalix—[8]aren gemal der o.a. Syntheseroute zu Thiolen

derivatisiert werden.

Im folgenden werden die Synthesen beschrieben, die substituierte Produkte lieferten. Die
Reinigung und lIsolierung der Produkte erfolgte saulenchromatographisch Uber Silikagel
(Macherey & Nagel, Duren). Das Rohprodukt wurde in Methylenchlorid/Petrolether (60:40)
aufgenommen und auf eine mit Silikagel gefullte Saule gegeben, die mit dem gleichen
Lésungsmittelgemisch vorbereitet wurde. Eluiert wurde anschlieRend in einem Gradienten
von Methylenchlorid/Petrolether, ausgehend von einem 60:40-Gemisch und mit einer
Steigerung des Methylenchlorid-Anteils in zehn Prozent Schritten bis hin zu reinem
Methylenchlorid. Das gereinigte Produkt wurde durch Verreiben mit kleinen Mengen
Methanol erhalten und anschlieRend aus Methanol/Chloroform umkristallisiert.

Von allen synthetisierten Calixarenderivaten liel3en sich nur die Dimethyl(thiocarbamoyl)oxy)-
Verbindungen auf SERS-Substraten immobilisieren und konnten dort auf ihre
Sorptionseigenschaften hin untersucht werden. Zu den Schwierigkeiten, die Thiocarbamoyl-

Derivate in Thiol-Verbindungen zu tUberflhren vgl. Abschn. 4.1.2.

Synthesen und Charakterisierung der Produkte
Synthese von p-Alkyl-tetrakis(dimethyl(thiocarbamoyl)oxy)calix[4]arenen

(Methode nach Gutsche): B N
Zu einer Suspension von NaH in wasserfreiem, frisch destilliertem
Diglyme wird das Calixaren gegeben und die Mischung fur 1,5 Stunden
auf 130-135 °C erhitzt. Eine Lésung von N,N-

Dimethylthiocarbamoylchlorid in trockenem Diglyme wird tropfenweise zu

der geruhrten Mischung gegeben, dafl3 die Temperatur bei etwa 130 °C
bleibt. Nach beendeter Zugabe wird der Ansatz fir 18 h bei 130 °C —

geruhrt, anschlielend gekihlt und in etwa einen Liter Wasser gegossen. Das luftgetrocknete

13/N\14_

Rohprodukt enthalt mono-, di-, tri- und tetrasubstituiertes Calixaren.

Tetra-iso-propyl-tetrakis(dimethyl(thiocarbamoyl)oxy-calix[4]aren

0.88 g (1.08 mmol, 18 %) nach Reinigung aus der Reaktion von 3.56 g (6 mmol) p-iso-
Propylcalix[4]aren mit 0.75 g (30 mmol) NaH in 150 ml Diglyme und Zugabe von 6.05 g (49
mmol) N,N-Dimethylthiocarbamoylchlorid in 30 ml Diglyme.

DC: Rf=0.58 (CH.CIl, : PE =70: 30).

Schmelzpunkt: > 315°C.

47



Experimenteller Teil

Raman Wellenzahl (cm™) : 2965, 2930 sst; 2780, 2720 w; 1774, 1685 m; 1603, 1448 st;
1398, 1367 m; 1306 st; 1214, 1102 st; 1001 w; 928 st; 819 sst; 758, 666 st; 639, 609, 580 m;
553 st; 521 m; 481 w.

'H-NMR (400 MHz, CDCls): § =7.13s, 2 H, Hs, Hs; 4.0 d, J = 13.9 Hz, 1 H, Hyen; 3.50 d, J =
13.9 Hz, 1 H, Hyzex; 3.21 5, 6 H, N-CHj3; 2.87 septett, J = 7 Hz, 1H, -CH-(CH3)p; 1.27d, J=1.4
Hz, 6H, -CH;.

3C-NMR (100 MHz, CDCls): & = 184.2 Cg; 147.1 Cy; 141.5 C4; 133.6 Cs, Cs; 127.0 C,, Cg;
43.1 N-CHj3; 37.4 N-CHj3; 34.8 Cy; 34.2 i-Pr (tertiar); 23.6 i-Pr (-CHs)

Tetra-tert-butyl-tetrakis(dimethyl(thiocarbamoyl)oxy-calix[4]aren

1.23 g (1.23 mmol, 16 %) nach Reinigung aus der Reaktion von 5 g (7.7 mmol) p-tert-
Butylcalix[4]aren mit 1.5 g (62.5 mmol) NaH in 180 ml Diglyme und Zugabe von 9.27 g (75
mmol) N,N-Dimethylthiocarbamoylchlorid in 40 ml Diglyme.

DC: Rf=0.57 (CH.Cl, : PE=70: 30)

Schmelzpunkt: >315°C.

Raman Wellenzahl (cm™) : 2969, 2938 sst; 2783, 2715 w; 1777, 1680 m; 1604, 1444 st;
1399, 1360 m; 1304 st; 1211, 1098 st; 1003 w; 925 st; 823 sst; 759, 663 st; 643, 614, 588 m;
557 st; 524 m.

'H-NMR (400 MHz, CDCl5): §=7.2's, 2 H, Hs, Hs; 3.64 d, J = 13.2 Hz, 1 H, H7en; 3.35d,
J=13.4 Hz, 1 H, Hze; 3.43 s, 3H, N-CHj3; 3.17 s, 3 H, N-CHj3; 1.34 s, 9H, t-Bu.

3C-NMR (100 MHz, CDCl;) : & = 185.7 Cg; 148.2 Cy; 143.6 C4; 134.5 C3, Cs; 126.1 C,, Cg;
43.4 N-CHgs; 37.7 N-CHj3; 33.4 C;; 34.2 4-Bu (quartéar); 31.6 -Bu (-CHj3)

Synthese von [6] bzw. [8] p-tert-Butyl(dimethyl(thiocarbamoyl)oxy)calixarenen
Das Calixaren wurde in wenig Toluol vorgelegt und zu dieser
Lésung wurde in Toluol suspendiertes Natriumhydrid langsam
zugetropft. Nach beendeter Zugabe wurde flr zwei Stunden unter
Ruckflufd gerihrt und anschlieBend in wenig Toluol gelostes N,N-
Dimethylthiocarbamoylchlorid portionsweise zugegeben. Nach 18

Stunden Rihren unter RUckfluR wurde ein Teil des

Lésungsmittels entfernt, Uberschissiges Hydrid vorsichtig mit

N
Methanol vernichtet, die Lésung mit 1 N HCI neutralisiert und BN Jn=68

anschliefRend filtriert. Das Losungsmittel wurde im Vakuum abgezogen, der Rickstand in
Methylenchlorid aufgenommen und Uber eine Silikagelsaule gereinigt (CH,Cl, : PE = 70 :
30).
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Hexa-tert-butyl-hexakis(dimethyl(thiocarbamoyl)oxy-calix[6]aren

0.86 g (0.6 mmol, 42 %) aus der Reaktion von 1.25 g (1.3 mmol) Calix[6]aren mit 2 g (16
mmol) N,N-Dimethylthiocarbamoylchlorid und 0.4 g (17 mmol) Natriumhydrid in 100 ml
Toluol.

DC: Rf= 0.51 (CH.CI, : PE =70 : 30)

Schmelzpunkt > 315°C

Raman Wellenzahl (cm'1) 1 2960, 2933 sst; 2781, 2711 w; 1776, 1679 m; 1603, 1448 st;
1413, 1398 m; 1367 w; 1303 st; 1237 w; 1204, 1107 st; 1029, 1001 w; 925 st; 876 m; 821
sst; 754, 693, 667 st; 637, 601, 581 m; 550 st; 519 m; 486 w; 426, 366, 261 st.

'H-NMR (400 MHz, CDCl3) : § = 7.16 s, 2 H, Hs, Hs; 4.59 dd (AB-System), J = 7 Hz, 2 H, Hy;
3.47 s, 3H, N-CH3; 3.21 s, 3 H, N-CH3; 1.30 s, 9 H, t-Bu.

3C-NMR (100 MHz, CDCl3) : § = 183.7 Cg; 148.6 Cy; 146.9 C4; 132.0 C;; 126.6 Cy; 67.6 Cy;
43.8 N-CHg3; 37.6 N-CH3; 34.7 t-Bu (quartar); 31.9 t-Bu, (—CHa).

Okta-tert-butyl-oktakis(dimethyl(thiocarbamoyl)oxy)calix[8]aren

0.79 g (0.4 mmol, 51 %) aus der Reaktion von 1 g (0.79 mmol) Calix[8]aren mit 2 g (16
mmol) N,N-Dimethylthiocarbamoylchlorid und 0.4 g (17 mmol) Natriumhydrid in 100 ml
Toluol.

DC: Rf=0.49 (CH.CIl, : PE=70: 30)

Schmelzpunkt > 315°C

Raman Wellenzahl (cm™) : 2959, 2934 sst; 2779, 2714 w; 1775, 1679 m; 1603, 1451 st;
1399, 1367 w; 1303 st ; 1260 w; 1204, 1127 st; 1105 m; 1026, 1002 w; 925 st; 876 w; 816
sst; 759, 688, 677 st; 631 w; 601 m; 576 w; 530 st; 455 m; 234 st.

'H-NMR (400 MHz, CDCl3) : § = 7.13 s, 2 H, Hs, Hs; 4.51 AB-System, J = 7 Hz, 2 H, Hy; 3.31
s, 3 H, N-CH3;; 3.11 s, 3 H, N-CHj3; 1.27 s, 9 H, t-Bu.

3C-NMR (100 MHz, CDCl3) : § = 188.3 Cg; 147.1 Cy; 144.9 C4; 129.1 C3; 126.0 Cy; 68.8 Cy;
43.2 N-CHjs; 37.8 N-CHj3; 34.0 C (t-Bu, quartar); 31.2 (t-Bu, —CHy).

Veretherungen mit Halogenalkanen (s. hierzu Abschn. 4.1.2)

Das Calixaren wurde in wenig Losungsmittel (Aceton oder Diglyme) vorgelegt und die Base
(s. Tabelle 4.3) zugegeben. Nach 2 Stunden Rihren unter RuckfluB wurde das
Halogenalkan tropfenweise zugegeben und die Mischung einige Stunden weiter unter
Ruckfluld gerthrt. Der Fortgang der Reaktion wurde mittels DC (CH.CIl./PE 70:30)

kontrolliert. Zur Aufarbeitung wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt, der Riickstand in
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wenig Methylenchlorid oder Chloroform aufgenommen, filtriert und anschlieend
saulenchromatographisch getrennt und gereinigt (CH,CI,/PE 70:30).

Bei den durchgefiihrten Synthesen wurden das Calixaren, die Base, das Halogenalkan, das
Losungsmittel sowie die Reaktionsbedingungen variiert. Bei den meisten Ansatzen fand
keine Umsetzung statt, bei Ansatzen mit n-Butyllithium als Base entstanden beim Erwarmen
der Reaktionsmischung auf Raumtemperatur braune teerartige Substanzen. Einzig die
Umsetzung von Calix[6]aren mit Bromchlormethan in Aceton und Kaliumcarbonat als Base

lieferte nach Aufarbeitung 15 % disubstituiertes Produkt.

Veresterungen mit Bromessigsaureethylester (s. hierzu Abschn. 4.1.2)

Das Calixaren wurde mit wasserfreiem Kaliumcarbonat in Aceton —

t-Bu

suspendiert und fur 2 Stunden unter Rickflu geriihrt. AnschlielRend
wurde frisch  destillierter Bromessigsaureethylester langsam
zugegeben und die Mischung flir 5 Tage unter Ruckflul® gerthrt. Der
Ablauf der Reaktion wurde hierbei mittels DC (CH.CIl./PE 70:30)

kontrolliert. Nach Entfernung des Lésungsmittels im Vakuum wurde

der Rickstand in wenig Methylenchlorid aufgenommen, filtriert und
Uber eine mit Silikagel geflillte Saule (CH.Cl,/PE 70:30) gereinigt.

p-tert-Butylcalix[6]aren-hexaessigsaure-hexaethylester

2.35 g (1.58 mmol, 43.3 %) aus der Reaktion von 3.65 g (3.75 mmol) Calix[6]aren mit 4.18 g
(25 mmol) Bromessigsaureethylester und 5 g (36 mmol) K,CO3; in 50 ml Aceton.

DC: R;=0.51 (CH.CI, : PE =70 : 30)

Schmelzpunkt : 160 — 170 °C

Raman Wellenzahl (cm'1) : 2973, 2933 sst; 2781, 2714 w; 1769, 1727 m; 1679 w; 1606, 1449
st; 1398, 1367 w; 1327 m; 1303 st; 1241 m; 1206, 1117 st; 1077, 1050, 1032, 1001 w; 937,
928m; 905 w; 874 st; 817 sst; 766, 705, 686, 672 w; 565, 534, 490 m; 445, 427, 383 w; 253
st; 208 sst.

'H-NMR (400 MHz, CDCl5) : § = 7.0, s, 2H, Hs, Hs; 4.14, s, 1H, Hzen; 4.05, s, 2H, Hg; 4.02, s,
1H, Hzex; 4.0 s, 2H, Hyo; 1.13, s, 9H, t-Bu; 1.0, t (J=7 Hz), 3H, Hy4.

3C-NMR (100 MHz, CDCl;) : § = 168 Cg; 153 Cy; 148 Cy4; 132 C3, Cs; 126.5 Cy, Cs; 72 Cg; 63
Cio; 34 Cy; 30 t-Bu; 12 Cq.
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p-tert-Butylcalix[8]aren-oktaessigsaure-oktaethylester

1.42 g (0.74 mmol, 48.6 %) aus der Reaktion von 2 g (1.54 mmol) Calix[8]aren mit 3.34 g (20
mmol) Bromessigsaureethylester und 3.5 g (25 mmol) Ko.CO3 in 50 ml Aceton.

DC: R;=0.48 (CH,CI, : PE =70 : 30)

Schmelzpunkt : 170 — 175 °C

Raman Wellenzahl (cm'1): 2968, 2907 st, br; 2780, 2712 w; 1776, 1680 m; 1604, 1452 st;
1400, 1365 w; 1335 m; 1304 st; 1241, 1209 m; 1121 st; 1032 m; 1002 m; 927 st, br; 876 m,
br; 834, 827 st; 807, 791, 761, 711, 625, 587, 530, 498, 383 m; 241 st.

'H-NMR (400 MHz, CDCl5) : § = 6.9, s, 2H, Hs, Hs; 4.13, s, 1H, Hzen; 4.05, s, 2H, Hg; 4.03, s,
1H, Hzex; 4.01's, 2H, Hyo; 1.1, s, 9H, t-Bu; 1.0, t (J=7 Hz), 3H, Hy4.

3C-NMR (100 MHz, CDCl3) : & = 169 Cg; 153 Cy; 147 Cy4; 133 Cs, Cs; 126 C,, Cg; 70 Cg; 62
Cio; 34 C7; 31 t-Bu; 14 Cqs.

Reaktionen mit Lawesson Reagenz (LR) zur Thionylierung (s. hierzu Abschn. 4.1.2):

Die Essigsaureethylestercalixarene wurden nach Trocknung in  wenig Xylol
(lIsomerengemisch) geldst und mit in Xylol suspendiertem LR portionsweise versetzt. Die
Mischungen wurden solange unter RuckfluR gerlihrt, bis alles LR aufgebraucht war
(Kontrolle mittels DC). Die Reinigung und Aufarbeitung wurde an einer mit Silikagel gefillten

Saule durchgeflhrt.

s S
. H,;CO P/ \P// OCH

2,4-Bis(4-methoxyphenyl)-1,3,2,4-dithiadiphosphetan 2,4-disulfid

3.4 Beschichtung von SERS-Substraten

Zur Herstellung der SAM (,self assembled monolayers’, s. Abschn. 2.2.4) der
unterschiedlichen Beschichtungssubstanzen wurden SERS-Substrate (Metallfilme Uber
Nanopartikeln bzw. mikrostrukturierte Substrate) in Losungen der Verbindungen eingelegt.

Aliphatische und aromatische Thiole wurden aus 10 mM ethanolischen Ldsungen der
jeweiligen Verbindung immobilisiert. Die Beschichtung war entsprechend der gemessenen
SERS-Intensitaten innerhalb weniger Minuten abgeschlossen. Zur Sicherung einer
tatsachlich vollstandigen Bedeckung wurden die Substrate fir 30 min in die Losungen
eingelegt. Die verschiedenen Farbstoffe (Rhodamin-B-isothiocyanat, Dithizon, Kristallviolett)

wurden innerhalb von zwei Stunden aus 1 mM ethanolischen Lésungen immobilisiert.
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Calixaren-Beschichtungen wurden durch Einlegen der Substrate fir drei Stunden in 10 mM
Lésungen der Thiocarbamoyl-Derivate in Chloroform hergestellt.

Fur die Beschichtungen mit 6-Thio-6-deoxy-cyclodextrinen wurden diese in Konzentrationen
von 10 mg/mL in Wasser (seralpur®) suspendiert und die Substrate fiir zwéIf Stunden in die
Suspension eingelegt.

Fir Messungen an mit Oligonukleotiden beschichteten Substraten wurden die
Neukleobasen, Einzelnukleoside, Einzelstrdange und Hybridisierungsprodukte der
Einzelstrange fur 18 Stunden aus walrigen Lésungen immobilisiert. Die Konzentration der
Basen wurde mit 5 mg/ml vorgegeben. Die Einzelstrang-DNA wurde nach Herstellerangaben
in Portionen zu 5 nmol pro Packungseinheit geliefert. Bei der Immobilisierung ergaben sich
daher fur die Einzelstrange Konzentrationen von 5nmol/10uL (entsp. 500 mM) und fiur die

Hybridisierungsprodukte von 5 nmol/20uL (entsp. 250 mM).

Eine zusammenfassende Ubersicht liber die Beschichtungsbedingungen ist in Tabelle 3.1

gegeben.

Verbindung Konzentration Losungsmittel Dauer [h]
aliphatische und 10 mM Ethanol (uvasol®) 0,5
aromatische Thiole
Farbstoffe 1 mM Ethanol (uvasol®) 2
Calixarene 10 mM Chloroform (puriss. p.a.) 3
Cyclodextrine 10 mg/mL Wasser (seralpur®) 12
Nukleinbasen 5 mg/mL Wasser (seralpur®) 12
Nukleoside 5 mg/mL Wasser (seralpur®) 18
DNA-Proben 250 mM (5 nM/20 pL) Wasser (seralpur®) 18

Tabelle 3.1  Ubersicht (iber die Bedingungen zur Beschichtung von SERS-Substratne mit

unterschiedlichen Verbindungen.

Nach beendeter Beschichtung wurden die Substrate mehrfach mit dem entsprechenden
Losungsmittel gespllt. Besonders bei den flichtigen Thiolen war aufgrund der
Geruchsbelastigung eine grindliche Reinigung nétig. Nach dem Spulen wurden die
Substrate, sofern nicht direkt eingesetzt, in einem Exsikkator aufbewahrt.

Thiol-Beschichtungen erwiesen sich tUber Wochen als stabil. Substrate, die mit Calixaren
beschichtete waren, hielten sich etwa 4 Wochen, solche mit Cyclodextrin-Beschichtungen

etwa 2 Wochen. Mit Ausnahme der bei den Langzeitmessungen verwendeten, mit
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Cyclodextrin beschichteten Substrate, wurde kein Substrat langer als eine Woche nach der

Beschichtung verwendet.

3.5 Adsorption von Analyten an beschichtete Substrate

Die Adsorption der unterschiedlichsten Verbindungen an beschichtete SERS-Substrate
wurde entweder aus der gasformigen oder der flissigen Phase vorgenommen.

Zur Adsorption aus der Gasphase wurde das beschichtete Substrat in einem
handelsublichen 250 ml Zweihalskolben im Fokus des Lasers positioniert. Bei leichtflichtigen
Verbindungen wurde der Kolben mit einem Septum verschlossen und dann eine definierte
Menge des Analyten in den Kolben eingespritzt. Feste Verbindungen wurden direkt nach der
Positionierung des SERS-Substrates in den Kolben gegeben und der Kolben direkt nach der

Zugabe verschlossen.

Probenkammer
_ / \
Kolb

Septum\A
| / bstrat-

7 halter

| SERS-

- 7~ Substrat
Objektiv/ < 4= Analyt
=
O = xv-Tisen
Abbildung 3.13 Experimenteller Aufbau zur SERS-Messung von Adsorptionen aus der
Gasphase.

Adsorptionen aus der flissigen - meist der walrigen - Phase wurden in Kivetten flr die
Spektroskopie untersucht (s. Abb. 3.14). Hierzu wurde das Substrat in der Kivette im
Laserfokus justiert und die Losung mit dem Analyten Uber eine Pipette zugegeben. Da sich
der Fokus in der Losung gegeniber der Luft veranderte mufdte nach Zugabe der Probe

nachjustiert werden.
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«— Probenkammer —, 7

Proben- L

kopf Objektiv Kuvette

N
SERS-
Substrat

XY-Tisch
—
Abbildung 3.14 Experimenteller Aufbau zur SERS-Messung von beschichteten

Substraten und zur Adsorption von Analyten aus Lésungen.

Der in Abbildung 3.15 dargestellte Aufbau zur Messung in Quarzkapillaren wurde zur
Aunahme von Raman-Spektren fir Ubel riechende Verbindungen, wie z.B. Thiole,
organische Disulfide 0.4. genutzt sowie fur SERS-Messungen an Hydrosolen, wie in
Abschnitt 4.7 beschrieben. Um einen schnellen Wechsel der Kapillaren bzw. ein schnelles

Homogenisieren des Hydrosols zu ermdéglichen waren die Kapillaren im Probenhalter nur

geklemmt.
e Probenkammer —
Proben- Al .
kopf Objektiv [l «—— Quarzkapillare
i o < Probenhalter
< Probe
XY-
‘ ‘ ‘/TISCh
Abbildung 3.15 Experimenteller Aufbau zur Raman-Messung von (belriechenden

Reinsubstanzen sowie zur SERS-Messung an Hydrosolen (vgl.
Abschn. 4.7).
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4. Ergebnisse und Diskussion

4.1 Charakterisierung der Beschichtungssubstanzen

4.1.1 Cyclodextrine

Die in Abschnitt 3.3.1 beschriebenen Synthesen mit Cyclodextrinen lieferten Verbindungen,
die sich zur Beschichtung von SERS-aktiven Oberflachen nutzen lieRen. Die einzelnen
Verbindungen wurden nach Standardmethoden isoliert, gereinigt und charakterisiert.

Es zeigte sich, dald die Ausbeuten bei Arbeiten unter Schutzgasatmosphare mit wasserfreien
Reagentien und Ldésungsmitteln erhoht werden kdnnen. Besonders bei der Verseifung des
Thioesters mit 3M Natriummethanolat/Methanol-Loésung erhdhte der Einsatz von
wasserfreiem Methanol die Ausbeute signifikant. Einbuf’en an Produkt kamen jedoch
wahrend der Aufarbeitung der Produkte zustande. Da durch das Kaliumthioacetat selbst
nach mehrfachem Umkristallisieren noch fluoreszierende Verunreinigungen eingeschleppt
wurden, mufdten die Rohprodukte wiederholt aus DMF/Methanol umkristallisiert werden. Die
Ausbeuten sanken im Zuge der Reinigung auf Werte um 20 bis 30 Prozent. Als Ergebnis
erhielt man nach der Trocknung Uber Phosphorpentoxid weile, geruchlose Feststoffe, die in
DMF, DMSO und Pyridin l6slich waren und im Raman-Spektrum keine Fluoreszenz mehr

aufwiesen.

HOH X
Ho DMF / PPH3 / Xo (X=B, I) Ho
HO =\ H Ho \
O/
H n=6,78 H o~ n
a)
H SCOCH, H SH
HyC-COSK Ho NaOMe/MeOH Ho
—_— —_—
HO H HO H
DMF OH.. DMF o
H 0 N H % .
b)
H SH
NaSH Ho
—_—
HO H
DMF o
H 0 .
Abbildung 4.1 Reaktionsschema der Alternativroute nach Gadelle und Defaye™.

Alternativ wurde eine weitere Syn’[heseroutgll verfolgt. Bei dieser sollten die Edukte mit

einem Halogen (Brom oder lod) und Triphenylphosphin in DMF umgesetzt werden. Fir diese
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Reaktion wird ein ahnlicher Verlauf wie bei der Aktivierung von Alkoholen bei nukleophilen
Substitutionen Uber ViIsmeier-Haack-KompIeX(,E angenommen; das halogenierende Agens

wird in-situ erzeugt.

Die Substitution zum Thiol erfolgte dann vergleichend zum einem Uber die bekannte
Spaltung des Thioesters (Fall a in Abb. 4.1) und zum anderen direkt mittels eines
Hydrogensulfids (Fall b in Abb. 4.1). Wahrend sich Uber die Spaltung von Thioestern noch
geringe Ausbeuten an den gewlnschten Produkten isolieren lielRen, brachte die Umsetzung
mit Natriumhydrogensulfid keinen Erfolg. Zudem waren die Ausbeuten sehr gering, da im
Vergleich zu der o. g. Synthese nach Tabushi die Rohprodukte stark verunreinigt und im

Zuge der Reinigung die Verluste an Produkt zu grof3 waren.

NMR-Spektren (s. Tab. 4.1 und 4.2). Die gemessenen Verschiebungen der 'H und *C
NMR-Signale samtlicher Produkte und Zwischenstufen stimmen gut mit den Literaturwerteri‘z_"LI
Uberein. Die Modifizierung der Cyclodextrine am Cg-Atom zeigt sich in der chemischen
Verschiebung der Methylenprotonen (Hg) des primaren Alkohols. Nach der Einfihrung des
Broms wird das Signal Hochfeld verschoben und spaltet merklich auf. In den "H-Spektren der
Thiolcyclodextrine tritt ein zusatzliches Protonensignal zwischen 2.10 und 2.15 ppm auf,
welches von der Verschiebung her dem Thiol zuzuordnen ist. Durch 'H-COSY erhaltene
Crosspeaks liefern den Nachweis, dal® sowohl Brom als auch Schwefel an der gewiinschten
Position, dem Cgz Atom, im Molekul gebunden sind. Die Integration der Signale zeigte jeweils

eine nahezu vollstandige Substitution bei Werten um 0,9 SH-Gruppen pro Glucoseeinheit.

H; H, Hs H, Hs He SH
o | 485 3.27 3.53 3.36 3.55 3.63
CD [ p | 482 3.28 3.53 3.35 3.59 3.64
y | 4.87 3.29 3.57 3.34 3.51 3.60
o | 4.99 3.36 3.67 3.38 3.83 399 | 3.67
BrCD [ g | 4.96 3.37 3.62 3.35 3.81 4.00 | 3.65
y | 5.02 3.40 3.58 3.35 3.82 3.97 | 3.67
o | 493 3.36 3.59 3.34 3.68 320 | 275 | 2.12
TCD | g | 4.92 3.34 3.60 3.33 3.66 3.18 | 2.77 | 2.10
vy | 4.96 3.35 3.57 3.41 3.73 316 | 2.80 [ 2.15

Tabelle 4.1 "H-Verschiebungen der Cyclodextrine und ihrer Derivate
(CD = Cyclodextrin; BrCD = Bromderivat; TCD = Thiolderivat).
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Die Verschiebung des ®C-Signals fiir das Cg-Atom nimmt von ca. 60 ppm auf 34-35 ppm bei
den Bromverbindungen und 25-26 ppm bei den Thiolverbindungen ab. Da die Signale der
anderen Kohlenstoffatome wahrend der Synthese stabil bleiben, ist davon auszugehen, dal}
das Kohlenstoffgertst der Verbindungen wahrend der Synthesen erhalten bleibt und keine
Reaktionen an den anderen Kohlenstoffatomen stattfinden, bzw. daf® die Nebenprodukte

abgetrennt werden.

C C. | Cs | Ci | Cs | Co

o | 1020 | 721 | 733 | 821 | 721 | 60.0

CD [B | 1020 | 725 | 733 | 816 | 722 | 60.0
v | 1021 | 727 | 737 | 812 | 722 | 59.9

o | 1022 | 719 | 728 | 851 | 71.0 | 350
BrCD [ g | 1022 | 721 | 724 | 847 | 71.1 | 34.6
y | 1021 | 723 | 722 | 841 | 71.1 | 34.4

o | 1020 | 721 | 724 | 848 | 719 | 25.7

TCD [ g [ 1021 | 722 | 723 | 851 | 716 | 25.9
vy | 1019 | 723 | 721 | 847 | 715 | 25.4

Tabelle 4.2  ">C-Verschiebungen der Cyclodextrine und ihrer Derivate.

Raman-Spektren. Die Raman-Spektren der Cyclodextrinderivate sind am Beispiel des o-
Cyclodextrins in Abbildung 4.2 dargestellt. Alle reinen Verbindungen zeigen typische CHj
Streckschwingungsbanden um 2900 cm™. Die Ausgangsverbindungen weisen auRerdem
noch eine ganze Reihe Banden in der Fingerprint-Region auf, die allerdings nicht im
einzelnen zugeordnet werden konnten.

Bei den Bromverbindungen fallen zwei starke Banden um 620 und 680 cm™ auf, die im zu
erwartenden BereichEI der C-Br Streckschwingung in zwei unterschiedlichen Konformationen
liegen. Diese beiden Signale sind in den Spektren der Thiolverbindungen nicht mehr
detektierbar. Dafiir tritt eine weitere Bande bei 669 cm™ auf, die einer C-S Streckschwingung
zugeordnet werden kann. Allerdings liegt diese Bande sehr nah an einer der starksten
Banden von DMF, welches in der Synthese als Lésungsmittel verwendet wird und in die
Hohlraume der Cyclodextrine eingelagert werden kann. Die nur in den Spektren der
Thiolverbindungen auftretenden starke Bande bei etwa 2575 cm™ liegt dagegen eindeutig im
charakteristischen Bereich flir S-H Streckschwingungen. Diese Zuordnungen deuten in

Verbindung mit den NMR-Daten auf eine erfolgreiche Syntheseroute hin.
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Abbildung 4.2 Raman-Spektren der in der Synthese auftretenden CDs, sowie das

SERS-Spektrum des TCDs am Beispiel des o-CD. SH-
Streckschwingung in der am Substrat immobilisierten Form (oberstes

Spektrum) nicht mehr erkennbar.

4 1.2 Calixarene

Hier zeigte sich, dal trotz sorgfaltiger Trocknung aller Reagentien und Lésungsmittel bei
Reaktionen nach der Gibbs/Gutsche-Methode keine vollstandige Substitution der Phenole
mittels N,N-Dimethylthiocarbamoylichlorid zu erreichen war. Selbst bei Wiederholung der
Operationen wurden insbesondere fur die groReren Calixarene nur geringe Ausbeuten an
vollstdndig substituierten Produkten erzielt. Durch die nétige saulenchromatographische
Abtrennung des Reaktionsprodukte wurden die Ausbeuten noch weiter reduziert. Eine
Anderung der Reaktionsbedingungen hin zu einer Deprotonierung der Calixarene mit
Natriumhydrid in wasserfreiem Toluol lieferte deutliche bessere Ausbeuten von ca. 50
Prozent nach Reinigung.

Eine Umlagerung nach Newman-Kwart zu den Thiolphenolderivaten (s. Abb. 3.11) verlief in
keinem Fall in die gewlinschte Richtung. Es bildeten sich im Laufe der Reaktion stets braune
teerartige Produkte, welche sich weder mittels Saulenchromatographie trennen noch mit
NMR-, IR- oder Raman-Spekiroskopie identifizieren lieBen. Mehrere Ansatze dieser
Umlagerung lieferten fir alle eingesetzten Calixarene stets das gleiche Ergebnis, so daf

nach einiger Zeit diese Reaktionsflihrung letztendlich nicht weiter verfolgt wurde.
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Alternativ wurde versucht, die Calixarene gemal einer Williamson’schen Ethersynthese mit
Halogenalkanen umzusetzen (s. S. 52), um Uber eine weitere funktionelle Gruppe im
Alkylrest die Einfihrung von Schwefel zu ermdglichen. Versuche mit Bromchlor- oder
Diiodmethan lieferten bei Variierung der Reaktionsbedingungen nur in einem Fall einen
geringen Umsatz zu einem teilsubstituierten Produkt. Im gréfiten Teil der durchgefiihrten
Ansatze konnten die Edukte nach Trennung Uber eine Sdule wiedergewonnen werden.

Die Umsetzungen von Calix[6] bzw. Calix[8]aren mit Bromessigsaureethylester lieferte
vollsubstituierte Produkte in Ausbeuten von 43 % fir Calix[6]- und 59 % flr Calix[8]aren.
Diese Verbindungen sollten im folgenden Schritt mit Lawesson-Reagenz zu
Thionessigsaureestern und weiter zu Thiolen umgesetzt werden (s. S. 52/53). Obwonhl
Umsetzungen mit Lawesson-Reagenz mittlerweile zu den Standardreaktion der organischen
Chemie zahlen und hohe Produktausbeuten Iiefe, bildeten sich bei allen
durchgeflihrten Ansatzen braune teerartige Produkte. Selbst wiederholte intensive
Trocknung samtlicher Reagenzien lieferte keine verwertbaren Produkte, so dald auch diese

Reaktionsfiihrung keine thiol-funktionalisierten Calixarene lieferte und ebenfalls nicht weiter
verfolgt wurde.
By,

t-Bu +Bu
t-Bu
— —
o Xylol o
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Abbildung 4.3 Geplante Umsetzung der Calixarenessigsaureethylester mit Lawesson-

Br,
KQCO3
+ O —_— >
Aceton
o)

OH

Reagenz.

In Tabelle 4.3 ist eine Ubersicht tiber die mit Calixarenen durchgefiihrten Synthese-Versuche

dargestellt.
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Edukt Reagenz Base Bedingungen Ausbeute
p-iso-Propylcalix[4]aren Me,NCSCI NaH Diglyme, A,12 h 18 %
p-iso-Propylcalix[4]aren CH,BrCI NaH Diglyme, A, 12 h kein Umsatz
p-iso-Propylcalix[4]aren CHal, Ko.CO; Aceton, A, 5d kein Umsatz
p-tert-Butylcalix[4]aren Me,NCSCI NaH Diglyme, A, 12 h 16 %
p-tert-Butylcalix[4]aren CH,BrCI NaH | Diglyme, 60°C, 18 h kein Umsatz
p-tert-Butylcalix[4]aren CH,BrClI NaH DMF, 60 °C, 18 h kein Umsatz
p-tert-Butylcalix[6]aren Me,NCSCI NaH THF, A, 18 h kein Umsatz
p-tert-Butylcalix[6]aren CH,BrCI n-BuLi Hexan, -60 °C teerartiges Produkt
p-tert-Butylcalix[6]aren CH,BrCI K2CO3 Aceton, A, 5d 15% (trisubs.)
p-tert-Butylcalix[6]aren CHal, NaH THF, A, 5d kein Umsatz
p-tert-Butylcalix[6]aren | Br-CH,-CO-OC,Hs5 | K,CO; Aceton, A, 5d 43 %
p-tert-Butylcalix[6]aren Me,NCSCI NaH Toluol, A, 24 h 42 %
p-tert-Butylcalix[8]aren CHo.l, NaH Diglyme, A, 18 h kein Umsatz
p-tert-Butylcalix[8]aren CH,BrClI n-BulLi Hexan, -60 °C teerartiges Produkt
p-tert-Butylcalix[8]aren CHoal, K2CO3 THF, A, 5d kein Umsatz
p-tert-Butylcalix[8]aren CH,BrCI Ko.CO; Aceton, A, 5d kein Umsatz
p-tert-Butylcalix[8]aren | Br-CH,-CO-OC,Hs | K,CO3 Aceton, A, 5d 49 %
p-tert-Butylcalix[8]aren Me,NCSCI NaH Toluol, A, 24 h 51 %

Tabelle 4.3:

Ubersicht iiber die zur Modifizierung der Calixarene durchgefiihrten

Synthesen.

Einzig die Calixarene, die mit N,N-Dimethylthiocarbamoylchlorid umgesetzt wurden, lieferten
Verbindungen, die sich auf SERS-Substraten immobilisieren lieRen. Die Auftrennung des
Rohprodukte

Laufmittel

Produktgemisches und die Reinigung der wurde mittels

durchgefinhrt. Als

(Dimethyl(thiocarbamoyl)oxy))calixarene ein Gemisch von Methylenchlorid und Petrolether

Saulenchromatographie wurde far die

im Verhaltnis 70:30 verwendet. Nach der Umkristallisation aus Methanol/Chloroform wurden

die Verbindungen nach Standardmethoden charakterisiert.
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NMR-Spektren In den *C-NMR Spektren (s. Tab. 4.4) treten zu _
den Peaks des Calixarengriindgertistes noch einige weitere Signale
auf. Hierzu gehdrt das Signal des Thiocarbamoylkohlenstoffs bei
188.3 ppm. Diese Verschiebung liegt damit im Bereich der
Literaturwerte®'[] die fiir diese Umgebung mit 185 bis 188 ppm

angegeben werden. Die Peaks der Methylgruppen des Amids

spalten weit auf und werden von 45.5 und 44.9 ppm im Edukt zu
43.2 und 37.8 ppm im Produkt hochfeld verschoben. Die —

Signallagen der Gerust-Kohlenstoffe bleiben weitestgehend stabil. Nur die Peaks der

N
137 °\14_|q=638

Kohlenstoffkerne nahe der Carbamoyl-Funktion &ndern ihre Lage um maximal 1 ppm.

Die "H-NMR-Spektren ( s. Tab. 4.5) zeigen ein ahnliches Bild. Das Signal des phenolischen
Protons um 10 ppm tritt nicht mehr auf. Die Verschiebung der beiden aromatischen Protonen
andert sich von 7.3 auf 7.1 ppm. Die klar getrennten Dubletts der Protonen der
Methylenbricke zwischen den phenylischen Einheiten bei 4.4 und 3.6 ppm werden zu
tieferem Feld und Werten um 4.5 ppm verschoben. Diese beiden Protonen stellen ein AB-
System mit einer Kopplungskonstanten von 7 Hz dar. Die Protonen der beiden
Methylgruppen am Stickstoff liefern in den Spektren Peaks bei 3.4 und 3.1 ppm. Die
Protonen der tert-Butylgruppe ergeben sowohl bei Spektren von Edukt und Produkt ein

scharfes Singulett bei 1.3 ppm.

Ci C2, Cs | C3,Cs Cq Cs Cs | Cou Ciz Ciz | Cua
Edukt[6] 149 | 125.5 | 130.2 | 146.5 | 33.1 | 34.3 | 31.6 - - -
Edukt[8] | 148.1 | 125.0 | 129.1 | 146.0 | 32.8 | 34.0 | 31.5 - - -

Produkt[6] | 148.6 | 126.6 | 132.0 | 146.9 | 37.6 | 34.7 | 31.9 | 183.7 | 43.8 | 37.6

Produkt[8] | 147.1 | 126.0 | 129.1 | 1449 | 36.8 | 34.0 | 31.2 | 188.3 | 43.2 | 37.8

Tabelle 4.4  "3C-Verschiebungen der Calixaren-Verbindungen

Hs Hs | H7a Hz | t-Bu | -OH | -NCH; | -NCH;
Edukt[6] | 7.28 | 4.45/358 | 1.29 | 9.9 - -
Edukt[8] | 7.3 | 4.43/357 | 1.30 | 9.7 - -

Produki[6] | 7.16 | 459 |1.30| - | 3.47 | 3.21

Produki[8] | 7.13 | 451 |127| - | 3.31 | 3.11

Tabelle 4.5 'H-Verschiebungen der Calixaren-Verbindungen
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Die Raman-Spektren der (Dimethy(thiocarbamoyl)oxy)-calixarene sind von den
Schwingungsbanden des Calixarengrundgeristes dominiert. Aufierdem zeigen sie die in
Abbildung 4.4 mit Pfeilen gekennzeichneten zusatzlichen Schwingungsbanden. Hierzu
gehoéren eine Thioamidbande (-C:S-N-) von mittlerer Intensitit bei 1680 cm™ und einige
schwache CN-Schwingungen bei 1487, 1399 und 1367 cm’. Die gemessene
Thiocarbamoylbande liegt bei 1106 cm™ und damit im zu erwartenden Bereich. Zusétzliche
CC-, C:S- und CNC-Schwingungsbanden von mittlerer bis schwacher Intensitat treten im
Fingerprint-Bereich zwischen 1000 und 700 cm™ auf. Weiterhin kann eine schwache Bande
bei 428 cm™' einer NC:S Deformationsschwingung zugeordnet werden. Einige der
beschriebenen Stuktureinheiten im Produkt kdnnen eine Kopplung an SERS-aktive Metalle
ermoglichen wie in Abschnitt 4.2.2 gezeigt wird.

Die spektroskopischen Daten aus den Raman- und NMR-Spektren weisen damit auf eine

erfolgreiche Synthese der Calixarene hin.
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Abbildung 4.4 Raman-Spektren der Calixarenderivate am Beispiel des Calix[8]arens -

im Produkt zuséatzlich auftretende Banden sind mit Pfeilen
gekennzeichnet - sowie das SERS-Spektrum nach Immobilisierung auf

einem Silbersubstrat.
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4.2 Charakterisierung beschichteter Substrate

4.2.1 Cyclodextrine

Die auf den SERS-Substraten immobilisierten Cyclodextrine zeigten nur wenige
charakteristische Banden. Die Bande der S-H Streckschwingung bei 2575 cm™ trat in den
SERS-Spektren nicht mehr auf. Es ist davon auszugehen, dald der Uberwiegende Teil der
Thiolgruppen eine kovalente Bindung zum Metall ausgebildet hatte, was zu einer erhdhten
Stabilitdt der Beschichtung fuhrte. Es wurden nur zwei beschichtungscharakteristische
Banden bei 503 und 724 cm™ detektiert. Die nicht ohne weiteres zuzuordnende intensive
Bande bei 503 cm™ trat bei allen immobilisierten Cyclodextrinen auf. Die Bande bei 724 cm™
konnte einer C-S Streckschwingung flr aliphatische Thiole in trans-KonformatiorJ“i_2|
zugeordnet werden. Aufgrund der wenigen charakteristischen SERS-Banden stdren
Cyclodextrin-Beschichtungen die Messung der Analytbanden nur in Ausnahmefallen.
Andererseits sind die Cyclodextrinbanden vorteilhaft als interner Standard zur Normierung
der Analytbanden zu verwenden. Durch die Normierung koénnen die Einflusse der

variierenden Verstarkungen auf die Intensitaten der Spektren reduziert werden.

3000
—_ v-CD
[ 2000
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Abbildung 4.5 SERS-Spektren von o-, B- und y-TCD auf Silber-Substraten.

Abbildung 4.5 zeigt die SERS-Spektren der drei verwendeten Cyclodextrine. Die Spektren
sind weitgehend identisch. Die beiden starksten Banden treten bei allen drei Beschichtungen
im gleichen Intensitatsverhaltnis auf. Auch die weiteren schwachen Cyclodextrinbanden

finden sich in allen Spektiren in einem ahnlichen Intensitatsverhaltnis wieder. Der grofte
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Unterschied liegt im Signal/Rausch-Verhaltnis der Spektren, das von der Verstarkung des

jeweiligen SERS-Substrates abhangig ist.

4 .2.2 Calixarene

Zur Vereinfachung werden die p-tert-Butyl-(dimethyl(thiocarbamoyl)oxy)-calix[n]arene im
Zusammenhang mit der Beschichtung von SERS-Substraten nur noch als Calix[n]aren
bezeichnet. Die SERS-Spektren der Calixarene zeigen wenige scharfe Banden. Die Lage
der Banden und deren Intensitatsverhaltnisse dhneln denen des SERS-Spektrums von N,N-
Dimethylthiocarbamoylchlorid. Die Spektren zeigen die Banden einer symmetrischen
aliphatischen CH-Schwingung (2930 cm™), einer CN-Streckschwingung (1520 cm™), der
NC:S-Gruppe (1386 cm™), einer CS-Streckschwingung (938 cm™), zweier NCS-
Deformationsschwingungen (565 und 445 cm™) sowie einer CS-Deformationsschwingungen
(um 350 cm™). Zusatzlich treten bei den Calixarenen Banden der aromatischen CH-
Schwingung (3010 cm™), von Schwingungen des Calixarengeriistes (1868 und 1603 cm™)
sowie eine Aromatenbande (1002 cm™) auf. Die Bande der CS-Schwingung war beim
Calixaren (938 cm™) gegeniiber dem N,N-Dimethylthiocarbamoylchlorid (932 cm™) um 6 cm™
verschoben. Die Bande der antisymmetrischen aliphatischen CH-Schwingung im Spektrum

des Eduktes bei 2965 cm™ konnte in den Spektren der Calixarene nicht mehr registriert

werden.
3000 -
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Abbildung 4.6 SERS-Spektren der modifizierten p-tert-Butyl-

(dimethyl(thiocarbamoyl)oxy)-calixarene, sowie von N,N-

Dimethylthiocarbamoylchlorid.
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Aus den Spektren zeigt sich, da die Calixarene eine zu N,N-Dimethylthiocarbamoylchlorid
vergleichbare Bindung an die Metalloberflache eingehen. Das Auftreten von CS-Streck- bzw.
-deformationsschwingung deutet auf eine moégliche Anbindung der Verbindungen (ber den
Schwefel an das Metall hin. Aus den vorliegenden Daten &Rt sich jedoch nicht sicher sagen,
ob hierbei Bindungen aufgebrochen werden. Da die Beschichtungen allerdings weniger stabil
waren als Beschichtungen mit Thiolen, wie z.B. p-tert—ButyIcaIix[4]arentetrathiolgs', mufd
davon ausgegangen werden, daf3 die Bindung Uber das Schwefelatom der Thiocarbamoyl-

Gruppe eher koordinativ als kovalent ist.

4.3 Nachweis von gasformigen Duftstoffen mit Hilfe der
SERS-Spektroskopie an unbeschichteten SERS-Substraten

Aufgrund des hohen Nachweisvermdgens der SERS-Spektroskopie war es nicht
Uberraschend, dal® Messungen an vermeintlich sauberen SERS-Substraten nach einer
gewissen Lagerungsdauer mitunter Spektren mit Banden sorbierter organischer Substanzen
lieferten. Um reproduzierbare Messungen der zu untersuchenden Analyte an beschichteten
SERS-Substraten zu gewahrleisten, war es von Interesse, die Herkunft dieser
Verunreinigungen zu untersuchen. Es zeigte sich schnell, dal diese Kontaminationen
besonders nach Reinigung des Laborbodens oder wahrend der Anwesenheit parfimierter
Kollegen im Labor auftraten. Damit lag die Vermutung nahe, dal3 Duftstoffe aus
Reinigungsmitteln, Parfums oder Rasierwassern die Quelle der Kontaminationen bildeten.
Diese Duftstoffe sind zwar fllichtig, sorgen aber Uber funktionelle Gruppen zur Ankopplung
an Oberflachen fir lang anhaltende Duftwirkungen.

Eine detaillierte Untersuchung des Nachweises von Duftstoffen ist nicht nur aus Sicht der
Vermeidung von Kontaminationen der Substrate interessant. Moglicherweise kann die
SERS-Spektroskopie zur einer raschen Identifikation von Duftstoffen in geringen
Konzentrationen dienen. Dieses wirde die Authentizierung teurer Markenprodukte oder auch
die Identifikation unzuldssiger oder gar gesundheitsschadlicher Begleitkomponenten
erlauben. Die Banden von Duftstoffen traten nicht nur auf den als sauber betrachteten oder
mit Wirtsmolekilen beschichteten Substraten auf. Selbst Substrate mit dichten Thiophenol-
Beschichtungen zeigten gelegentlich die zusatzlichen Banden wie in Abbildung 4.7

dargestellt.
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Abbildung 4.7 SERS-Spektren eines Reinigungsmittels (Wischpflege) und von durch

Duftstoffe unbrauchbar gemachten Substraten mit verschiedenen
Beschichtungen. Die von unbekannten Duftstoffen herriihrenden

Banden sind markiert.

Zur systematischeren Uberpriifung des Nachweises von Inhaltsstoffen von Parfums oder
Rasierwassern wurden 50 verschiedene Produkte mit Raman-Spektroskopie und SERS-
Spektroskopie an unbeschichteten Silbersubstraten untersucht.

In den Raman-Spektren der flissigen Proben traten die Banden des als Lésungsmittel
verwendeten Ethanols deutlich hervor. Durch skalierte Subtraktion lieBen sich
Differenzspektren gewinnen (s. Anhang), die haufig eine Vielzahl von Schwingungsbanden

der Duftstoffe aufwiesen, wie es in Abbildung 4.8 exemplarisch dargestellt wird.
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Abbildung 4.8 Raman-Spektren von ausgewéhlten Parfums (Differenzspektren gegen

wélriges Ethanol) sowie der Ausschnitt des Fingerprint-Bereichs

zweier Proben.
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Einige Proben zeigten in den Raman-Spektren, bedingt durch Fluoreszenz, einen hohen
Untergrund, der die Raman-Banden Uberlagerte. Bei allen Verbindungen konnten jedoch
Aromatenbanden zwischen 1000 und 1009 cm™ registriert werden, die auch in den SERS-
Spektren der gasférmigen Duftstoffe auftraten. Die Banden zwischen 1600 und 1700 cm™
liegen im Bereich der Amid |-, C:C-, C:O- oder C:N-Schwingungen. Es zeigen sich weiterhin
Banden in den fiir Ringschwingungen (um 1250 und 800-750 cm™) typischen Bereichen,
sowie in den Bereichen der aliphatischen C-C-Schwingungen (1200 bis 1150 cm™). Auf eine
detailiertere  Zuordnung der Banden wird an dieser Stelle verzichtet, da die
Zusammensetzungen der Produkte in der Regel als Betriebsgeheimnisse behandelt werden

und damit nicht zuganglich sind.

Zur Adsorption der Duftstoffe wurden frisch praparierte Silber-Substrate (AgFON’s, s.
Abschn. 3.2) Gber Nacht in 250 mL Kolben mit 10 pyL des entsprechenden Parfums gelagert.
Bei vollstandiger Verdunstung ergab sich hieraus eine Gasphasenkonzentration an
Lésungsmittel von etwa 40 mg/L. Die Spektren der verschiedenen Proben wiesen erhebliche
Unterschiede in Zahl und Intensitat der Banden auf. Die untersuchten Substanzen sind in
Tabelle 4.6 aufgeflihrt, wobei die Einteilung anhand der Intensitaten der jeweils starksten
Banden (um 1600 cm™) vorgenommen wurde. Eine hohe Intensitdt kann u.a. durch eine
hohe Bedeckung der Oberflache erklart werden. Diese Proben enthalten dann Komponenten
mit funktionellen Gruppen, wie z.B. Amine, Carbonsauren, stickstoff- oder schwefelhaltige

Heterocyclen etc, die eine gute Haftung an der Oberflache erméglichen.
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Intensitat der SERS- Substanz (Hersteller)

Banden um 1600 cm

Angel (Thierry Muggler), Aria (Aria Missoni), Chanel No. 5
Stark (Chanel), CK One (Calvin Klein), CP Night (CP), Salvatore Dali
(Salvatore Dali), Eau Svelte (Christian Dior)

1 for 2 (Moara Shira), Calandre (Paco Rabanne), Casran
(Chopard), Cherruti 1881 (Cherruti), Dali (Salvatore Dali), Jean
Paul Gautier (Gautier), Gloria Vanderbildt (Gloria Vanderbildt),
Mittel Homme (Joop), Irish Moos (Sir), Joop (Joop), Laura (Laura
Biagotti), Lou Lou (Cacharel), Love Life (Avon), Marakech (Maurer
& Wirtz), Marine (Axe), Marbet Woman (Marbet), New Day (Ypno),
Open (Roger & Gallet), Pamir (Blue Up), Roma (Laura Biagotti),

Sotto Voce (Laura Biagotti), Tresor (Lancome), Voice (?)

Casmir (Chopard), C’est la vive (Christian Lacroix), Emporio
(Armani), Gabriela Sabatini (Gabriela Sabatini), Giorgo (Beverly
Hills), L'eau D’lssey (Issey Miyake), Trés Jourdan (Charles
Schwach Jourdan), Nature (Yves Rocher), Noa Noa (Otto Kern), Nuits
Indienne (Jean Louis Scherrer), Organza (Givenchy), Paris (Yves
Saint Lorant), Poison (Christian Dior), Woman Il (Jil Sander),
Scarlett (?), Sun Moon Stars (Karl Lagerfeld), Sun (Jil Sander),
Sunwater (Lancaster), Tabac (Maurer & Wirtz), Wish (Chopard)

Tabelle 4.6  Eine Ubersicht iiber die untersuchten Proben aufgeteilt nach der Intensitét der
stérksten SERS-Bande.

Bei allen untersuchten Verbindungen konnten Banden um 1585, 1364, 1165 und 865 cm™,
sowie Aromatenbanden zwischen 1000 und 1009 cm™ registriert werden. Jedoch waren die
Intensitatsverhaltnisse dieser Banden sehr unterschiedlich. Zu den in allen SERS-Spektren
auftretenden Banden trat noch eine Vielzahl probenspezifischer Banden hinzu, wie in
Abbildung 4.9 an einigen Beispielen dargestellt ist.

Die Parfum-Proben sind anhand ihrer SERS-Spektren gut voneinander unterscheidbar. Die
in allen Spektren auftretenden Banden lassen auf gewisse gemeinsame Komponenten
schliel3en, die noch durch eine Reihe produktspezifischer Zutaten erganzt werden.

Zur Auswertung bezliglich der Inhaltsstoffe waren zwei Strategien denkbar. Zum einen der

Vergleich mit den SERS-Spektren bekannter Zutaten, zum anderen eine Faktorenanalyse
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Jedoch ist die Zahl der Inhaltsstoffe wahrscheinlich zu grof3, so daf® der Aufwand zu hoch

wurde.
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Abbildung 4.9 SERS-Spektren einiger ausgewéhlter Parfums nach 24 Stunden

Exposition der Substrate.

Die Spektren wurden nach 24-stiindiger Exposition der Substrate gemessen. Nach dieser
Zeit kann - basierend auf den Erfahrungen bei der Beschichtung von SERS-Substraten mit
Thiolen - von einer vollstandigen Belegung der Metalloberflache ausgegangen werden. Die
Adsorptionsschichten waren derart stabil, dal sie nicht durch Spilen mit verschiedenen
Lésungsmitteln entfernt werden konnten.

Bei den normalen experimentellen Arbeiten im Labor werden die SERS-Substrate nattrlich
erheblich geringeren Konzentrationen der Duftstoffe ausgesetzt. Zur Abschatzung der bei
den ublichen Expositionszeiten im Labor  bzw. Exsikkator  zulassigen
Duftstoffkonzentrationen wurde versucht, die Adsorptionsrate durch die Messung des
Zeitverlaufs zu bestimmen. Dem beschriebenen Aufbau zur Adsorption aus der Gasphase
entsprechend (Abschn. 3.5, Abb. 3.12) wurden verschiedene Konzentrationen von
ausgewahlten Parfums (Losungsmittel + Duftstoffe) vorgegeben. In Abbildung 4.10 ist am
Beispiel des Parfums Marakech (Maurer & Wirtz) dargestellt, wie sich schon bei einer
Konzentration von 5 mg/L im Gasraum des Kolbens die Aromatenbande bei 1008 cm’
innerhalb weniger Minuten detektieren 1a3t. Die Bandenhdhe fur Konzentration von 5 bzw.
20 mg/L zeigt, dald innerhalb von finf bzw. einer Minute die Halfte der Oberflache belegt ist.
Der Endzustand der Oberflachenbelegung ist fir eine Konzentration von 20 mg/L nach
knapp drei Minuten, und von 5 mg/L nach ca. 20 Minuten erreicht. Die Bandenhdhen fir

diesen Zustand liegen fur beide dargestellten Konzentrationen im gleichen Bereich.
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Abbildung 4.10 Héhe der 1008 cm™ Aromatenbande des Parfums Marakech (Méurer &

Wirtz) auf einem Silber-Substrat. Konzentrationen an Parfum im

Gasraum des Expositionskolbens 5 bzw. 20 mg/L.

Schatzungen auf der Basis dieser Messungen flihren zu dem Ergebnis, dall eine
Gasphasenkonzentration von 20 ug/L in der Laborluft ausreicht, eine Substratoberflache
innerhalb eines Arbeitstages zu belegen. Bei einer einmonatigen Lagerung in einem
Exsikkator wirde schon eine Konzentration von nur 500 ng/L ausreichen, um die Substrate
unbrauchbar zu machen. Setzt man das Volumen des Labors mit 100 m® und das des
Exsikkators mit 5 | an, so ergeben sich Absolutmengen von 2 g fir das gesamte Labor bzw.
2,5 ug fir den Exsikkator. Da die Hauptbestandteile jedes Parfums Losungsmittel sind (z.B.
Ethanol, Isopropanol), liegen die Konzentrationen der Duftstoffe selbst um GréRRenordnungen

unter den angegebenen Werten.

Die SERS-Messungen an Parfums zeigen, daf® eine sichere Unterscheidung von
Markenprodukten und Plagiaten allein anhand der Gasphasenzusammensetzung in kurzer
Zeit mdglich sein sollte. Abbildung 4.11 zeigt dies am Beispiel von Casmir (Chopard) und
dessen kostenginstigem Plagiat Pamir (Blue Up). Diese Produkte &hneln sich in
Verpackung, Farbe und Geruch, jedoch kostet das Original ca. das Funffache. Beide
Produkte zeigen eine Aromatenbande bei 1007 cm™, jedoch weist das Markenprodukt

deutlich starkere Banden in den Bereichen um 1600, 1400 und 1150 cm™ auf.
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Abbildung 4.11 SERS-Spektren eines teuren Markenduftes (Casmir von Chopard) und

seines deutlich giinstigeren Plagiats (Pamir von Blue Up).

Die durchgefiihrten Experimente zeigen, daf® durch Duftstoffe wie sie Parfums, Deodorants,
Rasierwassern und Reinigungsmitteln enthalten sind, nicht zu unterschatzende Stérungen
von SERS-Messungen entstehen kénnen. Da die Adsorption an beschichteten und an
unbeschichteten Substraten irreversibel verlauft, ist eine entsprechende Sorgfalt und
Planung bei den SERS-Experimenten und der Reinigung der Labors zwingend notwendig.
So koénnen die Metalloberflachen frisch hergestellter SERS-Substrate schon bei der
Entnahme aus der Aufdampfanlage durch UbermaRigen Duftstoff-Einsatz vergiftet und
dadurch unbrauchbar gemacht werden. Substrate sollten daher Uber langere Zeit moglichst

unter einer Schutzgasatmosphare in einem Exsikkator gelagert werden.

4.4 Nachweis halogenierter Kohlenwasserstoffe in der
Gasphase mit SERS-Substraten mit Cyclodextrin-

Beschichtungen

Eine entscheidende Voraussetzung zur Anwendung der SERS-Spektroskopie flir chemo-
optische Sensoren liegt in der notwendigen Sorption an die SERS-aktive Metalloberflache.
Die reinen Metallschichten weisen nur sehr unselektive Sorptionseigenschaften auf und sind
chemisch reaktiv. Dieses Problem kann durch die chemische Modifizierung der Metalle
umgangen werderllz‘l. Daher mussen fur die Analyte selektive Sorptionszentren auf den

Metalloberflachen geschaffen werden. Eine Mdglichkeit hierflr bieten die in Kapitel 2 und 3
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schon erwahnten Kafigmolekile, die mit den Analyten Wirts-Gast-Komplexe bilden kdonnen.
Diese nah an der Oberflache eingelagerten Verbindungen sollten sich dann SERS-
spektroskopisch detektieren und identifizieren Iassenﬂfl

Fur die vorliegenden Untersuchungen wurde eine Reihe umweltrelevanter
Verbindungsklassen ausgewahlt. Hierzu zahlen z.B. leichtflichtige halogenierte
Kohlenwasserstoffe. Sie finden groftechnisch als Lésungsmittel Einsatz und weisen ein
gesundheitsschadliches Potential au@. Zur Messung der Adsorption der halogenierten
Kohlenwasserstoffen Di-, Tri-, und Tetrachlormethan, Tri- und Tertachlorethylen, 1,1-
Dichlorethan sowie Bromchlormethan wurden mit Cyclodextrin beschichtete Substrate
verwendet. Gemal des in Abschn. 3.5 beschriebenen experimentellen Aufbaus wurden die
vorgelegten Analytvolumina so gewahlt, dal} sich nach vollstandiger Verdampfung im Kolben
eine Gasphasenkonzentration von etwa 100 mg/L ergab.

In den SERS-Spektren finden sich zusatzlich zu den Banden der immobilisierten
Cyclodextrine die starksten Schwingungsbanden der Analyte. Abbildung 4.12 zeigt diese
zusatzlich auftretenden Banden fir alle verwendeten Cyclodextrine exemplarisch am
Beispiel von Dichlormethan. Auflerdem sind die SERS-Spektiren verschiedener anderer
Verbindungen gezeigt, die an den Substraten sorbiert wurden. Die Lage der Banden der
adsorbierten Verbindungen entspricht denen der Reinsubstanzen, so dal} eine eindeutige
Zuordnung moglich ist. Dieses wird noch dadurch erleichtert, dall die untersuchten

Verbindungen mehr als nur eine starke Bande im Bereich zwischen 200 und 1500 cm™

aufweisen.
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Abbildung 4.12 Zuordnung der Banden von adsorbiertem Dichlormethan anhand des

Raman-Spektrums der Reinsubstanz (links), sowie typische SERS-
Spektren von halogenierten Kohlenwasserstoffen an mit verschiede-

nen Cyclodextrinen(s. Tab. 4.7) beschichteten Substraten (rechts).
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Der zeitliche Verlauf der Adsorption kann Uber das Verhaltnis der Analytbanden zu den
Banden der Beschichtung bestimmt werden. Ein solcher Zeitverlauf ist flr Chloroform und
die drei Cyclodextrine in Abbildung 4.13 dargestellt. Ausgewertet wurde das Verhaltnis das
Integral der Chloroformbande bei 665 cm™ zum Integral der Cyclodextrinbande bei 503 cm™.

Die Gestalt der Adsorption entspricht einer Langmuirschen Adsorptionsisotherme.
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Abbildung 4.13 Zeitabhéngigkeit der Chloroform-Bande bei 665 cm™ wéhrend der

Einlagerung des Analyten in die verschiedenen Cyclodextrine.

Der Gleichgewichtszustand der Adsorption ist nach wenigen Minuten erreicht. Zwischen den
Substraten treten jedoch grofle Unterschiede in den Signalintensitaten auf, was
insbesondere bei den MeRergebnissen fur -Cyclodextrin auffallt. Diese Unterschiede zeigen
sich nicht nur bei Substraten mit unterschiedlichen Cyclodextrin-Beschichtungen sondern
auch bei solchen mit derselben Cyclodextrin-Beschichtung. Sie werden im wesentlichen
durch die Morphologie der Substrate bedingt, da deren Oberflachen durch die
Aluminiumoxidpartikel rein stochastisch aufgerauht sind.

Derartige SERS-Substrate mit einer Rezeptorschicht aus Cyclodextrinen ermaoglichen
lediglich den qualitativen Nachweis von flichtigen halogenierten Kohlenwasserstoffen. Sie
arbeiten nicht reversibel und die Desorption der Analyte verlangte recht drastische
Bedingungen, da die Wirts-Gast-Komplexe infolge vielfacher van-der-Waals-
Wechselwirkungen sehr stabil sin(J&_Lil. Durch intensives Spulen mit Wasser und
anschlieende Trocknung konnten die Analyte eliminiert und die Substrate fir weitere
Messungen verwendet werden. Fur quantitative Bestimmungen bergen diese Sensoren zu
viele Unsicherheiten, eine Verwendung als Dosimeter fliir Langzeitexpositionen ist jedoch
denkbar. Eine Ubersicht Uber die Adsorption verschiedener halogenierter

Kohlenwasserstoffe ist in Tabelle 4.7 gegeben.
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Tabelle 4.7  Ubersicht zur Adsorption verschiedener halogenierter Kohlenwasserstoffe an
mit Cyclodextrin beschichteten Substraten aus der Gasphase (+ =

nachgewiesen, - = nicht adsorbiert, o = schwache Signale).

4.5 Adsorption aromatischer Verbindungen an
unterschiedlich beschichteten SERS-Substraten

Aromatische Verbindungen werden heutzutage vielfaltig eingesetzt, wobei sich je nach
Substituenten verschiedenste Verwendungsmdglichkeiten ergeben. Die BTXE-Aromaten
(Benzol, Toluol, Xylole, Ethylbenzol) finden grofitechnisch als Lésungsmittel Anwendung.
Verbindungen wie Anisole, Anilin oder aromatische Aldehyde sind wichtige
Ausgangsverbindungen der chemischen Industrie. Nitrierte Aromaten werden z.T. als
Sprengstoffe und Triazine als Pestizide genutzt. Der grofite Teil der hier gemessenen
Verbindungen weist ein nicht unerhebliches umwelt- und gesundheitsschadigendes Potential
auf, so dal neue Analysenmethoden stets von Interesse sind.

Mit Calixarenen und Cyclodextrinen standen zwei verschiedene Typen von
Beschichtungsmolekilen zur Verfliigung, deren Sorptionseigenschaften bezlglich
aromatischer Verbindungen aus der Gas- und der walirigen Phase untersucht wurden. Fir
den Nachweis der verschiedenen Kompenenten eines BTXE-Gemisches in Boden wurden
Bodenproben mit verschiedenen Mengen dieses Gemisches versetzt und Headspace-
Messungen in der Gasphase Uber den Bdden durchgefuhrt.
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4.5.1 Adsorption aus der Gasphase

Die Messungen von Aromaten aus der Gasphase wurden hauptsachlich mit Cyclodextrin-
beschichteten Substraten durchgefiihrt. Von festen Verbindungen wurden jeweils 10 mg in
den Kolben eingewogen, von flissigen ein solches Volumen gewahlt, welches bei
vollstandiger Verdampfung eine Gasphasenkonzentration von 100 mg/L geliefert hatte.
Dieser Zustand wurde jedoch nicht abgewartet, da lediglich Messungen qualitativer Art
beabsichtigt waren. Untersucht wurden substituierte einkernige Aromaten mit maximal drei
Substituenten, sowie die beiden mehrkernigen Aromaten Naphthalin und Anthracen.

SERS-Substrate, die mit a-Cyclodextrin beschichtet waren, ermoéglichten den Nachweis von
mono- und disubstituierten Aromaten mit kleinen Resten. Hierzu zahlen Anilin, die
verschiedenen Kresole, Toluol, o-Xylol und Naphthalin. Verbindungen mit sperrigen
Nitrogruppen als Substituent lieRen sich nicht mit a-CD-Beschichtungen nachweisen. Die

erhaltenen Spektren sind in Abbildung 4.14 anhand von Beispielen dargestellit.

12000 '\ .
| Naphthalin { | .
|
10000 - .. N
Anilin d oy
g T | \ ! |
A |
W 8000 -] roa :
s o-Xylol ! ! : :
::(_E' | | | ! |
® 60004 m-Kresol 1 Py
c i ! )
o I
= Lo '
= | ) |
4000 4 p-Kresol f
I - \ I
o-Kresol \ Banden )
2000 | / \
T T T T T N T '/
1200 1000 800 600 400
Wellenzahl (cm™)
Abbildung 4.14 SERS-Spektren verschiedener aromatische Substanzen auf einem o-

CD-Substrat nach zweistiindiger Exposition. Die Bereiche der CD-

Banden sind zusétzlich gekennzeichnet.

Die B-CD-Beschichtung ermdglichte zudem die Adsorption von hdher substituierten
Aromaten. Hier konnten im Vergleich zu «o-CD-Ké&figen zusatzlich auch nitrierte
Verbindungen und Anthracen nachgewiesen werden. In Abbildung 4.15 sind einige typische

mittels B-CD-Substraten erhaltene Spektren dargestellit.
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Intensitat (b. E.)

Abbildung 4.15
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SERS-Spektren verschiedener aromatische Substanzen auf einem [-

CD-Substrat nach zweistiindiger Exposition (bei Anthracen 1 Tag). Die

Bereiche der CD-Banden sind zusétzlich gekennzeichnet.

Mit y-CD beschichtete Substrate ermdglichten den qualitativen Nachweis des groften Teils

der untersuchten Verbindungen. Nicht nachgewiesen konnten 2,4- und 2,6-Dinitrotoluol, was

auf den niedrigen Dampfdruck der Verbindungen zurtckgefuhrt wird. In Abbildung 4.16 sind

einige typische Spektren,

dargestellt.

Abbildung 4.16
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sind zusatzlich gekennzeichnet.
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Die Identifizierung der adsorbierten Verbindungen kann auch in diesem Fall durch Vergleich
mit den Raman-Spektren der Reinsubstanzen durchgeflhrt werden. Da alle untersuchten
Verbindungen &hnliche Aromatenbanden im Bereich zwischen 995 und 1020 cm™ aufweisen,
mussen u. U. weitere Schwingungsbanden fur die ldentifizierung herangezogen werden.
Hierzu kommen Ringdehnungsschwingungen unterhalb von 800 oder Gerlstschwingungen
oberhalb von 1200 cm™ in Betracht.

Eine Ubersicht Gber den qualitativen Nachweis unterschiedlich substituierter aromatischer
Verbindungen nach Adsorption an mit Cyclodextrin beschichteten SERS-Substraten ist in

Tabelle 4.8 gegeben.
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Tabelle 4.8  Ubersicht zum Nachweis verschiedener substituierter Aromaten nach Sorption
an mit Cyclodextrin beschichteten Substraten aus der Gasphase

(+ nachgewiesen, - nicht nachgewiesen).

Ebenso wie die leichtfliichtigen halogenierten Kohlenwasserstoffe lieRen sich auch die
adsorbierten Aromaten durch Spllen mit Wasser wieder aus den Cyclodextrinen
auswaschen. Die gespllten Substrate konnten nach anschlieRender Trocknung fir weitere
Messungen wiederverwendet werden. Da Wasser offensichtlich die Einschlu3verbindungen
zerstort, konnten Substrate mit Cyclodextrin-Beschichtungen nicht zur Untersuchung der

Adsorption aus der walrigen Phase verwendet werden.

Die Adsorption mehrerer Komponenten aus Gemischen wurde fur die BTXE-Aromaten
untersucht. Das eingesetzte flissige Gemisch setzte sich zu gleichen Volumenanteilen aus
Benzol, Toluol, o-, m-, p-Xylol und Ethylbenzol zusammen. Gemessen wurde die Adsorption
zum einen der verdunsteten Substanzen, zum anderen aus der Gasphase Uber zuvor mit
dem BTXE-Gemisch praparierten Bodenproben. Als Boden wurde ein sandiger Lehmboden
(Speyerer Boden, Typ 2.2, sandy loam, Charge SP 20100) mit dem BTXE-Gemisch versetzt,
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so dall Konzentrationen von 10000, 5000, 2000 und 1000 ppm (als Gemisch) resultieren.
Die Proben wurden homogenisiert und im Koben luftdicht verschlossen. Nach einer
Wartezeit von zwei Stunden fir die Einstellung der Gleichgewichtskonzentration in der
Gasphase Uber den Bodenproben, wurden SERS-Substrate mit den verschiedenen
Cyclodextrin- und Calixaren-Beschichtungen oberhalb der Béden im Laserfokus fixiert und
vermessen. Die typischen erhaltenen Spektren sind in Abbildung 4.18 am Beispiel zweier

Substrate mit B-Cyclodextrin- und Calix[6]aren-Beschichtungen dargestellt.
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Abbildung 4.18 Adsorption eines Gemisches von BTXE-Aromaten aus der Gasphase

und aus mit unterschiedlichen Konzentrationen kontaminierten Béden
an mit B-CD (links) und Calix[6]aren (rechts) beschichtete Substrate.

[a = Raman-Spektrum des Gemisches, b = SERS-Spektren nach
Exposition liber BTXE-Gemisch, c-f = SERS-Spektren nach Exposition
liber Boden verschiedenen BTXE-Gehaltes (10000, 5000, 2000, 1000
ppm)].

Die intensivsten Signale im Raman-Spektrum des BTXE-Gemisches sind die
Aromatenbanden bei 998 und 1009 cm™. Bei der Adsorption an die verschiedenen Substrate
treten diese Banden zusatzlich zu den Banden der Beschichtungsmolekile in den SERS-
Spektren auf. Die Messungen an mit Cyclodextrin beschichteten Substraten zeigen die
starksten Analytbanden fir die Adsorption des BTXE-Gemisches aus der Gasphase ohne
Vorliegen von Bodenmaterial. Bei den Messungen der praparierten Bodenproben nimmt die
Intensitat der Analyt-Banden mit den Konzentrationen des BTXE-Gemisches in den
kontaminierten Béden zu. Konzentrationen von 10000 und 5000 ppm liefern noch
ausreichend starke Banden, wahrend dies bei 2000 ppm kaum noch der Fall ist, und eine
Konzentration von 1000 ppm nicht mehr nachgewiesen werden kann. Vergleichend zu den

Cyclodextrinen wurden Calixarene zur Einlagerung und Detektion der Bestandteile des
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Gemisches eingesetzt. Diese Beschichtungen ermoglichen einen deutlich besseren
Nachweis der BTXE-Aromaten. So konnten selbst bei der Konzentration von 1000 ppm die
Banden des Gemisches noch sicher detektiert werden, wie in Abbildung 4.19 an einem
Detailausschnitt der Spektren dargestellt ist.

Wahrend eine Anderung des Partialdrucks an BTXE-Gemisch in der Gasphase (iber den
Bdden durch Spulen des Kolbens mit Stickstoff bei Substraten mit Calixaren-Beschichtungen
zu rascher Verringerung der BTXE-Bandenintensitaten flhrte, reichte dies bei Substraten mit
Cyclodextrin-Beschichtungenen nicht aus, um die eingelagerten Molekile aus den Kafigen

zu entfernen.
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Abbildung 4.19 Adsorption eines Gemisches von BTXE-Aromaten aus der Gasphase

und aus mit unterschiedlichen Konzentrationen angereicherten Bbden

mittels eines Calix[6]aren-Substrates (Detailausschnitt).

Die Spektren zeigen keinen linearen Zusammenhang zwischen der Konzentration der
Aromaten im Boden und den relativen Banden-Intensitdten. Dies kann u.a. durch eine
Sattigung der mit Calixarenen beschichteten Sensoroberflache bei bereits bei kleinen
Konzentrationen verursacht sein. Weiterhin spielt hierbei der Boden, insbesondere
Komponenten wie z.B. Huminstoffe, eine entscheidende Rolle (s. auch weiter unten). Eine
Zusammenfassung Uber die Adsorption eines BTXE-Gemisches aus der Gasphase und aus

praparierten Bodenproben ist in Tabelle 4.9 gegeben.
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o-CD B-CD v-CD | Calix[6]aren | Calix[8]aren
BTXE (ohne Boden) + + + + +
10000 ppm + + + + +
5000 ppm + + + + T
2000 ppm o] o o + +
1000 ppm - - - + +

Tabelle 4.9 Detektion von BTXE-Aromaten in Béden mit unterschiedlich beschichteten

SERS-Substraten (+ = detektierbar, o = schwache Signale, - = nicht
detektierbar).

SERS-Substrate mit Cyclodextrinen als Rezeptorschicht erméglichen die Adsorption einer
Reihe aromatischer Verbindungen. Hierbei besteht ein enger Zusammenhang zwischen den
GrofRen von Analyt und Hohlraum des Cyclodextrins. Die niedrig substituierten Verbindungen
mit kleinen Resten lassen sich in alle Cyclodextrine einlagern. Werden die Reste sperriger
oder andert sich das Substitutionsmuster, sind die kleineren Kafige zur Aufnahme der
Moleklle nicht mehr geeignet. In diesen Fallen gelingt die Adsorption der entsprechenden
Verbindungen nur noch an y-Cyclodextrin. Die Identifizierung der Analyte kann wieder recht
einfach anhand der Raman-Spektren der Reinsubstanzen vorgenommen werden. Wie bei
den flichtigen halogenierten Kohlenwasserstoffen sind die Wechselwirkungen zwischen
Wirts- und Gastmolekiil recht stark, so dal} eine Desorption nur durch Spllen mit Wasser
erzielt werden kann. Die so gereinigten Substrate sind nach Trocknung fir mehrere
MeRzyklen wiederverwendbar. Der zeitliche Verlauf der Adsorption ist hauptsachlich von der
Konzentration der Analyte in der Gasphase abhangig. Bei Substraten mit entsprechend
hoher Verstarkung und gutem Signal-Rausch-Verhaltnis kann ein qualitativer Nachweis der
Analyte, leichtflliichtige halogenierte Kohlenwasserstoffe oder aromatische Verbindungen, bis
zu Analytkonzentrationen von etwa 5 bzw. 10 mg/L mdglich werden . Eine Bestimmung der
Nachweisgrenzen wurde nicht vorgenommen, da sich bei den Messungen zeigte, dal die
Morphologie der SERS-aktiven Oberflache einen groRen Einflul auf die Gilite der Spektren
hat.

Die Adsorption aus einem Gemisch liefert die Banden mehrerer Analyte im Spektrum. Da
diese Banden dicht nebeneinander auftreten, ist eine getrennte Auswertung nur mit
entsprechendem Aufwand mdéglich. Die Adsorption aus der Gasphase Uber praparierten
Bodenproben zeigt, dal} die generell Intensitaten der Analytbanden mit der Konzentration der
Aromaten im Boden zunehmen. Es ist jedoch davon auszugehen, dald bestimmte Anteile des

BTXE-Gemisches fester an Bodenbestandteile, wie z.B. Humistoffe, gebunden werden als
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andere und demzufolge im Verlauf des Experiments nicht an die Gasphase abgegeben
werden. Ein weiteres Problem bei der Verwendung von Cyclodextrinen als
Sensorbeschichtung stellt die Feuchtigkeit der Boden dar, da diese vor der Praparation nicht
durch Trocknung entfernt wurde und Wasserdampf bevorzugt an Cyclodextrine sorbiert wird.
Messungen Uber nicht dotierten Boden flihrten zu keinen zusatzlichen Banden in den SERS-
Spektren. Somit sind Stérungen nicht zu erwarten, so dal sich trotz aller beschriebenen
Probleme eine Bodenanalyse auf die beschriebene Weise als grundsatzlich moglich erweist.
Die Verwendung von Calixarenen als Beschichtung erméglichte den Nachweis geringerer
Konzentrationen als die von Cyclodextrinen. Dieses ist u.a. auf die deutlich geringere
Empfindlichkeit der Einschlul3verbindungen gegeniber Wasser zurtickzufiihren. Deshalb
wurden die im folgenden beschriebenen Versuche zur Adsorption von Aromaten aus der

walrigen Phase ausschlieRlich mit Calixaren-beschichteten Substraten durchgefihrt.

4.5.2 Adsorption aus der walrigen Phase

Die Adsorption aromatischer Verbindungen aus der walirigen Phase wurde an Substraten
mit Calixaren-Beschichtungen untersucht. Das Hauptaugenmerk wurde auf die Adsorption
nitrierter Aromaten gelegt, insbesondere Pikrinsaure (2,4,6-Trinitrophenol).

Zur Uberpriifung der Sensoreigenschaften von SERS-Substraten (AgFON’s) mit
unterschiedlichen Calixaren-Beschichtungen wurden vergleichende Messungen mit
Pikrinsdure an verschieden beschichteten Substraten durchgefihrt. In Abbildung 4.20 sind
die SERS-Spektren von Pikrinsaure (Lésungen von 1 und 100 ppm) an Substraten mit
Beschichtungen aus Calix[6]-, Calix[8]aren und N,N-Dimethylthiocarbamoylchlorid sowie an
einem unbeschichteten Substrat dargestellt und dariiber hinaus das Raman-Spektrum einer
gesattigten walrigen Pikrinsaure-Lésung. Die Melzeit betrug nach einer Exposition von 30
Minuten bei einer Laserleistung von 10 mW am Objektiv bei den SERS-Messungen 5x20 s,
bei der Messung der walrigen Lésung 5x300 s. Bei einer Konzentration von 100 ppm
Pikrinsdure in Wasser zeigten die Substrate mit Calixaren-Beschichtungen und das
unbeschichtete Substrat eine starke Pikrinsdure-Bande. Die Lage der Bande bei 822 cm™
war identisch mit der Pikrinsaure-Bande des Raman-Spektrums der walrigen Lésung,
jedoch war die Bande hier trotz erheblich langerer Melidauer deutlich schwacher. Das
Substrat mit der N,N-Dimethylthiocarbamoylchlorid-Beschichtung zeigte bei einer
Konzentration von 100 ppm keine Pikrinsaure-Banden. Bei einer Konzentration von 1 ppm
trat nur noch in den Spektren der SERS-Substrate mit Calixaren-Beschichtungen die
Pikrinsdure-Bande auf, so daf® von einer Anreicherung der Pikrinsdure an immobilisierten

Calixarenen ausgegangen werden kann.
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Abbildung 4.20 SERS-Spektren nach der Sorption von Pikrinsdure aus 100 (links) und

1 ppm (rechts) waéalBrigen Pikrinsdure-Lésungen an verschieden
beschichteten Substraten, sowie das Raman-Spektrum einer

geséttigten wéllrigen Pikrinsdure-L6sung.

Wie schon bei den mit Cyclodextrin beschichteten Substraten kdnnen auch hier die Analyte
anhand ihrer Raman-Banden identifiziert und typische Banden der Beschichtung als interner
Standard fir eine quantitative Auswertung genutzt werden. Die Calixaren-Beschichtung zeigt
im Bereich zwischen 500 und 1500 cm™ vier charakteristische breite Banden. Die SERS-
Banden der adsorbierten Substanzen sind dagegen eher schmal. Sie entsprechen in ihrer
Lage den Raman-Banden der jeweiligen Reinsubstanzen bzw. denen ihrer walrigen
Losungen. In Abbildung 4.21 sind die Spektiren einiger an Calix[6]aren-beschichtete
Substrate adsorbierter Nitroaromaten dargestellt. Die walrigen Lésungen von 1,3-
Dinitrobenzol und 2,4-Dinitrotoluol waren gesattigt, die Konzentrationen von Pikrinsdure- und
p-Nitroanilin-Lésungen betrugen 100 ppm. Die Banden der adsorbierten Substanzen sind mit

Pfeilen entsprechend gekennzeichnet.
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Abbildung 4.21 SERS-Spektren von Nitroaromaten auf Calix[6]aren-Substraten. Die

Banden der Aromaten sind durch Pfeile gekennzeichnet.

Da die meisten nitrierten aromatischen Verbindungen in Wasser wenig 16slich sind, ist es
schwer, die Adsorption Uber einen groReren Konzentrationsbereich zu verfolgen. Eine
Ausnahme bildet hier die Pikrinsaure, die mit ca. 13 g/L in Wasser gut I6slich ist und damit
die Moglichkeit einer Verdinnungsreihe bietet. Es zeigt sich, dal bei der Adsorption wie
erwartet die relative Intensitdt des starksten Analytsignals mit steigender Konzentration

zunimmt. Abbildung 4.22 zeigt die gemessenen Spektren fur einige Pikrinsaure-
Konzentrationen an einem Calix[8]aren-Substrat.
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Abbildung 4.22 SERS-Spektren nach der Adsorption von Pikrinsdure aus wéalrigen

Lésungen verschiedener Konzentrationen an ein Calix[8]aren-Substrat.
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Die quantitative Auswertung der Analyt-Banden kann durch Normierung auf die Calixaren-
Bande bei 565 cm™ vorgenommen werden. Die Auftragung dieser relativen Intensitat gegen
die Zeit zeigt, dal} sich das Adsorptionsgleichgewicht in Abhangigkeit von der Konzentration
innerhalb weniger Minuten einstellt, wobei mit fallender Konzentration die Einstelldauer
anwachst. Einige typische Adsorptionsisothermen sind in Abbildung 4.23 am Beispiel eines
Calix[8]aren-Substrates dargestellt, mit dem zur Uberprifung der Reversibilitat der
Adsorption nacheinander verschiedene Konzentrationen waldriger Pikrinsdure gemessen
wurden. Zur Entfernung der sorbierten Molekile wurde das Substrat nach beendeter

Adsorption flr eine Minute mit deionisiertem Wasser gespdlt.
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Abbildung 4.23 Reversibilitdt der Adsorption anhand der relativen Intensitdten der

Pikrinsdure-Bande bei unterschiedlichen Konzentrationen, die

nacheinander mit einem Calix[8]aren-Substrat gemessen wurden.

Qualitativ kann Pikrinsaure mit Beschichtungen aus Calix[8]aren bis herunter zu 250 ppb und
mit Calix[6]aren bis 500 ppb nachgewiesen werden. Bei den quantitativen Auswertungen
zeigt sich die erwartete Zunahme der relativen Intensitat im Gleichgewicht mit steigender
Analytkonzentration. Grundsatzlich eignen sich sowohl die Gleichgewichtsintensitaten als
auch die Zeitverlaufe zur Konzentrationsbestimmung. Die Auswertung der
Gleichgewichtsintensitaten liefert hier aber die genaueren Ergebnisse. Abbildung 4.24 zeigt
die Auswertung anhand der Gleichgewichtsintensitaten. Die Fehlerbalken wurden aus jeweils

drei Meldreihen je Pikrinsaure-Konzentration ermittelt.

84



Ergebnisse und Diskussion

—e— Calix[6]aren
—=— Calix[8]aren
1] —
P prsain
- 1 —_—
= ] -
2 ]
ko) |
£ _
(@]
i°)
0,1
ot
T T L | T LI | T LI |
0.1 1 10 100
|Og CPikrinséure (ppm)
Abbildung 4.24 Abhéngigkeit der SERS-Intensitdten von Pikrinsdure an mit

Calixarenen beschichteten Substraten als Funktion der Konzentration.

Die quantitative Auswertung wird durch einige Faktoren erschwert. So liefern die hdher
konzentrierten Lésungen schon auf unbeschichteten SERS-Substraten ein Analytsignal, und
bei den rein stochastisch aufgerauhten Substraten kommt es zu deutlichen Unterschieden in
der Verstarkung. Zusammen mit anderen noch unbekannten Faktoren fiihren diese Effekte
zu Abweichungen von der Linaritdt, ohne dall aus den vorliegenden Daten eine exakte

Analyse der Ursachen maoglich ware.
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Abbildung 4.25 SERS-Spektren nach der Adsorption von p-Nitroanilin aus wélrigen

Lésungen verschiedener Konzentrationen an ein Calix[6]aren-Substrat.
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Eine weitere Verbindung, die sich recht gut an Calixaren-Substraten adsorbieren laf3t, ist das
p-Nitroanilin. Es weist, wie auch Pikrinsaure, eine gewisse Wasserloslichkeit auf und lafit
sich mit den gewahlten Substraten in Konzentrationen von 100, 50 und 25 ppm detektieren.
Eine Losung mit einer Konzentration von 10 ppm liefert nach der Adsorption kein
Analytsignal mehr. Die Spektren der Messungen von p-Nitroanilin sind in Abbildung 4.25

zusammen mit dem Raman-Spektrum der Reinsubstanz abgebildet.

Far die in Wasser nicht detektierbaren Verbindungen wurde ein Wechsel des Losungsmittels
vorgenommen. Die verwendeten organischen Ldsungsmittel fuhren allerdings selbst zu
intensiven Raman-Banden, die sich in einigen Fallen den SERS-Banden der Analyte
Uberlagern. Wahrend bei walrigen Lésungen im Zuge der Auswertung keine zusatzlichen
Bearbeitungsschritte anfallen, sind die Auswertungen nach Adsorptionen aus organischen
Lésungen aufwendiger. Das Problem ist am Beispiel der Messung von TNT (2,4,6-
Trinitrotoluol) nach Sorption aus Methanol und Aceton in Abbildung 4.26 dargestellt. Im
Bereich der starksten TNT-Bande bei 1363 cm™ weisen das immobilisierte Calixaren (1387
cm™) sowie Lésungsmittel Aceton (1425 cm™) bzw. Methanol (1452 cm™) selbst starke und

breite Schwingungsbanden auf.
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Abbildung 4.26 Das Raman-Spektren von TNT (2,4,6-Trinitrotoluol) sowie die SERS-

Spektren eines leeren Calix[8]aren-Substrates und nach Adsorption
von TNT aus Aceton bzw. Methanol an Calix[8]aren-Substrate. Der
Bereich  der  Uberlagerung von  TNT-,  Calixaren-  und

Lésungsmittelbanden ist gekennzeichnet.
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Die Auswertung der Spektiren erfordert skalierte Subtraktionen der Spektiren der
Losungsmittel und ggf. auch der Calixaren-Beschichtung. Trotz des Mehraufwandes bei der
Auswertung kann eine Reihe schlecht wasserloslicher Verbindungen auf diese Weise
detektiert werden.

So kénnen 100 ppm TNT in einem Aceton/Wasser-Gemisch mittels eines Calix[8]aren-
beschichteten Substrates eindeutig nachgewiesen werden. Der Zeitverlauf (Abbildung 4.27)
zeigt, dal® sich bis zum Erhalt des ersten MeRwertes das Adsorptionsgleichgewicht bereits
eingestellt hatte. Kontrollversuche mit unbeschichteten Substraten bestatigten auch in

diesem Fall die Beteiligung der Calixarenbeschichtung an der Adsorption des Analyten.
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Abbildung 4.27 Zeitverlauf der relativen Intensitét der TNT-Bande bei 1365 cm™

wéhrend der TNT-Adsorption aus wéallrigem Aceton an ein
Calix[8]aren-Substrat.

Eine Ubersicht Uber den Nachweis verschiedener Nitroaromaten mit Hilfe Calixaren-
beschichteter SERS-Substrate ist in Tabelle 4.10 gegeben. Die Messungen wurden in den
meisten Fallen in gesattigten Ldosungen vorgenommen. Die besser wasserldslichen
Verbindungen wie Pikrinsdure oder p-Nitroanilin konnten, wie beschrieben, auch in
verdinnten Lésungen nachgewiesen werden. Allerdings gelang bei einigen Verbindungen

der Nachweis selbst bei gesattigten walirigen Lésungen nicht.
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Tabelle 4.10 Ubersicht (iber den Nachweis verschiedener organischer Verbindungen in
waélrigen Lésungen mittels Calixaren-beschichteter Substrate (+ = detektiert, -

= nicht detektiert, o = in wélrigem Aceton detektiert, * = geséttigte Lésung).

Die Adsorption aus Wasser wurde vor allem fir nitrierte Aromaten im Hinblick auf
Sprengstoffe und deren Abbauverbindungen gemessen, aber auch fir Pestizide und
Naphthalin. Die ausreichend wasserldslichen Verbindungen dieser Gruppe konnten
zumindest auf einem der mit verschiedenen Calixarenen beschichteten Substrate
nachgewiesen werden. Die Nichtdetektierbarkeit einiger Substanzen (Naphthalin, Simazin,
1,4-Dinitrobenzol, 2,6-Dinitrotoluol) kann auf deren geringe Wasserldslichkeit zurtickgeflihrt
werden. Somit eignen sich die Calixaren-beschichteten SERS-Substrate grundséatzlich zum
Nachweis wasserloslicher Anteile der genannten Umweltkontaminanten. Leider treten noch
merkliche Streuungen der MeRwerte durch die Verwendung der stochastisch strukturierten
Substrate auf, was quantitative Bestimungen erschwert. Eine Verbesserung wird durch die
Verwendung von reguldren, periodisch strukturierten SERS-Substraten erwartet (s. Abschn.
2.2.3). Diese liegen derzeit jedoch noch nicht in ausreichender Stuckzahl vor. Bei der
Verwendung anderer Losungsmittel als Wasser treten Probleme durch zusétzliche
Schwingungsbanden der Lésungsmittel in den Spektren auf. Eine Auswertung der Spektren
wird in diesem Fall erheblich aufwendiger, sofern die Banden der Analyte nicht sogar
ganzlich von denen der Lésungsmittel Uberlagert werden.

4.6 SERS-Substrate mit molekular gepragten Polymeren

Die Selektivitat der SERS-Substrate mit Calixaren- und Cyclodextrin-Beschichtungen wird im
wesentlichen durch die Hohlraumgrofien der Rezeptormolekile bestimmt. Um noch
selektivere Wechselwirkungen mit den Analyten zu erzielen, werden Rezeptorschichten

bendtigt, die auf das jeweilige Gastmolekil angepalite Hohlrdume aufweisen.
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Einen vielversprechenden Ansatz in diese Richtung stellen molekular gepragte Polymere
(engl.: Molecular Imprimted Polymers, MIPs) dav@I Im Gegensatz zu den Rezeptoren auf der
Basis von Kafigmolekiilen werden hier keine speziellen Syntheserouten angewendet. Bei der
Darstellung der MIPs bilden sich aufgrund der stéchiometrischen Wechselwirkung mit einem
Templatmolekil sterisch passende Hohlrdume. Dieser Ansatz bietet den Vorteil, dal® man
eine gegebene Matrix durch Wahl des Templatmolekiils leicht an unterschiedliche
Zielmolekile anpassen kann und komplexe chemische und sterische Verhaltnisse relativ
einfach zu gestalten sind. MIPs werden bisher fur Festphasenextraktionen, in der
biologischen, pharmazeutischen und Umwelt-Analytik eingesetztE.|
Sie stellen stabile und relativ leicht herzustellende molekulare Erkennungssysteme dar, die
eine starke und praktisch spezifische Adsorption von Molekilen erméglichen. Daher sind sie
bei der Entwicklung von schnellen, empfindlichen und vor allen Dingen hochselektiven
analytischen Methoden von grof3em Nutze' Durch molekulares Pragen von
Netzwerkpolymeren mit  kleinen  Templatmolekilen kann diese Art  von

Erkennungsreaktionen, so wie in Abbildung 4.28 dargestellt, realisiert werden.
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Abbildung 4.28 Vereinfachtes Schema zur Herstellung und Funktionsweise von

molekular geprégten Polymeren (MIPY®. Zur Erlduterung siehe
nachfolgendes Beispiel (Nicotin).

Nach dieser Methode hergestellte MIPs kdnnen zum Teil das Templatmolekll mit einer
solchen Affinitat und Selektivitat binden wie es von Immunoaffinitats-Systemen bekannt
isMEine vielversprechende Anwendung besteht in der Verwendung als selektive

Phase bei der Festphasenextraktio (Molecular Imprinted Solid Phase Extraction) von
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Analyten in geringen Konzentrationen und in komplexen Matriz!sfsl"""Lua’919’“’11'1“"'I'1"21JE‘T| Sie kann
zur selektiven Anreicherung des Analyten in einem Male flihren, wie es mit
Standardmethoden nicht zu erreichen ist. Beim Einsatz in der Bio-, Lebensmittel- oder
Umweltanalytik ermoglicht die selektive Anreicherung eine effizientere chromatographische
Trennung und eine geringere Nachweisgrenze in der nachfolgenden Detektion. Die
Ausbeute beim Eluieren des Templates aus dem Polymer ist sehr von den Eigenschaften
des Polymers und des Templates abhangig. Bei der Vielzahl der einfluBhehmenden
Faktoren auf die Entwicklung neuer MIPs wird ein systematisches Vorgehen Ansatz benétigt,
das diese Faktoren bei der gewinschten Anwendung bericksichtigt.

Vorschriften zur Herstellung nichtkovanlenter Imprints beruhen fur gewohlich auf der
Nutzung handelsublicher Acryl- oder Methacrylmonomeren wie z. B. Methacrylsaure (MAA),
die mit Ethylenglykoldimethacrylat (EDMA) vernetzt werden. Molekile mit geringem
Molekulargewicht und funktionellen Gruppen, die Wasserstoffbriickenbindungen oder Saure-
Basen-Reaktionen mit den Monomeren eingehen kdnnen, sind geeignete Template. Die

Methode ist in Abbildung 4.29 am Beispiel des Nicotins als Templat dargestellt.

Nicotin EDMA MAA Porogen Initiator

CHJCly AIBN

)

\/hv 15°C/24 h

oder
60 °C/24 h
\

Abbildung 4.29 Molecular Imprinting mit Methacrylsdure (MAA) als funktionellem

Monomer und Nicotin als Templat.

Im ersten Schritt werden das Templat (Nicotin), das funktionelle Monomer (MAA) und das
vernetzende Monomer (EDMA) in einem schwach protischen und wenig polaren
Losungsmittel (Diluent oder Porogen) gelost. Die radikalische Polymerisation wird dann

durch einen Initiator wie z.B. N,N‘-Azobisisobutyronitril (AIBN) entweder photochemisct@|
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durch Belichtung bei Raumtemperatur oder thermisc@ bei 60°C (oder hoher) gestartet.
Abschlielfend wird das Rohpolymer gemorsert, das Templat ausgewaschen (z.B. mit THF)
und das Polymer nach PartikelgroRen gesiebt, so dal® es als stationare Phase bei der
Chromatographie eingesetzt werden kann.

Um MIPs im Zusammenhang mit SERS verwenden zu kénnen, muissen die Polymere auf
den Substraten immobilisiert werden. Da die Polymere an sich keine entsprechenden
Funktionalitaten aufweisen, werden hier zwei unterschiedlich Ansatze verfolgt. Im ersten wird
das Reaktionsgemisch aus Monomeren, Templat, Porogen und Radikalstarter einfach auf
die rauhe Oberflache gegeben und dann dort photochemisch polymerisiert. Beim zweiten
Ansatz werden die Substrate zuerst mit Cysteamin als Haftvermittler beschichtet bevor die
Reaktionsmischung aufgebracht und polymerisiert wird. Die Beschichtungen der im
folgenden dargestellten Substrate wurden durch Herrn Dipl.-Chem. Marco Emgenbroich
(Arbeitskreis Prof. G. Wulffy am Institut fir Organische Chemie und Makromolekulare
Chemie Il der Universitat Dusseldorf hergestellt.

Abbildung 4.30 zeigt die SERS-Spektren zweier Substrate, deren MIP-Beschichtungen nach
den beiden beschrieben Methoden immobilisiert wurden. Neben den Spektren der Polymere,
die auf (2S,3S)-Di-O-benzoylweinsaure als Templat gepragt wurden, ist auch das Raman-

Spektrum von (2S,3S)-Di-O-benzoylweinsdure dargestellt.
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Abbildung 4.30 Raman-Spektrum von (2S,3S)-Di-O-benzoylweinséure sowie die

SERS-Spektren zweier mit belegten MIPs beschichteter Substrate.
Es zeigt sich, dal® die SERS-Spektren von Polymeren mit Cysteamin als Haftvermittler nur

vergleichsweise schwache Banden aufweisen. Die starkste Bande ist die Aromatenbande

des Templates Di-O-benzoylweinsdure bei 1008 cm™. Dagegen treten in den SERS-
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Spektren der Substrate ohne Haftvermittler zusatzlich die Banden des Polymers deutlich
hervor. Dieses Ergebnis bestatigt erneut die bekannte kurze Reichweite der SERS-
Verstarkung. Anscheinend gentigt der geringe durch den Haftvermittler Cysteamin bedingte
Abstand zwischen Polymer und Metalloberflache, um das Polymer aulerhalb des Bereiches
der oberflachenverstarkten Felder zu halten. Damit ist dieser Haftvermittler trotz der erzielten
besseren Stabilitdt der Schichten letztendlich nicht fur derartige SERS-Sensoren einsetzbar.
Bei den Substraten ohne Cysteamin besteht die Mdglichkeit, Banden des Polymers als
internen Standard fir quantitative Auswertungen zu nutzen. Da die Polymere auf dem Metall
aber nur physisorbiert vorliegen, I6sen sie sich im Laufe von Messungen in walrigen Medien
wieder vom Metall ab. Daher ist weiter nach geeigneten Moglichkeiten zur Verbesserung der
Haftung zu suchen, die nicht mit einer Schwachung des SERS-Effektes verbunden sind. Im
Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte dies jedoch nicht mehr untersucht werden.

Die Belegung der Polymere mit dem Templat wird fur gewdhnlich im neutralen Medium
durchgefihrt. Das Templat wird im hier untersuchten Fall mit einer Konzentration von 10 mM
in einer 0,1 molaren walrigen Lésung von 4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-ethansulfonsaure
(HEPES oder Pufferan®) als Puffer geldst. Der pH-Wert der Pufferlésung wird mit
Natriumhydroxid auf 7,3 eingestell@. Zum Auswaschen des Templates kann der pH-Wert
entweder zum sauren oder zum basischen hin veréandert werden. Durch die Anderung des
pH-Wertes werden die funktionellen Gruppen in Polymer und Templat protoniert bzw.
deprotoniert, so dal® die urspriinglichen Wechselwirkungen zwischen Templat und Polymer
nicht mehr aufrechterhalten werden und das Templat dann desorbiert wird.

In Abbildung 4.31 sind die SERS-Spektren eines auf Z-L-Asparaginsdure (Z =
Benzyloxycarbonyl) gepragten MIPs ohne Haftvermittler auf einem Gold- und Silber-Substrat
sowie die Raman-Spektren von Z-L-Asparaginsaure und einer 10 mM Lésung der Saure in
Puffer (0,1 M HEPES) dargestellt. Das SERS-Spektrum auf dem Gold-Substrat zeigt im
Vergleich zu dem auf dem Silber-Substrat starkere Banden und ein besseres Signal/Rausch-
Verhaltnis. Die Lage der Aromatenbande von Z-L-Asparaginsaure in den Spektren des
Reinstoffs (1008 cm™), der Lésung (1009 cm™) und als Templat (1008 cm™) im MIP

unterscheiden sich nur geringfugig.
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Abbildung 4.31 SERS-Spektren von Substraten mit MIP-Beschichtung sowie Raman-

Spektren der Z-L-Asparaginsédure und der Sdure im HEPES-Puffer.

Zum Auswaschen des Templates werden HEPES-Puffer mit pH-Werten von 9,3 oder 5,4
eingesetzt. Abbildung 4.32 zeigt die Spektren am Anfang und am Ende des Auswaschens
von Z-L-Asparaginsaure aus der MIP-Beschichtung auf einem Gold-Substrat bei einem pH-
Wert von 5,4. Zu den Banden von Polymer und Templat tritt noch die intensivste HEPES-
Bande bei 1048 cm™' auf. Fir eine quantitative Auswertung miissen daher erst

Differenzspektren gegen die Pufferlosung gebildet werden (s. Anhang), um stérende
Einflissen der Matrix zu vermeiden.
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Abbildung 4.32 SERS-Spektren des MIP-Substrates zu Beginn und am Ende des

Auswaschen von Z-L-Asparaginsédure bei pH 5,4. Die Bande des
Templates ist mit einem Pfeil markiert.
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Das Auswaschen des Templates wurde Uber 45 min verfolgt. Die Auswertung des zeitlichen
Verlaufs der Z-L-Asparaginsaure-Bande normiert auf die Intensitat der starksten Bande des
Polymers zeigt, wie in Abbildung 4.33 dargestellt, da die Asparaginsaure schon nach drei
Minuten weitestgehend aus dem Polymer ausgewaschen ist. Damit [alRt sich mit dieser
Messung erstmals direkt nachweisen, dal} sich das bei der Polymerisation eingebundene
Templat tatsachlich nahezu vollstandig wieder entfernen lat. Ein anschlieRendes
Wiederbelegen mit dem Templat wurde aus einer 10 mM Z-L-Asparaginsaure-Lésung in
HEPES bei pH 7,3 durchgefuhrt. Hier zeigt sich dann, da® unter den gewahlten
Bedingungen das Templat wieder ins Polymer einbaut wird. Der Vorgang ist nach etwa 15
Minuten abgeschlossen und damit merklich langsamer als das Auswaschen. Die erzielte
Wiederbelegung betrug etwa 80% des Maximalwertes und liegt damit Gber den Ublichen
Werten fir MIPs als stationdare Phase in der Chromatographie. Messungen an einem
blanken, nicht auf Asparaginsaure gepragten Polymer zeigten keine Intensitdtszunahme der
Templatbande wahrend einer versuchten Belegung. Damit kann davon ausgegangen
werden, dall nur die Templatmolekile in den gepragten Hohlrdaumen innerhalb der

verstarkenden Felder zu Banden in den SERS-Spektren flhren.

0’22'_ n —e— belegen
0.20 - —&— auswaschen
0,18 - ° °
’ | / A 4
016 ._.\./0 HEPES, pH 7,3
R 0. /
‘g 1 Y Yaladh
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e ’ P )
2 1| 2/
£ 0124 /O
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= 0,10
1/\
0,08 ./ n o "
1 \ mm \.'\-/ n l\./.
0,06 -\./\./... \. n/ \.\_/ HEPES, pH 5.4
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t (min)
Abbildung 4.33 Auswaschen von Z-L-Asparaginsdure (Templat) aus einem MIP-

Substrat (AuFON) und Wiedereinbau des Templates in das Polymer.

Leider lieBen sich nicht immer Zeitverlaufe im Stundenbereich verfolgen, da sich das

Polymer haufig schon innerhalb weniger Minuten von der Metalloberflache I6ste. Dies fuhrte
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dann zu einem deutliche Verlust der SERS-Intensitaten. Abbildung 4.34 zeigt dies am

Beispiel der Belegung eines MIP-Silber-Substrates mit Z-L-Asparaginsaure bei pH 7,3.

0,28

/ m-u-u A__dbeginnendeAblésung

0,24 - des Polymers

0,20 \
] Mu /.\l\
[ | .\./l\ . /
-y -
0,16 g m -

rel. Intensitat

t (min)
Abbildung 4.34 Ablésen der Poylmerschicht von einem Silber-Substrat beim Versuch
der Belegung mit Z-L-Asparaginséure in HEPES bei pH 7,3.

Die Intensitat der Asparaginsaure-Bande zeigte bereits nach drei Minuten in der Ldsung
einen Stopp des Anstiegs, und nach sechs Minuten setzte ein deutlicher Abfall ein. Da
dieses Verhalten vergleichsweise haufig auftrat, sind Konzentrationsreihen mit den
verfugbaren Substraten bisher kaum zu untersuchen.

Generell stellen aber die gepragten Polymere sehr interessante Rezeptorschichten flr
kinftige SERS-Sensoren dar. Die Polymere kénnen dem analytischen Problem angepal’t
werden und bieten eine hohe Selektivitat, die durch die spektrale Information noch gesteigert
wird. Aus den erhaltenen SERS-Spektren kdnnen Informationen Uber das Templat und den
zeitlichen Verlauf seines Einbaus in das Polymer abgeleitet werden. Die fir diese
Untersuchungen verwendeten Polymerschichten lagen nur physisobiert auf den SERS-
Substraten vor, weshalb sich die Beschichtungen auch alle nach einiger Zeit ablésten und
keine eingehenderen Untersuchungen erlaubten. Substrate mit Cysteamin als Haftvermittler
fur die Polymerschichten waren haltbarer, lieferten aber wenig intensive Spektren. Die
Experimente mit Cysteamin zeigten aber auch, wie dicht an den Metalloberflachen die fur
den SERS-Effekt verantwortlichen Prozesse ablaufen und wie mit der wachsenden
Entfernung vom Metall die Oberflachenverstarkung abnimmt. Eine mdgliche Alternative liegt
in der Verwendung von schwefelhaltigen polymerisierbaren Edukten wie z.B. Disulfiden. Bei

der Polymerisierung lagen dann nach Spaltung der Disulfidbriicken tber Schwefel kovalent
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an das Metall gebundene Monomere vor, die eine chemisorbierte Polymerschicht auf den

Substraten ausbilden sollten.

4.7 Untersuchung biochemischer Reaktionen von
Streptavidin mit SERS

Die Untersuchung von biochemischen Reaktionen ist im allgemeinen mit hohem apparativen
oder praparativen Aufwand verbunden. Da diese Reaktionen vornehmlich in waRrigen
Medien ablaufen, kann die Raman-Spektroskopie einen vielversprechenden Ansatz zu deren
Untersuchung auch in nativen Umgebungen liefern. So wurden z.B. mit der Resonanz-
Raman-Technik Untersuchungen an Chromophoren, die vielfach als aktive Zentren in
Enzymen wirkenlﬁ,| durchgefuhrt. Die resonante Anregung der Chromophore flhrt dabei
nicht nur zu der gewunschten hohen Nachweisstarke, sondern erlaubt dariber hinaus die
selektive Messung von Veranderungen der Chromophorstruktur ohne stdrende Banden des
Restproteins. Viele Biomolekule verfiigen aulRerdem tber funktionelle Gruppen zur Kopplung
an Metalloberflachen, so dall schon frih Biomolekile an SERS-aktiven Oberflachen
immobilisiert und untersucht wurden@.|

Hier sollte nun am Beispiel des Streptavidins untersucht werden, ob biochemische
Reaktionen von auf SERS-aktiven Oberflachen immobilisierten Proteinen zu nachweisbaren
Veranderungen der SERS-Spektren flihren und damit spektroskopisch verfolgt werden
koénnen. Die Klarung einer derartigen Frage ist insbesondere im Hinblick auf die Nutzung von
Antigen-Antikérper-Reaktionen fir analytische Zwecke von Interesse. Grundsatzlich fihren
die bei derartigen Reaktionen auftretenden Konformationsdnderungen natirlich auch zu
Anderungen in den stark symmetrieabhéngigen Raman-Spektren. Die Frage war allerdings,
ob Veranderungen eines kleinen Teils des Proteins tatsachlich Gber dem Untergrund der
unveranderten Struktur beobachtbar sind und ob die Reichweite der oberflachenverstarkten
Felder ausreicht, derartige Reaktionen an oberflachenfernen Bereichen der vergleichsweise

ausgedehnten Proteinstruktur nachzuweisen.

Streptavidin ist ein gut untersuchtes tetrameres Protein mit einer Molmasse von 4 x 13 kDa
und besitzt zahlreiche biochemische Anwendungsmaoglichkeiten. Der Grund hierfir liegt in
der hohen Affinitit des Proteins zu dem Provitamin Biotin (K, ~ 10" M), auch Vitamin H
genannt. Jedes Monomere des Streptavidins kann dabei ein Molekil Biotin in einer
speziellen ,Bindungstasche‘ aufnehmen.

Die Bindung des Biotins in dieser Tasche beruht auf drei verschiedenen Mechanismer@:
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e hydrophobe und van der Waals Wechselwirkungen, hauptsachlich durch die vier
Tryptophan Seitenketten des Streptavidins,

e Ausbildung eines Netzwerkes von Wasserstoffbrickenbindungen,

e Verriegelung“ der Tasche durch eine bindende Oberflachenschleife, die sich Uber das

Biotinmolekiil legt.

Abbildung 4.35 Schematische Darstellung der Komplexierung von Biotin, sowie
Quartérstruktur des Streptavidin/Biotin-KomplexesIE.|

Die Kenntnisse Uber diese Vorgange wurden durch Kristallisation der verschiedenen
Komplexe und anschliefende Réntgenstrukturanalyse gewonnen. Hierbei werden allerdings
nur die Anfangs- und Endzustande der Komplexierung erfallt, zudem werden bei der
praparativ sehr aufwendigen Kristallisation von Proteinen entsprechend grole Ansatze
bendtigt.

Eine Méglichkeit, den Verlauf der Komplexierungreaktion des Biotins spektroskopisch zu
verfolgen, kann die SERS-Spektroskopie liefern. Zu diesem Zweck wurde ein kommerziell
erhaltliches, mit Streptavidin gelabeltes Goldkolloid sukzessive mit definierten Volumina von
Lésungen von (+)-Biotin-Loésung bzw. als Antikorper Anti-Streptavidin versetzt und

vermesssen.

Die verwendeten Losungen von (+)-Biotin und Anti-Streptavidin wurden in Konzentrationen
von 0.8 mg/mL keimfrei in Phosphat-gepufferter Salzlosung (PBS, pH 7.2, s. Anhang
Chemikalienliste) prapariert und unmittelbar im Anschluf® eingesetzt. Die Raman-Spektren
dieser Losungen zeigten keine Banden, so dall im Rahmen der Auswertung die Zugabe
dieser Losungen vernachlassigt werden konnte.

Die Komplexierungsreaktionen wurden entsprechend dem im Abbildung 3.15 beschriebenem
Aufbau - nur mit verdndertem Probenhalter - in keimfreien Silikatglaskapillaren durchgefuhrt.
Eingesetzt wurden 20 yl des homogenisierten Hydrosols mit einer Aktivitat von 90 Prozent,

zu dem im Abstand von 45 Minuten definierte Volumina der entsprechenden
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Reaktionsldsungen Biotin bzw. Anti-Streptavidin zugegeben wurden. Das Summenvolumen
der zugegebenen Losungen betrug im Verlauf der Untersuchung 5, 10 (5+5), 15, 20 bzw. 30
ML, so daB sich Gesamtkonzentrationen an Biotin zwischen 1,6 und 4,8 ug/mL ergaben. Die
im Laufe der Messungen auftretende Sedimentation des Kolloids bewirkte eine abnehmende
Intensitat der Spektren. Durch einfaches Homogenisieren (= Schiitteln) der Kapillare lief3 sich
der Effekt jedoch weitgehend kompensieren. Verdinnungseffekte wurden durch Normierung

der Spektren auf bestimmte Banden korrigiert.

Abbildung 4.36 zeigt ein Raman-Spektrum von reinem pulverférmigen Streptavidin (Raman-

Mikroskop) sowie ein SERS-Spektrum des mit Streptavidin gelabelten Gold-Kolloids.

2500 -} P‘
f
J\ L L i
| W
~ )Y TR
g owoq | AL (N
4 v i .W W\/‘ qw [
g b MM MMWWW\‘V’“WW MWWMM“W \\/\/U{Wﬂ a
2 1soo-u\
2
£
1000 b
3000 2500 2000 1500 1000 500
Wellenzahl (cm'1)
Abbildung 4.36 Raman- (a) und SERS-Spektrum (b, auf Gold-Kolloid) von Streptavidin.

Das Spektrum des Reinstoffs zeigt neben den Banden fir aliphatische CH-Schwingungen
um 2935 cm™ noch eine Reihe proteintypischer Banden. Hierzu gehéren die drei Amid-
Banden bei 1673 cm™ (Amid-1), 1552 cm™ (Amid-I) und 1328 cm™ (Amid-IIl), die Banden der
in-plane bending-Schwingung CNH bei 1452 cm™, der Carboxylatschwingung (COO") bei
1337, 930 und 645 cm™ und der CN-Streckschwingung bei 1137 cm™. Die Banden im
Bereich der aromatischen Schwingungen bei 1029, 1014 und 1005 cm™ stammen von den
Phenylresten in den Seitenketten der Aminosauren Phenylalanin, Tryptophan und Tyrosin.
Weiterhin treten noch die symmetrische CNC-Streckschwingung bei 879 cm™ und eine
starke vss-Schwingung der Disulfide bei 492 cm™ auf. Die Banden bei 853 und 832 cm
kénnen dem Tyrosin, die Bande bei 760 cm™ dem Tryptophan zugeordnet werden.

Das Spektrum des immobilisierten Streptavidins zeigt demgegentber deutlich weniger

Banden. Wie auch schon beim Reinstoff zeigen sich im Spektrum die Banden der

98



Ergebnisse und Diskussion

aliphatischen CH-Schwingungen. Weiterhin treten Banden auf, die gewissen
Struktureinheiten oder Aminosauren im Molekil zugeordnet werden kénnen. Hierzu gehoéren

die vce-Schwingung bei 1460 cm™, die v

. . 1 .
coo- ~Schwingung bei 1383 cm™ und eine d¢y, -

Schwingung bei 1050 cm™. Die schwachen Banden bei 1270, 1183, 1150 und 1009 cm™
stammen von der Aminosaure Tyrosin, die starke Bande bei 885 cm™ von der Aminosaure

Tryptophan.

Wahrend der Zugabe der Biotin-Losung zum Streptavidin-Hydrosol, anderten sich die

aufgenommen Spektren wie in Abbildung 4.37 dargestellt.
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Abbildung 4.37 Anderung der SERS-Spektren von Streptavidin in Abhéngigkeit von
der Biotin-Konzentration. Die zur Normierung verwendeten Banden

sind mit Pfeilen gekennzeichnet.

Die Intensititen der SERS-Banden bei 1383 und 1150 cm™ blieben bei der Zugabe des
Biotins nahezu konstant. Sie konnten zur Normierung der Spektren verwendet werden. Die
so gewonnenen relativen Intensitdten der anderen Banden waren wenig durch
Sedimentations- und Verdiunnungseffekte beeinflult. Im Laufe der Reaktion traten auch
keine neuen Banden in den Spektren auf. Als fir die Auswertung besonders geeignet
erwiesen sich die Banden bei 1460 und 885 cm™. Abbildung 4.38 zeigt die Darstellung der
relativen Intensitaten dieser beiden Banden, jeweils normiert auf die Referenzbande bei
1150 cm™, fiir Spektren, die jeweils 45 Minuten nach der Zugabe des Biotins aufgenommen
wurden. Bei einer Gesamtkonzentration von 3,4 ug/mL Biotin trat eine deutliche Abnahme
der Intensitdten auf, weitere Zugaben bewirkten keine deutliche Anderungen mehr. Die
Auswertung des zeitlichen Verlaufs der Intensitat nach der dritten Zugabe von 5uL Biotin-

LAésung zeigte zu Beginn eine gewisse Konstanz, bis die Werte nach etwa 20 Minuten
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deutlich abnehmen. Die zugegebene Stoffmenge an Biotin zu diesen Zeitpunkt betrug ca. 50

nmol.
25 0,95
4 4 4090
/' o 885cm™ /1150 cm |
2,0+ /' / \/./'\ Loss
] /. ®.
] ° ~ r
- . Jos0 =
£ 5| —=—1460cm” /1150 cm’ \\ g
S —e— 885cm™ /1150 cm” . Hors G
S 1 - £
T,i 1,04 \ -.0,70 @'
- ° * _—""—=|  Zeitverlauf der rel. e 1065
| \ Intensitatbei einer L
0,5 -~ —o——° Biotin-Konzentration von 3,43 pg/ml - 0,60
L ]
T T T T T T T T T T T T T — 0,55
0 1 2 3 4 0 10 20 30 40
Cqioq (MG/ML) t (min)
Abbildung 4.38 Die Abnahme der relativen Intensitéaten der Strptavidinbanden bei 885

und 1460 cm™ in Abhéngigkeit von der (+)-Biotin-Konzentration (links)

und der Verlauf der rel. Intensitét bei einer (+)-Biotin-Konzentration von

3.4 ug/ml (rechts).

Wahrend die Komplexierung des relativ kleinen Biotin-Moleklils durch das auf Gold

immobilisierte Streptavidin spektroskopisch verfolgt werden kann, zeigen sich bei einem

gleich angelegten Ansatz mit

Streptavidin  und Anti-Streptavidin  keine derartigen

Anderungen. Im Laufe dieses Experimentes 148t nur die Intensitat der Spektren nach, was

nicht auf Sedimentation oder Verdlinnung sondern mdglicherweise auf Koagulation

zuriickzufiihren ist. Die Auswertung fir alle Banden im Bereich zwischen 1500 und 800 cm™

anhand der Referenzbande bei 1383 cm™ ist in Abbildung 4.39 dargestelit.
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Die Anderung der relativen Intensititen von Streptavidin-Banden

normiert gegen die Referenzbande bei 1383 cm™, in Abhéngigkeit von

der Zugabe der Anti-Streptavidin-Lésung.
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Die Komplexierung von Biotin mittels Streptavidin kann aufgrund der Anderungen in den
SERS-Spektren verfolgt werden.

Die Antigen-Antikorper-Reaktion zwischen Streptavidin und Anti-Streptavidin liel sich unter
den gegebenen Bedingungen spektroskopisch nicht beobachten. Aus den Spektren konnten
keine systematischen Anderungen abgeleitet werden, lediglich die Intensitat der Spektren
lie® deutlich nach. Die Homogenisierung des Hydrosols im Laufe der Reaktion brachte nicht
die gleichen Verbesserungen wie bei der Komplexierungsreaktion des Biotins. Es ist daher
mdglich, dal die Zugabe von Ant-Streptavidin eine Aggreagation des Kolloids durch
Verbrickung von Streptavidinmolekllen auf verschiedenen Kolloidpartikeln beglnstigt.
Dieses konnte die Abnahme der SERS-Verstarkungen im Laufe des Experiments erklaren.
Insgesamt a3t sich festhalten, dall auf SERS-Substraten immobilisierte Proteine ihre
Aktivitat beibehalten kénnen und daf® sich bestimmte biochemische Reaktionen derartiger

Proteine mit Hilfe der SERS-Spektroskopie verfolgen lassen.

4.8 SERS-Untersuchungen zur Hybridisierung von

Oligonukleotiden

Der Nukleinsaureanalytik auf der Basis von DNA-Chips wird eine extrem weite Verbreitung
vorhergesagt, unter anderem in den Anwendungsfeldern medizinische Diagnostik,
Pharmaentwicklung und Gentechnik[™. Praktisch alle bisher eingesetzten Chips beruhen auf
Hybridisierungsreaktionen zwischen DNA-Einzelstrangen, die oberflachengebunden
vorliegen und komplementaren Nukleinsauresonden in Losung. Zum Nachweis der
Hybridisierung wurde eine Reihe von Techniken entwickelt, die Uberwiegend auf der
Verwendung von radioaktiv markierten oder fluoreszierenden molekularen Sonden beruhen.
Vorteile dieser Marker sind die hohe Nachweisstarke und raumliche Auflésung bei der
Detektion der Produkte. Von Nachteil sind der damit verbundene Aufwand, das jeweilige
Sondenmolekldl markieren zu missen und das Problem, durch den Marker die
Hybridisierungsreaktion eventuell zu stéren. Des weiteren ist der Nachweis nicht zwingend
substanzspezifisch, so dall Fehlmessungen durch unspezifische Wechselwirkungen nicht
ausgeschlossen werden kdnnen. Deshalb miUssen derartige Chips zahlreiche Kontroll- und
Kalibriermoglichkeiten (Spots) aufweisen, die Kosten und Auswerteaufwand erhéhen. Ein
Weg, diese Probleme zu umgehen, liegt in der Entwicklung markierungsfreier,
molekilspezifischer  Detektionsverfahren, wie sie z.B. durch Messung von

Molekilschwingungen gegeben sind.
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In der Forschung bestehen daher Bestrebungen, markierungsfreie optische Biosensoren im
Arrayformat zu entwickeln. Ein Ansatz liegt in der Surface-Plasmon-Resonanz (SPR), die als
~SPR-Mikroskopie® mit einer raumlichen Auflésung von 5 um die Durchflihrung von Array-
Analysen gestattel“_l! Die Anforderungen an die Homogenitat der Metallschicht und die
Temperaturstabilitat sind jedoch sehr hoch, wodurch diese Methode flir groRere Arrays
bisher nur bedingt geeignet ist. Des weiteren ist diese Methode nicht molekulspezifisch.

Ein weiterer Ansatz liegt in der RifS-Technik (Reflektions-lnterferometer-Spektroskopie@
jedoch gilt fur diese Methode, wie auch fur SPR, dal sie nicht nachweisstark genug ist und
daher trotz Vervielfachung der Targetmolektiile durch PCR (Polymerase Chain Reaction) in
vielen Fallen einfach nicht genug Material zur Verfligung steht.

Es zeigt sich also, dald fiur markierungsfreie Detektionsverfahren ein sehr grolRer
wissenschaftlicher und wirtschaftlicher Bedarf existiert, adaquate Verfahren aber noch nicht
entwickelt sind. Flir eine mdgliche Anwendung in diesem Bereich zeigt die SERS-
Spektroskopie einige vorzigliche Eigenschaften. Es lassen sich, wie schon erwahnt,
Schwingungsspektren submonomolekularer Schichten adsorbierter Molekile in relativ kurzer
Zeit erhalten. Als laseroptisches Melverfahren ermdoglicht es die Analyse optisch
zuganglicher Proben mit einer Ortsauflosung im pm-Bereich. Unter Verwendung von
Detektorarrays (CCD) ist die Methode zudem als bildgebendes Verfahren einsetzbar und
kénnte somit zur parallelisierten Analyse im Sinne von High-Throughput Screening (HTS)
verwendet werden. Fur biochemische und biomedizinische Anwendungen ist weiterhin
bedeutsam, dal} die Messungen unter Atmospharendruck und auch in waliriger Umgebung
durchgefiihrt werden koénnen, wodurch in-situ, in-vitro und vielleicht auch in-vivo
Anwendungen denkbar sind.

Beschichtungsmethoden, die eine funktionelle Immobilisierung von Biomolekulen auf den
Substratoberflachen ermdéglichen sollen, sind in der Literatur beschriebe So wurden
auch schon sog. ,SERS Gene Probes* beschrieben, bei denen Raman-aktive
Farbstoffmolekile als Markierung eingesetzt wurder@lﬂ_ﬁt| Eine markierungsfreier Nachweis
von DNA-Hybridisierungen wurde bisher noch nicht mit SERS untersucht. Aus Raman-
spektroskopischen Untersuchungen von DNA in Losung ist bekannt, dafd Hybridisierungen
Anderungen der Konformationen und der Symmetrie bedingen, die zu spezifischen
spektralen Veranderungen fUhrerMDiese Veranderungen sollten sich damit auch in den
entsprechenden SERS-Spektren finden lassen, wobei SERS den Vorteil der um mehrere
GroRRenordnungen hoheren Nachweisstarke aufweist. Dieses konnte den bendtigten
Nachweis von Submonolagen bis hin zu einzelnen adsorbierten Molekilen erméglichenlE.|
Die Aufbau der DNA ist in Abbildung 4.40 anhand einer kurzen Sequenz dargestellt. Die
gesamte Desoxyribonukleinsdure besteht aus einer Kette sich wiederholender Bausteine,

den Nukleotiden, welche sich ihrerseits aus einer Nukleobase, einem Zucker und
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Phosphorsaure zusammensetzen. Als Zucker kommt in der DNA die 2-Desoxy-D-Ribose vor,
als Nukleobasen treten die Purinderivate Adenin (A) und Guanin (G), sowie die
Pyrimidinderivate Cytosin (C) und Thymin (T) auf. Die DNA als reines Speicherelement der
genetischen Information in den Zellkernen unterscheidet sich von ihrer Arbeitskopie, der
RNA, in zweierlei Hinsicht. Letztere enthalt namlich als Zucker die D-Ribose und zum
anderen die Pyrimidinbase Uracil anstelle des Thymins.

Der Aufbau der DNA wurde 1953 von J. D. Watson und F. H. C. Crick mittels
Roéntgenstrukturanalyse aufgeklér@ Die DNA besteht aus zwei zueinander
komplementaren Nukleotidstrangen. Das Gerust dieser Strange wird aus Zucker- und
Phosphorsaureeinheiten gebildet, wobei die Zucker durch Phosphat von 3'-Sauerstoff zum
5-Sauerstoff des nachsten Molekuls miteinander verknupft sind. An die Zucker sind 1°-3-
glycosidisch die verschiedenen Nukleobasen gebunden. Die beiden Einzelstrange sind uber
Wasserstoffbriicken zwischen den Nukleobasen miteinander verbunden und liegen als Dimer
in Form einer o-Helix vor. Wechselwirkungen bilden sich immer spezifisch zwischen Adenin

und Thymin (Uracil), bzw. Guanin und Cytosin aus.

Abbildung 4.40 Schematischer Aufbau der DNA am Beispiel der kurzen Sequenz eines

Einzelstranges (links) sowie ein Ausschnitt einer Doppelhelix (rechts).

Um die Zuordnung der Banden in den SERS-Spektren von Oligonukleotiden zu erleichtern,
wurden Messungen an Nukleobasen und Einzelnukleosiden durchgefihrt. Abbildung 4.41
zeigt die Raman- und SERS-Spektren der Purinbase Guanin und der Pyrimidinbase Thymin.
Die Reinsubstanzen zeigen in den Raman-Spektren eine Vielzahl von Schwingungsbanden,
fur deren Zuordnung auf die Literatur verwiesen selil_nl. Beide dargestellten Basen zeigen

charakteristische Ringdehnungsschwingungen bei 648 (Guanin) bzw. 782 cm™ (Thymin),
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aromatische Schwingungsbanden um 1000 cm™, sowie Geriistschwingungen oberhalb von

1200 cm™.
20000
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Abbildung 4.41 Raman und SERS-Spektren der Nukleobasen Guanin und Thymin.
Zur Beschichtung der SERS-Substrate s. Abschn. 3.4.

Die Raman-Spektren der Nukleoside - Einheiten aus einem Zuckermolekil und einer
Nukleinbase - zeigen ebenfalls eine Vielzahl an Banden. Besonders intensiv sind die Banden
der Ringdehnungsschwingungen unterhalb von 800 cm™, die aromatischen Banden um 1000
cm™ und die Banden der Geriistschwingungen der Basen und Zuckermolekiile oberhalb von
1200 cm™. Die SERS-Spektren weisen erheblich weniger Banden auf. Die Spektren von
Cytidin und Thymidin zeigen starke Banden bei 1005 und 1035 cm™. Zusétzlich zeigen sich
in den SERS-Spektren (s. Abb. 4.42) unterschiedlich starke Banden der
Ringdehnungsschwingungen bei 743 (Adenosin), 804 (Cytidin), 670 (Guanidin) und 710 cm™
(Thymidin), sowie diverse Banden der Geriistschwingungen oberhalb von 1200 cm™.
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Abbildung 4.42 Die Raman- (links) und SERS-Spektren (rechts) der Nukleoside

Adenosin, Cytidin, Guanosin und Thymidin.
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Zur Untersuchung von DNA-Hybridisierungen wurden von der Firma TIB Molbiol in Berlin
drei Oligonukleotide erworben. Die Basenabfolge dieser Nukleotide ist in Tabelle 4.11

aufgeflhrt.
Name der Sequenz Nukleotidsequenz (5°-3°)
Hill1 GTT TTC CCA GTC ACG ACG
Hill1SH HS - GTT TTC CCA GTC ACG ACG
Hill-1 CAA AAG GGT CAG TGC TGC

Tabelle 4.11 Basensequenzen der verwendeten Oligonukleotidstrdnge.

Das Oligonukleotid Hill-1 ist der komplementare Einzelstrang zu den Sequenzen Hill1 und
Hill1SH. Letztere unterscheiden sich nur am 5'-terminalen Ende der Sequenz derart, dal} die

Sequenz Hill1SH hier eine Thiolfunktionalitat aufweist, Gber die an das Metall des Substrates

angekoppelt werden kann.

Die experimentellen Schritte zur Immobilisierung und Hybridisierung der in Tabelle 4.11
aufgeflihrten Oligonukleotide als Einzel- und Doppelstrang-Sequenzen sind in Abbildung

4.43 schematisch dargestellt:

Hill1 Hilll

1. 16sen in T~ I;I[lllll]a]q * b Hilll-1,,
10 ulH ill- ybridisierung:
Hill-1 — Hill-1 o < ) 1.64°C, 10
2.90°C, Hill-1,, + .64°C, 10 min
10 min - H;ll]§£[ 2. langsames Hill1SH-1,,
Hill1SH HillISH,, o Abkihlen
Nukleotid- Nukleotid-
Einzelstrange Doppelstrange
Immobilisierung Immobilisierung
auf Au-Substrat auf Au-Substrat
Abbildung 4.43 Schematische Darstellung zur Herstellung der mit DNA-Einzel- und

-Doppelstrédngen beschichteten SERS-Substrate.

Alle zur Immobilisierung und Hybridisierung benutzten Geratschaften sowie das verwendete
Wasser waren frisch autoklaviert und wurden mdglichst steril gehandhabt. Die
Oligonukleotide wurden in Eppendorf-Cups® in jeweils 10 pl sterilem Wasser gelést und auf

dem Wasserbad zur Zerstérung von eventuellen Aggregaten flr 10 Minuten auf 90°C erhitzt.
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Ein Teil der Proben wurde nach dem Erhitzen zur Immobilisierung der Einzelstrange auf
Gold-Substraten (AuFON'’s) verwendet.

Zur Hybridisierung wurden Lésungen der komplementaren Nukleotid-Einzelstrange (Hill1 und
Hill-1, bzw. Hill1SH und Hill-1) miteinander vermischt, fir 10 Minuten auf einem zweiten
Wasserbad auf 64°C erhitzt, anschlieRend langsam abgekihlt und zum Schlu auf Gold-
Substrate aufgebracht. Die Temperatur von 64°C entspricht der vom Hersteller berechneten
Temperatur (,annealing temperature) fir PCR.

Um eine vollstandige Immobilisierung zu gewahrleisten, wurden alle belegten Substrate tGber
Nacht in steril verschlossenen Petrischalen gelagert, anschlieRend mit autoklaviertem

Wasser gesplilt, getrocknet und vermessen.
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Abbildung 4.44 SERS-Spektren der verschiedenen DNA-Einzelstrangnukleotide auf Gold-Substraten.

Abbildung 4.44 zeigt die SERS-Spektren der auf Gold-Substraten immobilisierten Nukleotid-
Einzelstrange. Samtliche Spektren weisen eine starke Bande bei 742 cm™ und eine Vielzahl
von Banden im Bereich der Geriistschwingungen oberhalb von 1200 cm™ auf. Weiterhin
treten einige schwachere Banden bei 666, 785 und 1005 cm™ auf. Die gréRten Unterschiede
zwischen den Spektren zeigen sich zwischen 1200 und 1700 cm™, sowie im
Intensitatsverhaltnis der Banden zueinander. Die Aromatenbande bei 1003 cm™ entspricht in
ihrer Lage den Aromatenbanden der Nukleoside Thymidin und Cytidin. Die starke Bande bei

742 cm™ zeigt sich auch im SERS-Spektrum von Adenosin, ist aber dort weniger intensiv.

Die Spektren der Hybridisierungsprodukte sind im Vergleich zu denen der Einzelstrange in
Abbildung 4.45 dargestellt. Die Hybridisierung der Sequenzen Hill1 und Hill-1 liefert einen
Doppelstrang, dessen SERS-Spektrum weitgehend dem des Einzelstranges Hill-1 ahnelt.
Das Produkt der Hybridisierung der Sequenzen Hill1SH und Hill-1 zeigt ein anderes
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Verhalten. Hier hat die Intensitat der Bande bei 742 cm™ im Vergleich zu den Intensititen der
Banden bei 666 und 785 cm™ deutlich abgenommen. Die starkste Bande im Spektrum finden
sich im Bereich der Geriistschwingungen bei 1353 cm™. Dazu zeigen sich im Bereich

zwischen 800 und 1000 cm™' zusatzliche Banden.
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Abbildung 4.45 SERS-Spektren der Nukleotid-Einzelstrdnge (jeweils die beiden

unteren) sowie der Hybridisierungsprodukte (jeweils das obere).

Bei den Messungen der Nukleotid-Proben auf SERS-Substraten zeigten sich Unterschiede
besonders zwischen den Reaktionen mit und ohne thiolfunktionalisierten Einzelstrangen. Die
SERS-Spektren der nicht thiolfunktionalisierten komplementaren Oligonukleotide
unterschieden sich hauptsachlich im Bereich der Gerlistschwingungen. Das SERS-Spektrum
des Nukleotid-Doppelstranges Hill1-1 nach Hybridisierung ahnelte dem Spektrum des
Einzelstranges Hill-1. Die Intensitatsverhaltnisse der Banden zeigten sich als weitestgehend
konstant und in den SERS-Spektren traten keine zusatzlichen Banden auf. Dieses lalt auf
eine ahnliche Art der Oberflachenbindung der Sequenzen Hill-1 und Hill1-1 schlie®en und
darauf, dald moglicherweise die Doppelstrange im Laufe der Immobilisierung wieder
aufgetrennt wurden.

Bei den Messungen der thiolhaltigen Oligonukleotid unterschied sich das SERS-Spektrum
des Hybridisierungsproduktes deutlich von den Spektren der Einzelstrdnge. Die Banden im
Spektrum des Doppelstranges waren allgemein schwacher und es kam zu geédnderten
Intensitatsverhaltnissen zwischen den verschiedenen Banden. Dies zeigte sich besonders an
der Abnahme der Intensitat der 742 cm™-Bande. Zusétzlich traten beim Doppelstrang einige
zusétzliche Banden im Bereich zwischen 800 und 1100 cm™ auf.

Die geringeren Intensitaten beim thiolhaltigen Nukleotid-Doppelstrang kénnen mehrere
Ursachen haben. Bei einer Bindung Uber Schwefel an das Metall erhdht sich der Platzbedarf
des Doppelstranges im Vergleich zum Einzelstrang, so dall weniger Analytmolekile im

Laserfokus erfal3t werden. Weiterhin ist davon auszugehen, daf} nicht mehr alle Basenpaare
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zum SERS-Spektrum beitragen, da sie aulierhalb der oberflachenverstarkenden Felder
liegen. Mdglicherweise reichen aber die Banden der verschiedenen Nukleobasen doch
schon flir einen Nachweis von Hybridisierungsreaktionen aus. Die Intensitaten der Banden
spiegeln namlich die unterschiedlichen Anteile der jeweiligen Basen wieder, die sich bei den
Hybridisierungen entsprechend der komplementaren Sequenzen andern.

Vorteilhaft wird sich sicherlich auch der Einsatz optimierter periodisch strukturierter SERS-
Substrate auswirken. Durch die hier gréReren Verstarkungen und Reichweiten der
oberflachenverstarkten Felder lassen sich intensivere Spektren gewinnen, die auch
entsprechend mehr Informationen liefern. Auf der Basis solcher SERS-Sensoren kénnte sich

der Nachweis oberflachengebundener Hybridisierungsreaktionen realisieren lassen.
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5. Zusammenfassung und Ausblick

Chemo-optische Sensoren enthalten oberflachengebundene Rezeptorschichten, die Analyte
aufnehmen und mit geeigneten spektroskopischen Methoden entsprechende optische
Signale liefern koénnen. Eine Immobilisierung dieser Rezeptorschichten auf
nanostrukturierten Metallschichten erlaubt zur Untersuchung der Adsorptionsvorgange den
Einsatz der oberflachenverstarken Raman-Streuung (SERS). Auf diese Weise kann die
Adsorption mit einer analytspezifischen und empfindlichen Detektionsmethode gekoppelt

werden und so den Nachweis kleinster Analytmengen ermaoglichen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden unterschiedliche Strategien zur Herstellung von
Rezeptormolekiilen und -schichten auf geeigneten Substraten verfolgt und deren
Adsorptionseigenschaften mit  Hilfe der SERS-Spektroskopie untersucht. Als
Rezeptorschichten wurden Kafigmolekile wie Cyclodextrine oder Calixarene, molekular

gepragte Polymere sowie biologisch aktive Molekile verwendet.

Die kommerziell erhaltlichen Kafigmoleklle gehen keine Bindung an die Metalloberflachen
der SERS-Substrate ein. Daher mufiten zuerst in z.T. mehrstufigen Synthesen funktionelle
Gruppen eingeflhrt werden, die eine dauerhafte Kopplung der Ké&fige an die Substrate
ermoglichen.

Bei den Cyclodextrinen wurden Edukte mit sechs, sieben und acht Glucose-Einheiten (o-, -
und y-Cyclodextrin) zu Thiolcyclodextrinen derivatisiert. Die erzielten Ausbeuten lagen
aufgrund von Reinigungszyklen zwischen 20 und 30 %. Nach Immoblisierung dieser
Verbindungen auf SERS-aktiven Oberflachen konnten Analyte aus der Gasphase an die
Substrate adsorbiert werden. Zu den nachgewiesenen Verbindungen zahlten halogenierte
Kohlenwasserstoffe, substituierte einkernige aromatische Verbindungen sowie die
kondensierten Aromaten Naphthalin und Anthracen. Hierbei bestand ein enger
Zusammenhang zwischen den GroRen von Analyt und Hohlraum des Cyclodextrins. Die in
der Rezeptorschicht adsorbierten Molekile lieferten im SERS-Spektrum charakteristische
Schwingungsbanden. Eine Identifizierung der adsorbierten Verbindung konnte anhand der
Raman-Spektren von Reinsubstanzen vorgenommen werden. In Abhangigkeit von der
Gasphasenkonzentration stellte sich das Adsorptionsgleichgewichtes teilweise innerhalb
weniger Minuten ein. Die gebildeten EinschluRkomplexe waren so stabil, dall sie nur durch
Spulen mit Wasser wieder zersetzt werden konnten. Wegen dieser Anfalligkeit gegenlber
Wasser konnten mit Cyclodextrin beschichtete SERS-Substrate nicht zu Messungen in

walrigen Medien eingesetzt werden.
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Fir die Messungen in wafyrigen Medien wurden Calixaren-Beschichtungen verwendet.
Dimethyl((thiocarbamoyl)oxy)calixarene lieBen sich in Ausbeuten um 50 % synthetisieren
und zeigten nach der Immobilisierung auf SERS-Substraten sehr gute
Adsorptionseigenschaften fir verschiedene Analyte. Untersucht wurden die Aufnahme von
BTXE-Aromaten aus der Gasphase und von diversen Nitroaromaten aus der walrigen
Phase. Am Beispiel der Pikrinsdure wurde das Ansprechverhalten der Sensorschicht fir
unterschiedliche Konzentrationen und die Reversibilitdt der Adsorption untersucht. Der
qualitative Nachweis von 250 ppb Pikrinsaure in Wasser gelang innerhalb weniger Minuten.
Die resultierenden Wirts-Gast-Komplexe waren nicht so stabil wie die mit Cyclodextrinen und

daher leichter und schneller, z.B. durch Verdiinnung, wieder aufzubrechen.

Die Selektivitdt der verwendeten Kafigmolekile gegeniber Analyten beruhte Uberwiegend
auf ihrer GroRe. Eine weitaus selektivere Adsorption lie3 sich durch den Einsatz von
molekular gepragten Polymeren (Molecular Imprinted Polymers) als Rezeptorschicht
erreichen. Mit ersten MIP-beschichteten SERS-Substraten konnte das Auswaschen und die
anschlielende Wiederbelegung mit Z-L-Asparaginsaure eindeutig anhand der
Schwingungbanden nachgewiesen werden. Diese Art von Beschichtungen lafkt sich leicht
auf verschiedene analytische Problemstellungen anpassen, indem bei der Synthese des
Polymers die entsprechenden Template eingebaut werden. Auf den hier verwendeten
Substraten lagen die Polymere nur physisorbiert vor und l6sten sich nach einer gewissen
Zeit vom Metall ab. Daher werden MIPs bendtigt, die eine stabile kovalente Bindung an die
Metalloberflachen eingehen kénnen. Weitere Untersuchungen sollten darauf hinzielen, bei
der Synthese Monomere einzusetzen, die geeignete funktionelle Gruppen, wie etwa

Disulfide, zur Kopplung an die Metalle aufweisen.

Die Untersuchungen an den biologischen Systeme sollten dazu beitragen, Grundlagen flr
bio-optische Sensoren zu schaffen, die den selektiven Nachweis geringster
Substanzmengen mit hoher Ortsauflésung erlauben.

Die Komplexierung von (+)-Biotin an Streptavidin wurde an einem kommerziell erhaltlichen
Streptavidin-gelabelten Goldkolloid untersucht. Das im Mikromafistab durchgefuhrte
Experiment flihrte zu charakteristischen Anderungen in den SERS-Spektren. Im Laufe der
Komplexierungsreaktionen traten immer wieder unterschiedlichste Stérungen, wie etwa
Aggregation oder Sedimentation des Hydrosols, auf. Trotzdem zeigte sich, daB}
Proteinreaktionen grundsatzlich und unter gewissen Voraussetzungen sogar in-situ mit
SERS nachweisbar sind.
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Bei den Untersuchungen an Oligonukleotid-Proben konnte gezeigt werden, dall der
markierungsfreie Nachweis von Hybridisierungsreaktionen komplementarer Nukleotid-
Einzelstrange mit Hilfe der SERS-Spektroskopie mdglich ist. Native Sequenzen verlieren
aufgrund der Bindung an der Metalloberflachen ihre biologische Aktivitat. Werden jedoch
Nukleotid-Sequenzen verwendet, die am 5-terminalen Ende des Zucker-Phosphat-Geristes
mit einer Thiolgruppe derivatisiert wurden, dann bleibt auch nach der Immobilisierung die
biologische Aktivitat erhalten.

Auf dieser Basis sind die Vorbedingungen flr oberflachengebundene DNA-Sonden gegeben,
die einen schnellen, eindeutigen und markierungsfreien Nachweis von

Hybridisierungsreaktionen erlauben.

Die hier untersuchten Rezeptorschichten zeigen durch die Adsorption unterschiedlicher
Analyte die Moglichkeit des Einsatzes als chemo-optische Sensoren auf der Basis der
SERS-Spektroskopie.

Durch die Verwendung von optimierten Nanostrukturen sollten sich Einflisse der
Substratmorphologie auf die Spektren reduzieren lassen. Die oberflachenverstarkten Felder
solcher Substrate zeigen im Vergleich zu stochastisch strukturierten Oberflachen groliere
Reichweiten und bessere Verstarkungen™. Aufgrund des technologisch aufwendigen
elektronenstrahllithographischen Herstellungprozesses sind diese Substrate derzeit jedoch
nur in Kleinstserien herstellbar.

Bei den Rezeptorschichten zeigten Calixarene und gepragte Polymere sehr gute
Adsorptionseigenschaften. Um stabilere Beschichtungen zu erhalten, sind in diesem Bereich
weitere praparative Arbeiten vonnéten.

Eine rdumliche Trennung von MefRort und Spektrometer kann durch die Immobilisierung der
Rezeptorschichten auf die Endflachen von Lichtleitfasern erzielt werden. Bei rickseitiger
Anregung der SERS-aktiven Schicht kdnnen dann Laser- und gestreute Strahlung in einer
einzelnen Faser geflihrt werden. Hierdurch entsteht ein kompakter apparativer Aufbau mit
einer Minimierung der freilaufenden Laserstrahlung. Erste Untersuchungerﬂ zu
faseroptischen SERS-Sensoren zeigten die Moglichkeit, SERS-aktive Metallfilme auf
Faserendflachen herzustellen und dort immobilisierte Testverbindungen zu detektieren. Die
Adsorptionseigenschaften von Rezeptorschichten auf ‘klassischen’” SERS-Substraten liessen
sich derzeit noch nicht auf diese Fasersensoren Ubertragen. Eine Optimierung des Aufbaus
der SERS-aktiven Faserendflachen bietet jedoch auch in diesem Bereich Mdglichkeiten fir

interessante kinftige Untersuchungen.
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6. Anhang

6.1 Chemikalienliste

Verbindung Artikelnummer | Reinheit Lieferant
Aceton 697522 Uvasol Merck
Adenosin 01890 > 99% Fluka
Aluminiumoxid SEPPO3 Pipelow & Brandt
Anti-Streptavidin (aus Ziegenblut) Sp4000 99% Aktivitat Vector Laboratories
Anthracen A8,920-0 98 % + Aldrich
Atrazin > 98 % Jansen
Benzaldehyd 801756 z.S.,>99% Merck
Benzol 1780 p.A. Merck
(+)-Biotin 15060 reinst Serva
Brom 16050 purum p. A. Fluka
Bromchlormethan 13,5626-7 99% Aldrich
Bromessigsaureethylester 17020 pract., ~ 95% Fluka
Chloroform 2444 LiChrosolv Merck
o-Cyclodextrin 28705 > 98% Fluka
B-Cyclodextrin 28707 purum, > 99% Fluka
v-Cyclodextrin 28708 purum, > 98% Fluka
Chrom 99% Balzers
Cysteamin 30070 > 98% Fluka
Cytidin 30270 > 99% Fluka
Deuteroform (mit 0,3 Vol% Tetramethylsilan) 3296 Uvasol, > 99,8% Merck
Diethylenglykoldimethylether 32220 purum, 98% Fluka
Diiodmethan 15,842-9 99 % Aldrich
1,1-Dichlorethan 95000 puriss., > 99,5 % Fluka
1,3-Dinitrobenzol 3114 > 99% Fluka
1,4-Dinitrobenzol 10,236-9 98 % Aldrich
2,4-Dinitrotoluol 42290 pract. Fluka
2,6-Dinitrotoluol 42300 pract. Fluka
2,4,6-Trinitrotoluol

2,4,6-Trinitrophenol (Pikrinsaure) 80450 puriss. p.A. Fluka
Dimethylformamid 40250 puriss. p.A. Fluka
(2S,3S)-Di-O-benzoylweinsaure 818869 > 99% Merck
Dithizon 1.03092 p.A., >98% Merck
DMSO-ds 17,594-3 99,5+% d Aldrich
DNA-Proben p.A. Biomol
Ethylbenzol 03080 puriss. p.A., 299 % Fluka
Gold 99,9 % Balzers
Guanin 51020 purum, > 98 % Fluka
Guanosin 51050 > 98% Fluka
4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-ethansulfonsaure 9105.4 > 99% Roth
lod 57660 puriss. p.A., > 99% Fluka
Kaliumcarbonat wasserfrei 60109 puriss. p.A.,. > 99% Fluka
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Kaliumthioacetat 24,177-6 98 % Aldrich
o-Kresol 60990 puriss. p. A., > 99% Fluka
m-Kresol 61020 pract., 98% Fluka
p-Kresol 61030 puriss. p. A., > 99% Fluka
Kristallviolett 28390 > 96 % Fluka
Lawesson Reagenz 61750 purum, > 98 % Fluka
Methanol 1.06002 Uvasol Merck
Methansulfonylchlorid 64260 puriss., > 99,5 % Fluka
Methylenchlorid 66750 purum Fluka
N,N-Dimethylthiocarbamoylchlorid 41667 purum, > 99% Fluka
Naphthalin 70210 purum, > 98 % Fluka
2-Naphthalinthiol 8.2C858 z.S.,>98% Merck
Natriumhydrid 22,344-1 95% Aldrich
Natriumhydrogensulfid Monohydrat 71660 tech > 90% Fluka
Natriumhydroxid 71690 puriss. p.A. > 98% Fluka
Natriummethylat 71750 pract., ~ 95 % Fluka
n-Buthyllithium, 1,6 M in Hexan 20160 pract. Fluka

PBS (Kochsalzlésung, steril, 0.0067 M PO,”, pH 7,2) | 17-516Q Bio Whittaker
Petrolether 77379 puriss. p. A. Fluka
Phosphorpentoxid 79612 purum Fluka
p-iso-Propylcalix[4]aren 59375 pract. ~ 97% Fluka
p-Nitroanilin 72680 puriss. p.A., > 99 % Fluka
p-tert-Butylcalix[4]aren 19721 purum > 97% Fluka
p-tert-Butylcalix[6]aren 19722 puriss, > 99% Fluka
p-tert-Butylcalix[8]aren 19724 puriss, > 99% Fluka
p-Tolylether 36,885-7 99% Aldrich
Rhodamin-B-isothiocanat 28,392-4 Aldrich
Salpetersaure 65 % 6080 purum J.T. Baker
Salzsaure 37 % 84426 puriss. p. A. Fluka
Schwefelsdure 95-97% 1.00731 p.A. Merck
Siamzin 45659 Pestanal Riedel-de-Haen
Silber 99-311409 99,99% Balzers
Silikagel Macherey & Nagel
Silikagel-Platten 60 F2s4 5548 Merck
Streptavidin SA500 98% Aktivitat Vector Laboratories
Streptavidin, Gold-gelabelt (30 nm Kolloidgréfie) CG3016 90% Aktivitat Nanoprobes
Tetrachlorethylen 86972 purum, =99 % Fluka
Thiophenol 24,024-9 99,5+ % Aldrich
Thymidin 85,500-6 99+ % Aldrich
Thymin 8209 Merck
Toluol 89681 puriss. p. A.,299,5% | Fluka
Trichlorethylen 91129 puriss. p.A., > 99 % Fluka
Triclosan purum HiMos
Triphenylphosphin 93092 purum, ~ 97% Fluka
Wasser seralpur, bzw. millipor
Wasserstoffperoxid 35% 95299 purum p.A. Fluka

Xylol (Isomerengemisch) 95685 purum, > 98 % Fluka
o-Xylol 95662 puriss. p. A. Fluka

113




Anhang und Literaturverzeichnis

m-Xylol 8688 reinst Merck
p-Xylol 95682 puriss. p.A., 299 % Fluka
Z-L-Asparaginsaure 95970 puriss, > 99% Fluka
Zink (Pulver) 00618 p. A. Fluka

6.2 Abkurzungsverzeichnis

AgFON
ASR
AUFON
BrCD

CCD
CD

CT
Diglyme
)

LR

LUMO

Nd:YAG
NMR
PCR

PE

Molekulpolarisierbarkeit

Ag films over nanoparticles = Silberfilme tGber Nanopartikeln
atomic scale roughness

Au films over nanoparticles = Goldfilme Gber Nanopartikeln
Bromderivat eines Cyclodextrins

Lichtgeschwindigkeit

charge coupled device

Cyclodextrin

charge transfer

Diethylenglykoldimethylether

Deformationsschwingung (IR, Raman)

chemische Verschiebung (NMR)

elektrische Feldstarke

Infrarot

Verstarkungsfaktor

Plancksche Konstante (6,626 10 Js)

highest occupied molecular orbital

Intensitat

Boltzmann-Konstante (1,38 102 JK™)

Wellenlange

Lawesson-Reagenz (2,4-Bis(4-methoxyphenyl)-1,3,2,4-
dithiadiphosphetan 2,4-disulfid)

lowest unoccupied molecular orbital

elektrisches Dipolmoment

Valenzschwingung (IR, Raman)

Frequenz

Neodym:Yttrium-Aluminium-Granat

Nuclear Magnetic Resonance

Polymerase Chain Reaction

Petrolether
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REM
RIE
RIfS
RT
SAM
SEM
SERS
SPR
TCD
THF

< 4 o

Rasterelektronenmikroskop

reactive ion etching
Reflektions-Interferometer-Spektroskopie
Raumtemperatur

self assembled monolayer

scanning electron microscope
Surface Enhanced Raman-Scattering
Surface Plasmon Resonance
Thiolderivat eines Cyclodextrins
Tetrahydrofuran

Sekunden

Zeit

Temperatur (Kelvin)

Volt

6.3 Das Prinzip der Differenzspektrenbildung

Die Bildung von Differenzspektren dient zur Beseitigung stérender und unbendtigter Banden,

wie z.B. von Banden organische Losungsmittel, in den Raman- oder SERS-Spektren. Am

Beispiel des Parfums Love Life der Firma Avon ist die in Abbildung 6.1 dargestellt. Von

Raman-Spektrum des Parfums wird das Spektrum des Ldsungsmittels Ethanols skaliert

subtrahiert. Das resultierende Differenzspektrum ist weitestgehend von den stérenden

Ethanol-Banden befreit, eine anschliefiende Auswertung wird so erleichtert.

Abbildung 6.1

Intensitat (b. E.)

15000 —

10000 - )
Love Life

50004 Ethanol

Differenz-
spektrum (*2)

L'\num/\/
A

T T T T T T T T T
3000 2500 2000 1500 1000 500

Wellenzahl (cm™)

Das Prinzip der Differnzspektrenbildung am Beispiel des Parfums Love
Life (Avon).
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