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Abstract:

Die oberflachenverstarkte Raman-Spektroskopie (SERS), die auf der Verwendung von funktionalen
Metallnanostrukturen beruht, zeigt ein groes Potential als analytische Methode. Dies wird auf ihre
molekulare Spezifitdt sowie hohen Sensitivitdt zurlickgefiihrt. Durch die Kombination von SERS mit
mikrofluidischen Lab-on-a-chip-Ansatzen kénnen Untersuchungen unter reproduzierbaren Bedingun-
gen sowie im Hochdurchsatz durchgefiihrt werden. Am Beispiel von Methotrexat und Levolfoxacin,
einem Chemotherapeutikum sowie einem Antibiotikum, kann das Potential der Lab-on-a-chip-SERS-
Technologie fir die Medikamenteniiberwachung aufgezeigt werden. Darlber hinaus wird in diesem
Beitrag der Einsatz von SERS-aktiven Strukturen in der Lebensmittelanalytik erlautert. Dies umfasst
den Nachweis der Lebensmittelfarbstoffe Sudan Ill, welcher indirekt krebserregend wirkt und zum
Farben von z.B. Gewirzpulvern oder Palmdl eingesetzt wird, sowie Azorubin (E122) in Getrankepro-

ben.
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Einleitung

Spezifische und sensitive Detektionsmethoden
fur eine schnelle Analyse sind von grol3er Be-
deutung in der Medikamenteniberwachung und
Lebensmittelanalytik. Die Raman-
Spektroskopie hat in den letzten Jahren an
Bedeutung fir bioanalytische Fragestellungen
gewonnen, was auf ihrer molekulare Finger-
print-Spezifitat zurlckzufihren ist. Jedoch kann
der spezifische Nachweis kleiner Konzentratio-
nen, die in der Medikamenteniberwachung und
Lebensmittelanalytik relevant sind, nicht er-
bracht werden. Dies ist auf die inhdrent schwa-
che Raman-Streuung zurlickzufihren. Durch
die Wechselwirkung von Molekilen mit an Me-
tallnanostrukturen angeregten starken elektro-
magnetischen Feldern werden spezifische Ra-
man-Moden um mehrere Grolenordnungen
verstarkt. Dieser Effekt ist als oberflachenver-
starkte Raman-Spektroskopie (surface enhan-
ced Raman spectroscopy, SERS) bekannt [1-
3]. SERS-aktive Strukturen kénnen mittels Bot-
tom-up- und Top-down-Verfahren sowie durch
Selbstorganisation und  Template-gestitzte
Anséatze hergestellt werden. Durch die Kombi-
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nation dieser hochspezifischen und sensitiven
Methode mit mikrofluidischen Funktionselemen-
ten kdénnen spektroskopische Untersuchungen
im Hochdurchsatz durchgefiihrt und eine hohe
Reproduzierbarkeit gewahrleistet werden [4].
Beispielsweise sind tropfenbasierte, mikrofluidi-
sche Lab-on-a-chip-Ansatze verfugbar [5-8].
Uber Dosieranschliisse werden wéssrige Trop-
fen in einem Olstrom generiert, die den Analy-
ten, die SERS-aktiven Silbernanopartikel und
das Aktivierungsagenz enthalten. Die SERS-
Spektren werden im Hochdurchsatz durch Fo-
kussieren des Laserstrahls in den Kanal aufge-
nommen.

Lab-on-a-chip-SERS fiir die Medikamenten-
tiberwachung im Hochdurchsatz

Am Beispiel von Methotrexat (MTX), einem
Folsédure-Analogon und -Antagonist, kann das
Potential der Lab-on-a-chip-Methode aufgezeigt
werden [9]. Dazu wurden Silbernanopartikel als
SERS-aktives Substrat verwendet, die nach
einem Protokoll von Leopold et al. [10] herge-
stellt wurden. Die Verabreichung von MTX in
der medizinischen Behandlung von Krebspati-
enten ist mit geféhrlichen Vergiftungserschei-
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nungen verbunden, die bei Konzentrationen
auftreten kénnen, die 10 uM Uberschreiten. Bei
Gabe der Injektionen wahrend des Behand-
lungszyklus muss gewéhrleistet sein, dass die
Konzentration von MTX in Blutplasma auf einen
Wert geringer als 1 uM gefallen ist. Unter Ver-
wendung unserer Lab-on-a-chip-SERS-
Technologie konnte erfolgreich gezeigt werden,
dass MTX im therapeutischen Bereich zwi-
schen 10 yM und 0,1 M im Hochdurchsatz
quantitativ nachgewiesen werden kann.

Dariiber hinaus wurde daran gearbeitet, mittels
Lab-on-a-Chip-SERS das Medikament Levoflo-
xacin nachzuweisen [11]. Levofloxacin ist ein
Fluorchinolon, welches bakterizid wirkt und
somit sowohl im medizinischem, wie auch im
Umweltbereich eine groRe Bedeutung ein-
nimmt. In Abbildung 1A ist das Raman-
Spektrum des Feststoffs dargestellt. Es konnte
gezeigt werden, dass Levofloxacin Uber die
Carboxylat-Gruppe an die Silberoberflache
anbindet und senkrecht bzw. leicht geneigt zur
Silberoberflache orientiert ist. Dartiber hinaus
sinkt bei Anwesenheit von Chlorid-lonen die
Signalintensitdt deutlich ab (siehe Abbildung
1B). Deshalb wurde die Bestimmung der
Nachweisgrenze in Abwesenheit von Elektroly-
ten durchgefuhrt. Die ermittelte Nachweisgren-
ze kann mit etwa 0,8 pM angegeben werden
und der linear-dynamische Bereich erstreckt
sich zwischen 1 und 15 pM. Dies konnten durch
die Normalisierung der SERS -Signale auf die
Raman-Bande bei 230 cm™ erreicht werden, die
der Ag-O-Streckschwingung zugeordnet wer-
den kann und durch die Levofloxacin-Molekile
hervorgerufen wird, die sich in der ersten
Schicht auf der Metalloberflache befinden.
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Abbildung 1: (A) Raman-Spektrum von Levofloxacin
(Feststoff), (B) SERS-Spektren einer 0,17mM Levofio-
xacin-Ldsung in Ab- bzw. Anwesenheit von KCI.

Lebensmittelanalytik unter Verwendung
plasmonischer Metallnanostrukturen

Im Fall der Lebensmittelanalytik sind die Anfor-
derungen an eine SERS-gestltzte Analyse
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verschieden zur Medikamenteniberwachung.
Es werden SERS-aktive Oberflachen bendtigt,
die fir eine einmalige Verwendung geeignet
sind und Bedingungen wie eine einfache Her-
stellung verbunden mit geringen Kosten sowie
effizienter Signalverstarkung erfillen. Es konnte
gezeigt werden, dass enzymatisch-generierte
Nanopartikel (EGNPs) als Bottom-up-
Strukturen den genannten Anforderungen ge-
nigen. Dazu werden Biotin-markierte Linker-
Molekule auf Oberflachen aufgebracht. Basie-
rend auf der Wechselwirkung zwischen Biotin
und Streptavidin wird ein Enzymkomplex an die
Oberflache angebunden und eine enzymatisch-
gesteuerte Metallabscheidungsreaktion fihrt
zur Ausbildung wistenrosen-artiger Silberna-
nostrukturen. Die EGNPs kénnen in ihrer Leis-
tungsfahigkeit als SERS-Substrat noch weiter
verbessert werden, wenn sie mit Aluminiumoxid
in einer Atomlagenabscheidung beschichtet
werden [12]. Dies fihrt einerseits zur Reduzie-
rung des Hintergrundsignals sowie zur Erho-
hung der Stabilitdt gegen Umwelteinflisse.

Die EGNPs wurden dartber hinaus mit lipophi-
len Sensorschichten modifiziert. Somit kann
Sudan I, eine indirekt krebserregende Sub-
stanz, die in Chilipulver, Palmél oder Gewiirz-
mischungen gefunden wird, im Hintergrund von
Riboflavin sowie in Extrakten von Paprikapulver
nachgewiesen werden [13], da in die lipophilen
Sensorschichten bevorzugt kleine, wasserun-
I6sliche Molekile wie Sudan Il angereichert
werden. Aller wasserl6slichen Matrixbestandtei-
le werden durch diese Auftrennung des Stoff-
gemischs von der Metalloberflache entfernt und
tragen somit nicht zum Gesamtspektrum bei.

Tabelle 1: Konzentrationsbestimmung von E122 in
Getrénkeproben mittels SERS

Probe HPLC SERS
(mglL) (mg/L)
Energiedrink 26+2,6 27+5
Grenadine 280 + 355+ 77
28,0
Erdbeerwodka 12+1,2 18+4
Passionsfruchtwodka | 1,7+0,2 | 4,7+1,8
Himbeerlimonade 4+04 53+14
Blutorangenlimonade <0,1 <0,2
Himbeersirup <0,1 <0,2

SchlieBlich kann das Potential einer SERS-
gestutzten Analyse am Beispiel von Azorubin
(E122) in kommerziell erhéltlichen Getrénken
mit unterschiedlicher Komplexitdt (Zuckergeh-
alt, Alkoholkonzentration) aufgezeigt werden

201



[14]. Dazu wurden SERS-aktive Oberflachen,
hergestellt durch  Nanosphere-Lithographie
(NSL), mit der zu untersuchenden Substanz
belegt. Alle Getrdnkeproben wurden 1:5 mit
Wasser vermischt, was einer sehr einfachen
Probenvorbereitung und Handhabung ent-
spricht. Es konnte eine gute Ubereinstimmung
zwischen der detektierten Konzentration unter
Verwendung von SERS sowie dem Goldstan-
dard HPLC, einer laborgebundenen Methode,
erreicht werden (siehe Tabelle 1).

Zusammenfassung

Zusammenfassend kann festgestellt werden,
dass die SERS-Methode aufgrund ihrer hohen
Spezifitdt und Sensitivitat ein groRes Potential
fur die Medikamenteniberwachung und Le-
bensmittelanalytik besitzt. SERS kann in Kom-
bination mit weiteren Funktionselementen wie
z.B. mikrofluidischen Bauteilen sowie mit, in
ihrer Handhabung einfachen, Probenvorberei-
tungsprotokollen eingesetzt werden. Dies wur-
de am Beispiel der Medikamente MTX und
Levofloxacin sowie der Lebensmittelfarbstoffe
Sudan Il und Azorubin untermauert.
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