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1 Einleitung

1.1 Problematik

In den letzten Jahren und Jahrzehnten wurden diverse Entwicklungen der
Analytischen Chemie vorangetrieben ohne immer notwendigerweise auf maogliche
Vernetzungsmaglichkeiten untereinander zu achten.

Erwéhnenswert sind in diesem Zusammenhang molekular gepragte Polymere (MIP)?,
welche aulRerhalb chromatographischer Trenntechniken und einigen verwandten
Anwendungen zur Probenvorbereitung wie der Solid Phase Extraktion kaum genutzt
werden. Besonders der Einsatz in Kombination mit spektroskopischen
Detektionsmethoden erscheint schwierig, da diese Materialen Uber Kkeine
herausragenden optischen Eigenschaften verfligen und meist in Pulverform
hergestellt, verwendet und auch erforscht wurden.

Mit den seit einigen Jahren auf der Basis von Quarzmikrowagen (QCM) entwickelten
Sensoren, welche sich ebenso die Eigenschaften von MIP zu Nutze machen, stehen
ebenso bekannte und gut charakterisierte Materialien zur Verfugung, welche
kombinationsfahiger erscheinen. Der Sensortyp konnte sich im Bereich der
Spurenanalytik fir Gase begrenzt durchsetzen® blieb aber trotz intensivster
Forschung ein Nischenprodukt und wird fir Messungen in Flissigphase erst seit
kurzem kommerzialisiert.®> Das anhand der QCM-Forschungen gewonnene Wissen
kann dennoch helfen um auf raschem Wege neue Sensoren zu entwickeln: Sowohl
die haufig verwendeten dinnen Filme (Polymerschichten im unteren 3-stelligen
Nanometerbereich) als auch molekular geprégte Nanopartikel konnen der Schlussel
zu einer erfolgreichen Kombination mit optischen Detektionsmethoden sein, da sie
nicht nur gezielt in geringer Schichtdicke auf diverse Substrate aufgebracht werden
kénnen, sondern ebenso Uber bessere optische Eigenschaften gegentber den fur

Chromatographie Ublichen Materialien verfligen.

Moderne Analytische Chemie ohne Trenntechnik und Massenspektrometer ist de
facto nicht vorstellbar®. Die Nachteile dieser Methoden sind jedoch zum einen der

hohe Preis und zum anderen die vergleichsweise lange Analysendauer. Des
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Weiteren wird vergleichsweise hoch qualifiziertes Personal benottigt um diese
komplexen Geratschaften erfolgreich betreiben zu kénnen sowie, trotz diverser
Bemuhungen, immer noch grol3e Mengen an teils umweltschadlichen und teuren
Losungsmitteln. All dies fuhrt unter anderem dazu, dass Analysen in gewissen
Bereichen entweder gar nicht oder nur sehr eingeschrankt in Form von Stichproben
stattfinden kénnen. In vielen Entwicklungsstaaten sind daher, wenn tberhaupt, nur
sehr eingeschrankte Lebensmittelkontrollen mdglich. Dadurch kommt es immer
wieder zu Todesfallen durch kontaminierte Lebensmittel, welche in den Staaten der
Ersten Welt mittlerweile undenkbar sind.” Hier wiirde bereits eine giinstige

Screeningmethode Abhilfe schaffen.

1.2 Melamin

Neben den bekannten Féllen von Lebensmittelvergiftungen durch Melamin® gibt es
einige Schattenseiten, welche medial nicht in dem MaRe prasent sind, wie
beispielsweise die in China vollstreckten Todesurteile gegen angeblich
verantwortliche Produktionsleiter oder den hauptséachlich in den USA bekannt
gewordenen Melaminskandal betreffend Haustiernahrung. Laut Untersuchungen der
Universitat fur Bodenkultur Wien wurde nach dem Bekanntwerden diverser Félle in
Europa mit Melamin kontaminiertes Milchpulver offensichtlich bewusst aus China in
Entwicklungsstaaten Afrikas exportiert. Erhebliche Konzentrationen der Verbindung
wurden auch in Babynahrung gefunden, was aufgrund der Anatomie und Erndhrung
von Babys und Kleinkindern besonders fatale Folgen haben kann. Die Problematik
besteht nun vor allem darin, dass weder staatliche noch private Stellen in den
betreffenden Landern Uber geeignete Analysemethoden verfiigen, um auch nur
anndhernd in der Lage zu sein die Missstande aufzudecken. Die Funde waren reiner
Zufall und gehen auf das persénliche Engagement einer Mitarbeiterin der BOKU
zurtick. Es ist daher vollig unbekannt in welchen Mengen und in welchen weiteren
Staaten und Kontinenten mit Melamin verseuchte Lebensmittel exportiert wurden und
bis dato werden. Es muss auch angemerkt werden, dass eine flachendeckende
Kontrolle mit den vorhandenen analytischen Methoden in Osterreich derzeit nur

schwierig mdglich ware, falls Bedarf entstehen sollte.
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1.3 PHOTOSENS - Ein Uberblick

Das EU-Projekt ,PHOTOSENS® hat sich nun zum Ziel gesetzt neuartige, moglichst
kosten- und zeiteffektive Analysemethoden zu entwickeln, um Alternativen zu den
etablierten, aul3erst leistungsfahigen aber aufwendigen und teuren Methoden wie
HPLC-MS (high performance liquid chromatography-mass spectrometry)

bereitzustellen.’

Hierfir wurden drei Beispielanalyte gewahlt, welche die mdglichen zukinftigen
Einsatzbereiche mdglichst vollstandig abdecken sollen. In dieser Arbeit wird primar
Melamin behandelt, welches von diversen Lebensmittelskandalen bekannt ist. Die
weiteren Analyte sind Ibuprofen (pharmazeutische Anwendungen) und Formaldehyd
(Schadstoffanalytik in der Gasphase). Letzteres soll mittels photonischer Kristalle
(PC), Melamin und Ibuprofen mittels SERS detektiert werden.

Neben der Kombination von funktionalisierten Polymeren (Universitat Wien, TNO)
und z.B. bereits kommerziell erhaltlichen SERS-Substraten (Klarite ® Substrate von
Renishaw Diagnostics) ist auch die Entwicklung eines Sensors auf Basis
photonischer Kiristalle (University of Southampton) sowie eine spurbare
Kostensenkung im Herstellungsprozess durch die Verwendung neuer Materialien
und Drucktechniken Ziel des Projekts (VTT, Nanocomp, 3D AG, Momentive).
Zusatzlich sollen die zur Auswertung nétigen Spektrometer nach Madaglichkeit
miniaturisiert werden, wobei die neuartigen Substrate als Lichtleiter Verwendung
finden kénnen um ohne aufwendige Optiken einen verlustarmen und gezielten
Eintrag der Anregungsstrahlung zu erreichen. Hierfur ist mit Phillips neben Renishaw
Diagnostics ein weiterer wichtiger Industriepartner am Projekt beteiligt (ein Uberblick
findet sich in Abbildung 1).

11
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Abbildung 1. Kompetenzen der jeweiligen ,PHOTOSENS* Projektpartner

Naturlich ist es ein ebenso deklariertes Ziel eines EU-Projektes die Zusammenarbeit
zwischen den einzelnen Partnern und Landern zu férdern.? Allein im Rahmen dieser
Dissertation kam es zur direkten Zusammenarbeit mit Nanocomp, VTT, TNO,
Momentive, der University of Southampton und Renishaw Diagnostics. Ohne diese

Kooperationen wére die entstandene Arbeit nicht realisierbar gewesen.

“Renishaw Diagnostics is expecting new materials and sensors developed in the
project to revolutionize photonics sensing applications”

Dr. David Eustace from Renishaw Diagnostics
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1.4 Zielsetzung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten primar die notwendigen sensitiven
Materialen fur die selektive Erkennung fur den Analyten Melamin entwickelt, und
diese mit dem im Rahmen des Projekts vorgesehenen Detektionsprinzip der
oberflachenverstarkten Raman Streuung kombiniert werden. Hierfir kommen
verschiedene funktionalisierte Materialien wie dunne Filme oder funktionalisierte
Nanopartikel in Frage. Die entwickelten Polymere sollen mittels QCM weitestmoglich
charakterisiert werden um diese Ergebnisse mit jenen der neuartigen SERS
Messungen vergleichen zu kdnnen bzw. schon zuvor abzuklaren, ob eine
Kombination dberhaupt zum erhofften Messsignal fihren kann. Durch den
nachtraglich entsprechenden Bedarf wurden auch einige Materialen als Prototyp fur
PC entwickelt und mittels QCM getestet.

Die wissenschaftlich betrachtet interessanteste Neuerung bleibt ohne Zweifel die
Erforschung der neuartigen Kombination zwischen MIP und SERS fir den Analyten
Melamin zur Lebensmittelkontrolle (Abbildung 2).

Melamin

Polymer

Silizium

Abbildung 2: Konzept der MIP-SERS Kombination zur Detektion von Melamin.
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2 Methodenuberblick

2.1 Molekulares Pragen

Die ersten erfolgreichen Experimente Uber Molecular Imprinting fanden bereits 1931
unter M. V. Polyakov statt.” Hierbei wurde anhand von Kieselgel festgestellt, dass
dieses verstarkt Benzenmolekile aufnimmt, wenn dieses Ldsungsmittel bereits
wahrend der Synthese des Gels zugesetzt wurde. Das erste Patent entstand unter
der Regie der Firma Merck und beschrieb die Herstellung von molekular gepragtem
Silikagel zur Bindung des Nikotins aus Tabakrauch. Diese neuen Zigarettenfilter
waren durch die erhdhte Anzahl an kinstlich geschaffenen Kavitaten in der Lage um
10,7 % mehr Nikotin aufzunehmen als die konventionell synthetisierte Variante.'
Seit diesem Patent des Jahres 1965 stieg die Entwicklung verschiedenster molekular
gepragter Materialien vor allem im Bereich der wesentlich variableren organischen

Polymere stark an.

‘ ' , Polymensatlon Ed Auswaschen

Polymensmmngs Template
gemisch

Wieder-
belegung

O

Abbildung 3: Beispiel eines molekular gepréagten Polymers mit drei unterschiedlichen
funktionellen Monomerbausteinen'*

Die Grundlagen fir diese Entwicklungen basieren auf in der Natur vorkommenden
Phanomenen wie der Bindung von Antikbérpern an Antigenen oder der
Enzym-Substrat Wechselwirkung. Es handelt sich folglich um ein Schlissel-Schloss
Prinzip, wobei die grof3e Herausforderung der modernen Chemie darin besteht ein

kunstliches Polymer zu schaffen, welches die Eigenschaft besitzt das Zielmolekiil
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maoglichst sensitiv und selektiv ein- sowie auszulagern. Das Prinzip ist in Abbildung 3
mit drei unterschiedlichen funktionellen Monomeren zu sehen, wobei ebenso

Varianten mit nur einem Rezeptortyp Ublich sind.

Im Gegensatz zu den von der Natur bekannten Antikdrpern geschieht dieser
Optimierungsprozess jedoch nicht durch ,trial and error” mdoglichst vieler
unterschiedlicher Varianten sondern durch die intelligente Wahl geeigneter
Monomere, welche eine mdoglichst hohe Affinitat gegentber dem Zielmolekdl
aufweisen mussen. Versuchsreihen mit teilweise Dutzenden unterschiedlicher
Polymertypen gehéren der Vergangenheit an und werden anhand bereits in der
Literatur verfligbarer Beispiele, moderner Computersimulationsprogramme und vor
allem durch das chemische Verstandnis des zustandigen Wissenschaftlers ersetzt.
Durch die moderne Chemie steht ein scheinbar unbegrenztes Sortiment an
funktionellen Monomeren sowie Quervernetzern zur Verfigung, womit fur praktisch
jedes Molekul eine oder mehrere passende Kombinationen fur ein MIP gewahlt
werden kdnnen.

Bei der Wahl der funktionellen Monomereinheiten ist zu beachten, dass die
jeweiligen Bindungen nicht zu stark sein darfen, da beispielsweise ein kovalent
gebundenes Templatmolekil nicht aus der Polymermatrix ausgewaschen werden
und dadurch mangels leerer Kavitdten kein geeignetes molekular gepréagtes
Polymer (MIP) entstehen kann. Von Interesse sind Wechselwirkungen im Bereich der
Van der Waals Krafte (bis 10 kJ/mol), m-mm-Wechselwirkungen und
Wasserstoffbriickenbindungen (bis ca. 40 kJ/mol). Die Monomere lagern sich bereits
vor der eigentlichen Polymerisation an das Zielmolekil (den Analyten) an. Es kommt
folglich zu einer supramolekularen Selbstassemblierung (self-assembly), die ein
reversibles System bildet, welches erst durch die Vernetzung wahrend der

Polymerisation fixiert wird (siehe Abbildung 3).

Eine weitere, oft vernachlassigte, Bedeutung wird dem Quervernetzer zuteil. Dieser
muss grundsétzlich im Ldsungsmittel der funktionellen Monomere sowie des
Zielmoleklls gelost werden kénnen, wobei dieses bei vielen Anwendungen
speziellen Herausforderungen gerecht werden muss. Zu beachten sind hierbei

physikalische Eigenschaften wie Viskositdt und Siedepunkt, falls das gepragte
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Polymer in Form einer dinnen Schicht aufgetragen werden soll, als auch Toxizitat
oder Entsorgungsprobleme, sofern eine Produktion grof3eren Maf3stabs angedacht
ist. Im Optimalfall besitzt auch der Quervernetzer eine gewisse Affinitdt zum
Zielmolekdl.

Zuletzt mussen Polymerisationsdauer sowie Temperatur bedacht werden, da
insbesondere bei radikalischen Polymeren sowohl zu schnelle Reaktionen, als auch
zu hohe Temperaturen zu unbrauchbaren Kavitdten fuhren kdnnen. Madgliche
Variablen sind hier die Menge sowie Art des Startreagens, welches ublicherweise
thermisch oder mittels UV-Licht die Polymerisation in Gang setzt. Die Wahl wird
wiederum durch die beschrankte Loslichkeit sowie gegebenenfalls eingeschrankte
Lager- bzw. Transportmdglichkeiten eingeschrankt, wenn es sich um Produktionen
aulBerhalb des universitaren Forschungsbetriebs handelt. Als Beispiel sei
Azo-bis-(isobutyronitril) genannt, welches aufgrund von Vorschriften der EU
(Lagerung bei 2-8°C, Transport in einem Fahrzeug mit doppeltem Kihlkreislauf)
kaum noch verwendet und weitgehend durch Dicumylperoxid ersetzt wird.

Die Losungsmittel wahrend der Polymerisation, dem Auswaschschritt sowie der
eigentlichen Anwendung kdnnen, missen sich aber nicht unterscheiden. Méglich
sind MIP, bei welchen der Analyt nur mit einem speziellen Lésungsmittelgemisch
ausgewaschen werden kann, wobei die Anreicherung beim Einlagerungsschritt
maximiert wird.

Generell konnen unterschiedliche Probleme bei dem Extraktionsschritt auftreten,
welche in Abbildung 4 schematisch aufgezahlt sind. Im Idealfall wird lediglich das
Templatmolekil entfernt ohne die Struktur der umgebenden Polymermatrix
wesentlich zu verandern. Moéglich sind jedoch unterschiedliche Problemfalle wie das
Zusammenziehen oder eine Ausdehnung der Kavitaten, wodurch eine
Wiedereinlagerung von Zielmolekil erschwert wird. Dies ist im Wesentlichen der
Grund fir den hohen Anteil an Quervernetzer bei molekular gepragten Polymeren,
welcher das umgebende Geriist so weit stabilisiert, dass es zu keinen wesentlichen

Veranderungen wahrend des Einsatzes kommt.
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Abbildung 4: Verschiedene Probleme nach dem Auswaschen des Templates, wodurch die
Funktion des MIP verloren geht oder zumindest eingeschrankt wird.*?

Neben dem missglickten Auswaschen des Templats besteht auch noch die
Moglichkeit, dass sich unterschiedliche funktionelle Gruppen der Monomere
untereinander oder auch mit einem der verwendeten Losungsmittel (nicht in der
Abbildung) vernetzen und dadurch irreversibel unbrauchbar werden. Daher ist
besonders auf die Kombination der Monomereinheiten zu achten, wobei diese fur
gewohnlich bereits bei der Polymersynthese in Wechselwirkung treten wirden und

nicht erst beim Entfernen des Templatmolekdls.

Zum Einsatz kommen molekular gepragte Materialien in der Analytischen Chemie
primar im Bereich der Trenntechnik (HPLC, UHPLC) sowie der Probenvorbereitung
(SPE, SPME). Wichtige praparative Anwendungen sind die Reinigung von

Chemikalien sowie die Trennung von Racematen im pharmazeutischen Bereich.*?
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2.2 Bildgebende Verfahren

Das Aufldosungsvermdgen optischer Lichtmikroskope ist durch die Wellenlange des
verwendeten Lichts beschrankt (200-300 nm). Deshalb wird standig versucht
Methoden zu entwickeln, um diesen limitierenden Faktor zu umgehen. Das bereits
1931 entwickelte Elektronenmikroskop'® verwendet einen Elektronenstrahl anstelle
der Photonen, wodurch sich die Wellenlange durch Erhohung der Energie
theoretisch  beliebig verkirzen lasst. Praktisch flhren zu energiereiche
Elektronenstrahlen jedoch zu einer Zerstérung der Probe.™ Die im Rahmen dieser
Arbeit verwendete Geometrie eines Transmissionselektronenmikroskops (TEM) wird
aufgrund ihrer Bedeutung zur Charakterisierung der in Kapitel 3.5 dargestellten Core-
Shell Nanopartikel im Anschluss naher beschrieben.’®'” Verglichen mit optischen
Mikroskopen handelt es sich um ein Durchlichtmikroskop mit Elektronen anstelle der
Photonen, wahrend die Rasterelektronenmikroskopie (SEM) auch massive Proben
abbilden kann, indem Sekundéar-, Auger-, und rickgestreute Elektronen sowie
entstehende RoOntgen-, als auch Bremsstrahlung sowie Kathodolumineszenz

detektiert werden kdnnen.

Der historisch betrachtet nachste bedeutende Schritt war 1981 die Einfihrung der
Rastersondenmikroskopie in Form des Rastertunnelmikroskops (STM).*® Hierbei wird
eine Metallspitze (aus Wolfram, Platinlegierungen oder Gold) als Sonde, welche im
Idealfall in einem einzelnen Atom endet, in konstantem Abstand Uber die Probe
gefihrt ohne diese zu berlihren. Zwischen der obligatorisch elektrisch leitenden
Oberflache und der Spitze wird eine Spannung angelegt, wodurch ein Tunnelstrom
flie3t, welcher direkt vom Abstand zwischen Probe und Spitze abhangig ist. Durch
Hohen&nderungen der Sonde oder des Probentisches wird der Stromfluss konstant
gehalten und ein entsprechendes Oberflachenprofil wiedergegeben (constant current
method, | = konstant). Bei sehr ebenen Materialien besteht zusatzlich die Mdglichkeit
die H6he konstant zu halten und den sich verandernden Tunnelstrom aufzuzeichnen
(constant height method, z = konstant). Hierbei besteht allerdings die Gefahr, dass
die Spitze durch eine Kollision mit der Probe beschéadigt wird. In jedem Fall geschieht

das Abtasten der Probe zeilenweise, also in Form eines Rasters.
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Feedback Loop Maintains
Constant Tunneling Current

Abbildung 5: STM Prinzip (links), das am Analytischen Institut der Universitat Wien
vorhandene Gerat mit einer vergoldeten Probe (mitte) und die nasschemisch geéatzte
zugehdrige Wolframspitze im Detail (rechts).

Die grofRte Herausforderung war die Sicherstellung kleinster Bewegungen in der
GroRRenordnung einzelner Atome oder darunter. Dies wurde durch Piezoelemente
ermdglicht.’® Ein Nachteil der Rastertunnelmikroskopie ist durch die Notwendigkeit
gegeben, dass die Probe eine elektrisch leitende Oberflache besitzen muss.
Aufgrund dieses Defizits wurden Techniken etabliert, welche sich andere
Wechselwirkungen zwischen Probe und Sonde zu Nutze machen. Neben der im
Anschluss  naher beschriebenen  Rasterkraftmikroskopie  (AFM)?°  sowie
Magnetkraftmikroskopie (MFM)* und der optischen Rasternahfeldmikroskopie
(SNOM)? gibt es noch eine Vielzahl von auf dem Prinzip der
Rastersondenmikroskopie basierenden Spezialanwendungen, wie beispielsweise
akustische und chemische Kraftmikroskopie sowie Reibungskraftmessungen und

Strom-Spannungs-Mikroskopie.

2.2.1 Transmissionselektronenmikroskopie

Unter den Elektronenmikroskopen bildet das Transmissionselektronenmikroskop
(TEM) neben dem Rasterelektronenmikroskop den zweiten wesentlichen Grundtyp.
Gemessen werden jene Elektronen, die das zu messende Objekt durchstrahlen. Um
dies zu ermoglichen muss die Probe im Gegensatz zur SEM sehr diinn sein (je nhach
Material und verwendetem Gerat zwischen wenigen Nanometern bis hin zu
mehreren Mikrometern, typisch 10 bis 100 nm). Die aktuelle Auflésungsgrenze liegt

bei 0,05 nm.?® Der Elektronenstrahl wird mittels einer Spannung von 80-400 kV durch
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den evakuierten Strahlengang beschleunigt um nicht von Luftmolekilen abgelenkt zu
werden. Aufwendige Kondensor-Linsensysteme bewirken, dass der abzubildende
Abschnitt von parallel eintretenden Elektronenstrahlen ausgeleuchtet wird. Bei nicht
kristallinen Materialien wie biologischen Proben oder Polymeren werden die
Elektronen priméar aufgrund der Rutherford- sowie inelastischer Streuung abgelenkt.
Die elastisch gestreuten Elektronen werden nun hinter dem Objektiv (siehe
Abbildung 6) fokussiert. Eine Blende ermdglicht es nur jene Elektronen passieren zu

lassen, welche nicht gestreut wurden.

Elektronenquelle,
Beschleuniger

Kondensor 1 E 'I ' E

Kondensor 2

Probe
Objektiv
.Beugungsebenen .
7iBildebenen )
Projektiv _ Bgugqngshﬂd

Leuchtschirm,

Leuchtschim Za g

Abbildung 6: Prinzip eines TEM.?*

Das Projektiv bewirkt nun eine zuséatzliche VergroRerung des vom Objektiv
gelieferten Bildes und gibt dieses an den Detektor weiter. Im einfachsten Fall handelt
es sich um einen mit Zinksulfid beschichteten fluoreszierenden Schirm zur direkten
Beobachtung. Soll das Bild aufgezeichnet werden muissen die Elektronenstrahlen
erst mittels Szintillator in Lichtimpulse umgewandelt und anschlie3end mit Hilfe von
Lichtleiterfaserbiindeln zu einem CCD-Chip weitergegeben werden, da direkte
Elektronenstrahlung die Fotodioden des Bildsensors zerstéren wirde.
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2.2.2 Rasterkraftmikroskopie

Rasterkraftmikroskopie (AFM) ist eine Unterart der Rastersondenmikroskopie,
welche aus der Rastertunnelmikroskopie entwickelt wurde um auch elektrisch nicht-
leitende Proben untersuchen zu kdnnen ohne diese zuvor mit Metall zu beschichten
(z.B. mittels Sputtern). Aufgrund des unvermeidbaren Verlustes an Auflésung beim
Beschichten von Oberflachen sowie der Tatsache, dass viele Proben durch den
Vorgang zerstort werden (insbesondere biologische Proben wie Proteine), wurde
diese Entwicklung bereits fiinf Jahre nach dem STM im Jahr 1986 realisiert.?® Hierfiir
wird eine mdglichst kleine Spitze, an einer flexiblen Blattfeder, dem sogenannten
Cantilever, angebracht und Zeile fur Zeile Uber die Probenoberflache gefuhrt. Im
Idealfall befindet sich am Ende dieser Spitze ein einzelnes Atom (siehe Abbildung 7).
Dies lasst sich auch dadurch erreichen, dass ein einzelnes Kohlenmonoxid Molekiil
an der Spitze immobilisiert wird. *® Mittels einer derart modifizierten Spitze gelang
2012 die Aufnahme einzelner Atombindungen im non contact mode.?’ Neben den
bildgebenden Techniken besteht die Moglichkeit zu spektroskopischen Verfahren,
wobei die Krafte an bestimmten Punkten einer Probe gemessen werden. Hierbei ist
es moglich gezielt Wechselwirkungen unterschiedlicher, an der Spitze gebundener
Molektle mit der Oberflache zu messen. Untersucht wurden beispielsweise die Kraft-
Abstands-Kurven von Proteinen bei der kiinstlich herbeigefiihrten Entfaltung.?®

Spiegel

4-Segment
Photodiode

/v A
/ Cantilever

Probe

Piezoelektrischer
Scanner

Abbildung 7: Prinzipieller Aufbau eines AFM

Die Bewegungen werden wie gehabt von einem piezoelektrischen Scanner

durchgefuhrt, welcher entweder die Spitze selbst oder den Probentisch bewegt. Im
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Unterschied zum STM wird jedoch kein Tunnelstrom gemessen, sondern die
mechanische Auslenkung des Cantilevers mittels eines reflektierten Lasers und einer
Multifotodiode (2 oder 4 Segmente). Durch den langen Weg des Lichts vom
Cantilever zur Diode bewirkt eine kleine Auslenkung der Spitze eine groRe Anderung
des reflektierten Lichtstrahls an der Fotodiode. Diese Anordnung ermoéglicht es
kleinste Bewegungen der Spitze im atomaren Mal3stab wahrzunehmen, erfordert
jedoch eine exakte Positionierung des Lasers auf der Spitze und der Fotodiode exakt

zentral auf dem reflektierten Lichtstrahl (siehe Abbildung 8).

_ : -
Justierung l Jyf"‘

cles Lasers: gy _ Sichtfenster fiir

das optische
Mikroskop

“

Stellschrauben zum
. verschieben der Diode

Abbildung 8: Das im Rahmen dieser Dissertation verwendete Nanoscope IV in Aktion (links,
der Laserstrahl ist am Cantilever und am Spiegel zu erkennen) und bei einer Wartung mit
gedffneter Abdeckung der Stellmechanik fur die Justierung der Diode (rechts). Zur groben

Anndherung der Spitze an die Probenoberflache dient in diesem Fall ein Auflichtmikroskop.

Der Zusammenhang zwischen der Auslenkung und der auftretenden Kraft ist durch

das Hook’sche Federgesetz gegeben:

=-KkeAXx

) F = Kraft
Ax = Anderung der Auslenkung
k = Federkonstante
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Die Spitze wird durch diverse anziehende (Van-der-Waals- und Kapillarkrafte sowie
Dipolwechselwirkungen) und abstofl3ende Kréfte seitens der Oberflache beeinflusst
(AbstoRungen durch das Pauli Prinzip, die Coulomb Absto3ung der Kernladung). All
diese Krafte konnen im Lennard Jones Potential zusammengefasst werden
(Abbildung 9).
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Abbildung 9: Das Lennard-Jones-(12,6)-Potential. Hierbei ist V das Potential, r der
Abstand zwischen den Teilchen und r,, der Abstand des Energieminimums zum
Ursprung. € entspricht der Tiefe der Potentialmulde. o entspricht jenem Abstand, an
dem das Lennard Jones Potential einen Wert von Null erreicht.

Anhand der genutzten Wechselwirkungen wird unter drei verschiedenen
Moglichkeiten ein AFM zu betreiben unterschieden: contact mode, non contact mode
und tapping mode. Beim am haufigsten verwendeten contact mode berlhrt die
Spitze permanent die Oberflache, beim non contact mode ist der Abstand bereits so

grof3, dass die anziehenden Kréafte tberwiegen.
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Abbildung 10: Durch die Erhebung veréndert sich die Biegung des Cantilevers (oben,
contact mode) oder die Resonanzfrequenz (unten, non contact mode). In jedem Fall wird der
Abstand zwischen Spitze und Probe mittels Piezoscanner korrigiert, damit der Cantilever
wieder seinen urspriinglichen Zustand erreicht.

Die abstoRBenden Wechselwirkungen variieren mit 1/r'?, die Anziehenden lediglich mit
1/r°. Theoretisch wiirde dies bedeuten, dass der contact mode die héchste Auflésung
besitzen musste, was aufgrund diverser Wechselwirkungen zwischen Spitze und
Probe praktisch nicht der Fall ist. Bereits beim ersten Kontakt kommt es zu
Verunreinigungen und Abnitzungen der Spitze, weshalb die Auflésung immer unter

jener des non contact sowie tapping mode liegt.

Contact mode

Der contact mode eignet sich besonders fiir hartere Oberflachen und benétigt keine
speziellen Umgebungsbedingungen. Des Weiteren kdnnen glnstigere Spitzen
verwendet und hohere Messgeschwindigkeiten gegentber dem tapping mode
verwendet werden. Grundsétzlich stehen zwei unterschiedliche Varianten zur
Verfigung: Der ungeregelte, daflir schnellere, constant height mode sowie der
geregelte constant force mode. Wird die z-Achse konstant gehalten, spricht man vom
constant height mode. Dies war die urspriingliche Variante eines AFM und wird
heute nur noch fir Untersuchungen von sehr glatten Oberflachen verwendet (z.B.
Spaltflachen an Kiristallen). Die Hoheninformation stammt hierbei lediglich vom
Lasersignal des gebogenen Cantilevers.

Wird die Hohenachse wie auch die x/y-Achsen mittels Piezoelement geregelt ist es
moglich bei konstanter Kraft, das heil3t bei konstanter Auslenkung des Cantilevers,

25



zu messen (constant force mode). Diese Methode ist zwar langsamer als der
constant height mode, verfigt jedoch Uber die Moglichkeit wesentlich grol3ere
Hohenunterschiede sowie weichere Materialien abzubilden und verleiht den
verwendeten Spitzen aufgrund der geringeren Krafte eine wesentlich langere

Lebensdauer (eine benutze Spitze ist in Abbildung 11 dargestellt).

AFM Canti lever

mm x50000

Abbildung 11: SEM Aufnahmen einer im contact mode benutzten AFM Spitze mit
erkennbaren Verunreinigungen in 1000 und 50000-facher VergréRerung.* Im Laufe der Zeit
spielt vor allem der Abrieb der Spitze eine Rolle.

Tapping mode

Der tapping mode (auch intermittent contact mode) nutzt eine oszillierende Spitze,
deren Schwingungsamplitude durch Ausgleichsbewegungen des Piezoelements
konstant gehalten wird. Dadurch wird die Oberflache stets nur kurz berthrt, weshalb
diese Methode &aulRerst schonend fir Spitze und Probe ist und bei der Analyse
weicher Oberflachen wie beispielsweise Proteinen Verwendung findet. Der Modus
vermindert vor allem die Gefahr des ,Durchschneidens® weicher Proben sowie ein
Verschieben kleiner Partikel. Zusétzlich eignet sich der Modus durch die im Vergleich
zum contact mode wesentlich geringeren lateralen Krafte am besten fir Messungen
unter Flussigkeiten. Die Abnltzung der Spitzen ist deutlich geringer als bei den

Varianten im contact mode.

Non contact mode
Auch non contact mode wird der Cantilever samt Spitze mit Hilfe eines zusatzlichen
Piezoelements in eine periodische Schwingung versetzt. Sobald sich die Spitze der

Probe soweit nahert, dass sich aufgrund der auftretenden attraktiven Kréafte die
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Resonanzfrequenz im geschlossenen  Schwingkreis &ndert, wird diese
Frequenzanderung als Signal zur Regelung des Piezoscanners herangezogen.
Alternativ.  kann eine Frequenz vorgegeben und die sich ergebende
Phasenverschiebung zwischen Anregung und Schwingung zur Regelung genutzt
werden. Der grof3te Nachteil ist die komplizierte Handhabung dieser Methode,
welche nur im Vakuum, besser im Ultrahochvakuum, verwendet werden kann.
Allerdings werden die hdchsten Auflésungen im AFM-Bereich erzielt. Es ist
neuerdings nicht nur moglich elektrisch nicht leitende Proben wie beispielsweise
NaCl atomar aufzulésen, sondern auch einzelne Atombindungen darzustellen und

deren Lange zu bestimmen.*!

Im Rahmen dieser Dissertation wurden priméar Messungen im contact mode
(constant force) durchgefihrt um diverse Oberflachenbeschichtungen zu
charakterisieren und Schichtdicken zu Uberprufen. In einigen wenigen Fallen mit
Nanopartikeln als Probe konnten bessere Ergebnisse mittels tapping mode erzielt
werden. Non contact mode war zum einen nicht verfigbar und aufgrund der Proben

sowie der notwendigen Auflosung weder notig noch praktikabel.
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2.3 QCM

Quarzkristallmikrowaagen (Quartz Crystal Microbalance) sind Instrumente zur
Detektion kleiner Massenanderungen in Gasphase, Vakuum sowie unter
Flussigkeiten.***3* Eine nutzliche Anwendung liegt darin, die Bildung diinner Filme
in situ zu Uberwachen wie sich dies beispielsweise bei kommerziell erhaltlichen
Sputteranlagen weitgehend durchsetzen konnte®. Sie basieren auf dem Phanomen
der Piezoelektrizitat, das bereits 1880 von den Gebridern Curie entdeckt wurde: Sie
stellten das Auftreten elektrischer Ladungen an der Oberflache natdrlicher
Turmalinkristalle fest, wenn diese mechanisch belastet und verformt wurden.*® Die
Verformung eines solchen Materials durch Anlegen einer Spannung wird als inverser
piezoelektrischer Effekt bezeichnet. Als Grundlage fir alle QCM dient ein
piezoelektrischer Schwingquarz, welcher beim Anlegen einer Spannung im Bereich
der aufgetragenen Elektroden seine Form verandert.

Versetzt man nun eine QCM mit Hilfe von Wechselspannung in Schwingung, so ist
die Frequenz unter anderem von der Starke des verwendeten Quarzkristalls
abhangig. Dadurch ergibt sich eine Eigenfrequenz, welche umgekehrt proportional
zur Dicke des Quarzes ist. Die haufigste Anwendung dieser Eigenschaft findet sich
nicht in der Analytik sondern in Form der Quarzuhr. Am haufigsten werden AT-cut-
Quarze genutzt, da deren Temperaturkoeffizient zwischen 0 und 50°C praktisch null
ist (siehe Abbildung 12). Dies bedeutet, dass sich die Resonanzfrequenz in diesem

Bereich nicht mit der Temperatur verandert.®’

AT-cut l
35°15'

wafer

Abbildung 12: Die Quarze werden mittels Hydrothermalsynthese® kiinstlich hergestellt
(links), entsprechend dem ,AT-cut geschnitten (Skizze rechts) und gegebenenfalls poliert.
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Fir spezielle Anwendungen, insbesondere fir hohere Temperaturen, stehen
beispielsweise Langasit (La;GasSiO14)*° oder Galliumorthophosphat (GaPO.)* zur
Verfligung. Meist werden auch diese Systeme als QCM bezeichnet, obwohl es sich
nicht um Quarz handelt. Der Begriff ,Quarzmikrowaage“ hat sich auch bei
Anwendungen etabliert, bei denen keine klassische Massendetektion stattfindet
sondern beispielsweise Viskositatsmessungen, wo letztlich eine Kraft gemessen

wird.

Im Bereich der Analytischen Chemie werden Quarzmikrowagen verwendet, indem
sie direkt an der Oberflache funktionalisiert werden. Dies geschieht beispielsweise

1 welche an der Oberflache immobilisiert

mittels Antikérpern oder Makrozyklen,*
werden, sowie alternativ mittels einer Beschichtung aus molekular gepragten
Polymeren (anorganisch oder organisch). Jede dieser Varianten ist dazu in der Lage
den Analyten gezielt anzureichern. Die in Folge hervorgerufene zusatzliche
Massebeladung kann durch den von Sauerbrey abgeleiteten linearen

Zusammenhang anhand der resultierenden Frequenzanderung bestimmt werden:

217 Am
Pk, 4

Af

Hierbei steht die Frequenzanderung Af in Abhangigkeit der Resonanzfrequenz fo?,
Dichte p sowie des Schermodulspy des Schwingquarzes. A gibt die
Elektrodenoberflache wieder und Am die Masseanderung. Unter Zuhilfenahme der
Sauerbreykonstanten S; lasst sich die Gleichung wie folgt umformen:

Die Sauerbreykonstante ist hierbei eine materialspezifische Grol3e und bleibt im
Idealfall wahrend einer Messung ebenso unverandert wie die Elektrodenoberflache.
Die Anderung der Frequenz ist somit theoretisch einzig abhangig von der

zuséatzlichen Massenbeladung durch Analytmolekile. In der Praxis ist neben der
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Anlagerung von unerwiinschten Stoffen (Querselektivitdten) vor allem in
Flissigkeiten mit diversen stérenden Faktoren zu rechnen. Neben der grof3en Zahl
an Verbindungen in realer Probenmatrix Giben sowohl Viskositét, als auch Dichte,
sowie Druck- und Temperaturunterschiede wesentlichen Einfluss auf die Messungen
aus.**** Neben dem umgebenden Losungsmittel muss angemerkt werden, dass
auch molekular gepragte Polymerschichten ihre Eigenschaften in Abhangigkeit der
Temperatur sowie des umgebenden Losungsmittels veréandern kdnnen, wodurch das
reale Verhalten entsprechend modifizierter Quarzmikrowaagen von der Sauerbrey-
Gleichung abweichen kann.

Die Vorteile des uber einen weiten Temperaturbereich konstanten Quarzes missen
folglich teilweise aufgegeben werden, wenn unter Flissigkeiten und/oder mittels MIP
detektiert wird. Um diese Limitierung auszugleichen gibt es seit einigen Jahren
Unternehmungen zwei oder mehr Elektroden mit unterschiedlichen Beschichtungen
(Mess- und Referenzelektrode) auf demselben Schwingquarz anzubringen.** Eine
Anwendung aufRerhalb der Forschung ist nach derzeitigem Stand noch nicht

absehbar.

30



2.4 Photonische Kristalle

Ein photonischer Kristall ist eine sich periodisch wiederholende Struktur
dielektrischer Materialien mit unterschiedlichen Brechungsindices. Mdglich ist hierbei
die Kombination von beliebig vielen Materialien, wobei meist eines mit sehr hohem
Brechungsindex gegentber Luft verwendet wird. Die Herstellung der Strukturen stellt
eine groRe Herausforderung dar, da die Periodenlange in etwa der Halfte der
Wellenlange der zu beeinflussenden elektromagnetischen Strahlung betragen muss
(siehe Abbildung 13). Dies bedeutet Abstande von 200 bis etwa 400 nm flr den

Bereich des sichtbaren Lichts.

sin (nx/a)

cos (mx/a)

Abbildung 13: Eindimensionaler Photonischer Kristall mit der Periodenlange a (links).
Rechts: Reflexion einer Sinus und einer Cosinus Welle mit der jeweils doppelten
Wellenlange (A=2a) an einem Bragg-Spiegel.*”

Neben der 1D Struktur, wie sie vom Bragg-Spiegel (DBR, distributed Bragg reflector)
bekannt ist und fir viele Anwendungen mit monochromatischem Licht als Reflektor
verwendet wird*®, gibt es auch 2D und 3D Strukturen (Skizzen in Abbildung 14).
Vorteile dieser Elemente sind die wesentlich hohere und selektive Reflektivitat im
Vergleich zu metallischen Spielen. Dies ermdglicht den Bau effizienterer Laser,
Wellenleiter mit geringen Kurvenradien und Verlusten sowie optischer Filter mit

einem &aulerst kleinen Frequenzspektrum.

31



1

-D

Abbildung 14: 1,2 und 3-dimensionale Strukturen von photonischen Kristallen.*’

Eine bereits kommerziell erhaltliche Anwendung fur 2D photonische Kristalle sind
Lichtleiter, wobei es hier moglich ist dem Licht einen Richtungswechsel durch gezielt
eingebracht Storstellen aufzuzwingen. Dadurch sind wesentlich geringere
Kurvenradien maoglich als bei konventionellen Glasfaserleitungen, bei welchen das
Licht bei zu kleinen Kurvenradien das Kabel verlassen wirde. Damit wird es
theoretisch moglich auf kleinstem Raum Schaltkreise mit Photonen anstatt der bisher

ublichen Elektronen zu realisieren.*®

Abbildung 15: SEM Aufnahme eines Lichtleiter bestehend aus einer 2D Struktur
photonischer Kristalle.*® Der feste Kern in der Mitte (links) hat einen Durchmesser von 5 um,
jener der Hohlrdume 4 um (rechts).
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Kinstliche 3-dimensionale photonische Kristalle stecken noch in den Kinderschuhen,
lassen sich jedoch in kleinem Malflistab gezielt synthetisieren. Ein Beispiel hierfur ist

kunstlicher Opal aus Polystyrenpartikeln im Nanometermalf3stab (Abbildung 16).

STRETCH

<

Abbildung 16: Core-Shell Partikel in einer Polymerfolie bilden einen 3-dimensiolen
photonischen Kristall und verandern durch Dehnung ihre rdumliche Anordnung und damit
ihre optischen Eigenschaften.”® Unter Zug liegen die einzelnen Partikel naher beisammen

und streuen kurzwelligeres Licht (blau) als im entspannten Zustand (gelb).

In der Natur finden sich hingegen aufRerordentlich viele Beispiele fur photonische
Kristalle der zweiten und dritten Dimension. Viele Farbenspiele von beispielsweise
Federn, Insektenpanzern und Fligeln entstammen den Eigenschaften komplexer
Strukturen im Nanometermaf3stab (Beispiele in Abbildung 17). Im Gegensatz zu

Pigmenten verandert sich die Farbe je nach Betrachtungswinkel.

51,52

Abbildung 17: Photonische Kristalle bei einem Schmetterling (2D) und einem Opal (3D).
Die Struktur dieser Objekte konnte erst durch neue bildgebende Verfahren wie SEM und
TEM erforscht werden. Bei Opal handelt es sich um 3-dimensional angeordnete Kugeln aus
Siliziumdioxid, bei Schmetterlingen sind unterschiedliche Strukturen erforscht.>®
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Bisher gibt es keine ausgereifte Analytisch-Chemische Anwendung mit photonischen
Kristallen als Detektionsprinzip. Denkbar ist sowohl die Messung des reflektierten,
des durchgehenden als auch des ausgekoppelten Lichts, welche alle drei durch
einen Analyten verandert werden kénnen. Ein Prototyp mit einer 2-dimensionalen
Struktur auf Polymerbasis ist in Abbildung 18 dargestellt. Die chemische Selektivitat
kann entweder durch Oberflachenmodifikation oder durch Fillen der Kavitaten mit

funktionalisierten Materialien erreicht werden (z.B. molekular gepréagtes Polymer).

V | mag @ | det [mode| WD W | & “HV E Jet | mod Wi T R—
200kV |65000x TLD| SE |42 mm 1.97 2.0( 0 000 x 8 MNT

Abbildung 18: Prototyp eines Photonic Crystal Sensors auf Hybridpolymerbasis
(Ormocer®). Das verwendete Material sowie die Ausmalie der Kavitaten kénnen sich im
Laufe der Entwicklung noch verandern, wobei vor allem tiefere Strukturen von Interesse sind.
(SEM Aufname einer mittels Obducat Eitre 6 hergestellten Struktur von VTT)
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2.5 SPR

Bei der Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie werden mittels transversal
magnetisch  polarisierten Lichts Oberflachenplasmonen angeregt (d.h. die
Schwingungsebene der Lichtwellen steht senkrecht zur bestrahlten Oberflache). Bei
Plasmonen handelt es sich um kollektive Plasmaschwingungen der Elektronen eines
Metalls gegeniber deren Atomkernen. Das elektrische Feld Uber der metallischen
Oberflache wird folglich von den mittels Licht zusatzlich angeregten Plasmonen
verstarkt. Die Einkopplung erfolgt mittels eines der gangigen Verfahren nach Otto>*
oder Kretschmann® mit Hilfe eines Prismas (Unterschied und Erklarung siehe

Abbildung 19).

a) b)

Incident
Beamn
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Dielectric  Surface Metal: 5
7 Plasmon

Abbildung 19: Anordnung nach Kretschmann (a) und Otto (b). Bei der Otto Methode
befindet sich ein Luftfilm von 4-6 um zwischen Prisma und Metall, wodurch diese Variante
wenig praktische Anwendung findet. Bei der Anordnung nach Kretschmann wird ein sehr
dinner Metallfilm von ca. 50 nm direkt auf das Prisma aufgebracht, wodurch die Anregung

an der dem Prisma abgewandten Seite entsteht. In beiden Fallen bilden sich die
Oberflachenplasmonen zwischen dem Dielektrikum und dem Metall.

Mit geringerer Effizienz sind auch Fehler bzw. UnregelmaRigkeiten einer
Metalloberflache sowie diverse Strukturen dazu in der Lage Licht dazu zu nutzen
Oberflachenplasmonen anzuregen oder selbiges wieder auszukoppeln (an Kanten,
Spitzen etc.). Diese Effekte finden bei der im Anschluss beschriebenen

oberflachenverstarken Ramanspektroskopie in Form des elektromagnetischen
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Effektes praktische Anwendung. Im Fall der SPR sind diese Erscheinungen aufgrund
der Eigenschaft Licht auszukoppeln unerwinscht, weshalb besonderer Wert auf eine

glatte Goldoberflache ohne UnregelmaRigkeiten Wert gelegt wird.

Die analytische Anwendung erfolgt meist dadurch, dass der reflektierte Lichtstrahl bei
einem bestimmten Winkel (dem Oberflachenplasmonenresonanzwinkel) ein
Intensitatsminimum aufweist, welches in Abhéangigkeit der Brechungsindizes des
umgebenden Mediums steht. Detektiert wird also indirekt die Brechzahl des
Analyten. Aufgrund der geringen Abklingzeit der Plasmonen binnen weniger
Femtosekunden lassen sich in der Praxis innerhalb eines einzelnen Goldfilms an
verschiedenen Stellen unterschiedliche Plasmonen synchron anregen und das
jeweils reflektierte Licht mittels Fotodiodenzeile (photodiode array) einzeln
detektieren (Beispiel in Abbildung 20).

Coniugateq““_.________,.. .
Ligand \

Dextran
Metal Surface

Prigin i

Detector

Reflection =
Absorbance =+
Reflection =

Light Source

Abbildung 20: Beispiel einer SPR Detektion mit chemisch modifizierter Goldoberflache.>®
Der Oberflachenplasmonenresonanzwinkel (Surface Plasmon Resonance Angle) ist
Abh&ngig vom elektrischen Feld, welches sich in das umgebende Medium ausbreitet

(~300 nm). Wenn der Wellenvektor des Lasers mit der Wellenlange der

Oberflachenplasmonen tbereinstimmt, verstarkt sich die Schwingung der Elektronen durch

konstruktive Interferenz.
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Zur Bestimmung diverser Analyte hat sich vor allem im pharmazeutischen Bereich
die Methode etabliert Oberflachenmodifikationen durch natirliche oder kinstliche
Antikérper vorzunehmen, wodurch der Analyt gezielt nahe der Metalloberflache
angereichert werden kann. Anwendung findet die SPR Spektroskopie auch bei der
Bestimmung von Schichtdicken, wobei es moglich ist die Anlagerung einer Monolage
zu verfolgen.®’

Eine mdgliche Alternative zur winkelabhangigen Messung ist die Analyse des
reflektierten Strahls einer polychromatischen Lichtquelle mittels Spektrometer, da bei
konstantem Winkel nur das zur Anregung der Plasmonen geeignete Licht, d.h. jenes

mit geeigneter Wellenlange, absorbiert wird.>®
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2.6 SERS

Oberflachenverstarkte Raman Streuung wurde erstmals wurde erstmals 1973 in
Southampton an Pyridin beobachtet, das an einer rauen Silberelektrode adsorbiert
war. Der Effekt wurde jedoch nicht weiter beachtet, da die Wissenschaftler davon
ausgingen, es handle sich lediglich um eine vermehrte Anlagerung des Analyten an
der rauen Oberflache.> Die eigentliche Entdeckung des SERS Effekts erfolgte 1977
in  zwei unterschiedlichen Arbeitsgruppen, die in Folge wiederum zwei
unterschiedliche Mechanismen zur Erklarung der Oberflachenverstarkung lieferten.
Beide Theorien, namlich die chemische®® sowie die elektromagnetische®
Verstarkung, erklaren in der Realitdt vorkommende Phéanomene und bilden damit die
theoretische Grundlage des Effekts, wobei der tUberwiegende Teil der Verstarkung

anhand der elektromagnetischen Theorie erklart werden kann.

Elektromagnetische Verstarkung

Die elektromagnetische Verstarkung entsteht duch Oberflachenplasmonen, welche
insbesondere an spitzen Enden von rauen Oberflachen und Nanopartikeln sehr
starke elektrische Felder erzeugen, da die Elektronen an diesen Stellen
vergleichsweise schwach an das Metall gebunden sind. Dieser Effekt tritt auf, wenn
die Frequenz eines anregenden Lichts mit jener der an der Oberflache oszillierenden
Elektronen Ubereinstimmt, da sich so Oberflachenplasmonen ausbilden kénnen.
Entscheidend ist, dass die Plasmonen sich senkrecht zur Oberflache ausbreiten, da
nur so ein verstarkendes Feld aufgebaut werden kann. Dies ist der eigentliche
Grund, weshalb speziell aufgeraute Oberflachen oder Metallnanopartikel verwendet
werden.®? Die Reichweite dieses Feldes tiber der Metalloberflache (im Dielektrikum)
hangt nun von den Eigenschaften der Oberflache sowie der eingesetzten Metalle ab,
wobei sich in der Praxis Gold, Silber und bis zu einem gewissen Grad Kupfer
bewéhrt haben. Nun kann die Anwesenheit eines schwingenden Molekiils innerhalb
des Dielektrikums dazu fiihren, dass Plasmonen zusétzlich angeregt werden,
wodurch es letztlich zur Verstarkung des Raman-Signals kommt. Der SERS-Effekt ist
dabei deshalb so ausgepragt, da dieser verstarkende Effekt zweimal auftritt. Erst

erhoht das elektrische Feld die Intensitat des eingestrahlten Lichtes, welches zu
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verstarkter Ramanstrahlung des untersuchten Molekils fuhrt, dann wird das
entstehende Signal an der Metalloberflache anhand desselben Effektes nochmals
verstarkt (also analog der urspriinglichen Eingangsstrahlung). Der Gberwiegende Teil
des erhaltenen Spektrums stammt also von der angeregten Metalloberflache und
damit indirekt vom Molekul. Beide Stufen der Verstarkung erh6hen das Signal rein
rechnerisch um die zweite Potenz (E?), wodurch sich eine maximale Verstarkung um

E* ergibt, welche nur eintritt, wenn die Frequenzen der Anregungsquelle und des

Raman-Signals in der Nahe der Oberflachenplasmonenresonanzfrequenz liegen.®

Abbildung 21: Unterschiedliche Metallstrukturen zur Verwendung in Kombination mit SERS:
Mit Gold beschichtete Siliziumstruktur (links), Silber auf Polystyrenpartikeln (Mitte) und eine
elektrolytisch praparierte raue Kupferoberflache (rechts). Allen gemein ist eine jeweils
besonders raue Oberflache.

Neben der geeigneten Lichtquelle spielen deshalb auch die Substratmaterialen eine
entscheidende Rolle (Abbildung 21). Die Oberflachenplasmonen von Gold und
Kupfer sind fir Anregungswellenl&angen von etwa 550 bis 1250 nm und jene bei
Silber von 400 bis 1000 nm geeignet.®* Neben Silbernanopartikeln haben sich bei
kompakten Substratoberflachen insbesondere Goldoberflachen durchgesetzt, da
diese auch nach langerer Zeit an Raumluft weder zu Oxidation noch zur
Umwandlung zu anderen Verbindungen neigen (beispielsweise Ag,S bei Silber) und
damit eine gute Lagerfahigkeit bieten.

Chemische Verstarkung

Einige Beobachtungen zeigen ein zusatzlich verstarktes Signal (bis zu 10%), welches
sich nicht allein durch die elektromagnetische Verstarkung erklaren lasst. Weiters
kommt es bei SERS oft zu einer Peakverschiebung gegeniber normalen

Ramanspektren, welche nicht anhand des elektromagnetischen Effektes erklart
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werden kann. Fur diese Phdanomene kommt die Theorie der chemischen Verstarkung
zum Tragen, wobei der grof3te Unterschied zur elektromagnetischen Verstarkung
darin besteht, dass der Analyt hierfir an der oberflachenverstarkenden
Metalloberflache chemisch gebunden sein muss.®® Dies erméglicht einen
Ladungsubergang, wobei ein angeregtes Elektron des Metalls voribergehend auf
das Molekul Ubertragen wird und dieses in einen angeregten Schwingungszustand
versetzt. Dieser Vorgang erlaubt spektroskopische Ubergange mittels Licht im
sichtbaren oder NIR-Bereich (typische Anregungslaser fir Ramanspektroskopie),

welche ansonsten erst mit UV-Strahlung méglich wéren.®

Es muss angemerkt werden, dass die chemische Verstarkung nicht erklaren kann,
wie Signale von nicht-kovalent an eine Metalloberflache gebundener Molekile
entstehen. Mdglich ist jedoch, dass beide Theorien zutreffen und in Kombination eine
zusatzliche Verstarkung ergeben. Die exakten Ablaufe sind bis heute unbekannt und
werden nach wie vor in der Fachliteratur diskutiert. Die Verstarkung betragt etwa
zehn GroRenordnungen®’, wobei aktuelle Entwicklungen, insbesondere bei
neuartigen Oberflachenbeschichtungen, weitere Verbesserungen versprechen.®

Mogliche Anwendungen finden sich bisher im Bereich der Biosensoren, zur Detektion
von Sprengstoff, der Untersuchung von Kunstgegenstanden bis hin zur Detektion

einzelner Molekiile.®®
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3 Synthese molekular gepragter Materialien

3.1 Allgemein

Als Ausgangspunkt fur die molekular gepragten sensitiven Schichten zur
Melaminsensorik dienten molekular gepragte Polymere aus Publikationen beztglich
Solid-Phase-Extraktion (SPE) sowie HPLC Saulenmaterialien, welche dahingehend
modifiziert werden mussten, dass sie sich als Film auf Sensoroberflachen wie
beispielsweise einer Quarzmikrowaage auftragen lassen. Diese grundséatzlichen
Entwicklungen sowie ein Teil der Charakterisierung wurde bereits in der Diplomarbeit
,Molekular gepragte Sensorschichten als Instrument zur low-cost-Sensorik von
Verfalschungen durch Melamin® realisiert und sind dort im Detail beschrieben.”® Als
funktionelles Monomer findet Methacrylsaure Verwendung, welche mit den
Aminogruppen des Melamins in Wechselwirkung treten kann. Im Vergleich dazu
fuhrten Versuche mit Acrylsaure in einigen Versuchen zu geringeren Imprinting-
Effekten aufgrund des zu schnellen Reaktionsverlaufs. Als Losungsmittel wird stets
Wasser verwendet, da Melamin in praktisch allen organischen Ldsungsmitteln
nahezu unléslich ist und ein ungiftiges Loésungsmittel Vorteile bei der Handhabung im
groReren Mal3stab einer spateren Produktion bietet.

Als Quervernetzer wurde N,N’-(1,2-Dihydroxyethylen)bisacrylamid aufgrund seiner
ausgezeichneten Wasserloslichkeit gewéhlt. Ein zusatzlicher Vorteil sind die
funktionellen Gruppen, welche wiederum in der Lage sind schwache
Wechselwirkungen mit Melamin einzugehen. Das insbesondere bei der
Flissigchromatographie etablierte Ethylenglykoldimethacrylat kommt nicht in Frage,
da sich das hierfir notwendige Losungsmittelgemisch (z.B. Ethanol-Wasser) durch
die ungleichméaRigen Verdunstungseigenschaften negativ auf die Herstellung diinner

Filme auswirkt sofern kein azeotropes Gemisch vorliegt.

Eine vereinfachte Darstellung der Wechselwirkungen zwischen Analyten und
funktionellem Monomer in wassriger Lésung ist in Abbildung 22 dargestellt, wobei bei
derartig vereinfachten Darstellungen stets beachtet werden muss, dass es sich in der

Realitat um dreidimensionale Strukturen handelt.
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Abbildung 22: Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Melamin und Methacrylsaure vor
der Polymerisation. Im Idealfall bleibt diese Ordnung bestehen und wird durch die
Vernetzung mit weiteren Monomeren fixiert (vor allem durch den Quervernetzer
N,N'-(1,2-Dihydroxyethylen)bisacrylamid)).

Nach der Polymerisation kann das Melamin aus den Kavitaten mittels Wasser
ausgespult und wieder eingelagert werden (Theorie siehe Kapitel 2.1, insbesondere
Abbildung 3 auf Seite 15). In Folge des ersten Waschvorgangs werden zusatzlich

nicht vernetzte Monomere und Reste des Radikalstarters entfernt.

In der vorliegenden Dissertation liegt der Fokus auf der Entwicklung dianner Filme,
die Darstellung von Nanopartikeln und deren Kombination mit oberflachenverstarkter
Raman-Spektroskopie sowie Core-Shell Nanopartikeln und speziell modifizierten
dinnen Filmen als Prototyp zur Verwendung in Kombination mit photonischen
Kristallen und deren jeweiligen Beschichtungstechniken auf diversen

Substratoberflachen.

42



3.2 Dunne Filme

3.2.1 Einleitung

Von ,dunnen Filmen® spricht man heute, wenn die jeweilige Schicht eine Hbhe
kleiner als ein Mikrometer, also im Nanometerbereich, aufweist. Haufige kinstliche
Anwendungen sind unter anderem optische Filter, Verspiegelungen und
Diinnschichtsolarzellen.”>’? Seitens der Natur sind uns seit langem photonische

1”® bekannt,

Kristalle wie beispielsweise bunter Vogelfedern oder einem Insektenflige
an welchen die notige Lichtinterferenz anhand einer oder mehrerer diinner Schichten
erzeugt wird (Beispiele in Abbildung 23). An einer Seifenblase lasst sich deren
Schichtdicke  vergleichsweise einfach beobachten, da die reflektierten

Wellenlangenbereiche in etwa mit der Schichtdicke der Oberflache Gbereinstimmen.

am Pilotenhelm einer F-35)"*

Im Fall von MIP wurden viele dinne Filme flr die Verwendung mit QCM Sensoren
entwickelt. Ein Analyt kann nur bis zu einer gewissen Tiefe in das Polymer
eindringen, wodurch tiefergelegene Teile des Films bestenfalls nutzlos, in der Praxis

wegen zunehmender elastischer Eigenschaften des Materials jedoch oft stérend
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wirken. Im Fall von QCM bewirkt das ,Uberschussige Material® eine
Signalschwachung oder ein hoheres Rauschen aufgrund erhéhter Dampfung. Diese
Phanomene sind gut erforscht und spielen vor allem in Gasphasenmessungen eine
Rolle, wo es ndétig ist die Dampfung des Schwingquarzes niedrig zu halten um
ausreichende Sensitivitét zur Verfiigung zu stellen.” Firr die Detektionsprinzipien von
,PHOTOSENS"® (SERS und Photonic Crystal) sind die optischen Eigenschaften der
sensitiven Schichten essentiell, da es bei einer zu dicken, optisch nicht
einwandfreien Schicht zu Absorptionen und/oder unerwiinschten Lichtbrechungen
sowie Streueffekten kommen kann. Dickere molekular gepréagte Schichten weisen
auf Grund des hohen Anteils an Quervernetzer sowie der Templatmolekile, welche
als zusatzliche Kristallisationskeime wirken, Ublicherweise UnregelmaRigkeiten auf
und sind dadurch praktisch immer von optisch minderer Qualitat. Zusatzlich ist im
Falle der Kombination mit SERS darauf zu achten, dass sich der verstarkende
elektromagnetische Effekt lediglich wenige hundert Nanometer oberhalb der aktiven
Oberflache ausbreitet; eine zu dicke Schicht kénnte demzufolge eine Detektion nicht
nur abschwachen sondern diffusionsbedingt auch génzlich verhindern. Die
chemische Verstarkung bei SERS, welche nochmals zwei Zehnerpotenzen tber der
elektromagnetischen liegt, tritt Gberhaupt nur auf, wenn ein Analytmolekil direkt mit
der Goldoberflache in Kontakt kommt.”® Daher wurden aus der urspriinglich
entwickelten, mehr als 1 pum dicken, mit Melamin gepragten Polymerschicht
wesentlich dinnere Filme sowie diverse Nanopartikel weiterentwickelt. Ein
zusatzlicher, nicht unbedeutender Vorteil liegt darin, dass dinnere Schichten
generell schneller aquilibrieren. Ahnlich einer RP18 Trenns&ule bendtigt es eine
gewisse Zeit, bis sich das Trennmaterial an das verwendete Losungsmittel anpassen
kann. Dies féllt insbesondere ins Gewicht, wenn eine sensitive Oberflache bestehend
aus einem molekular gepragten Material, trocken gelagert und direkt in die zu
bestimmende Ldsung gebracht wird. Je dinner der Film, umso schneller ist das
Polymer mit Flassigkeit getrankt und dadurch bereit zur Analytaufnahme und in

direkter Folge zur Messung.
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3.2.2 Darstellung

Alle in dieser Arbeit verwendeten selektiven Materialen bestehen grundsatzlich aus
N,N'-(1,2-Dihydroxyethylene)bisacrylamid (DHEBA), Methacrylsaure (MAA) und um
molekulare Pragung zu erreichen zusatzlich Melamin als Templatmolekul. Fir die bei
den QCM-Messungen verwendete Referenzelektrode sowie bei einigen Versuchen
mit SERS wurde ein ungepréagtes Polymer (non imprinted polymer-NIP) verwendet,
welches ohne Zugabe von Melamin hergestellt wurde. Als Radikalstarter dient
Natriumperoxodisulfat (PODS). All diese Chemikalien haben den grofRRen Vorteil
wasserloslich zu sein, weshalb auf andere Lésungsmittel verzichtet werden konnte.
Dies ist ein entscheidender Aspekt fur die Industriepartner im Projektkonsortium,
welche ihr Augenmerk auf eine mdglichst einfache und kostengunstige

Massenproduktion legen.

Das fur duinne Filme verwendete Grundrezept findet sich in Tabelle 1 und kann bei
Bedarf wie in Kapitel 3.2.3 beschrieben variiert werden. Die in Kapitel 3.3 und 3.5
beschriebenen Nanopartikel basieren, wenn auch in teils stark modifizierter Form,

ebenfalls auf der angefihrten Rezeptur.

Tabelle 1: Grundrezept MIP und NIP

PODS* | DHEBA MAA H,O Melamin
MIP 5 17 8 1000 1,5
NIP 5 17 8 1000 0

(alle Mengenangaben in mg oder pL)
*wird zupipettiert: 17uL einer wassrigen 300 mg/mL Lésung

Die angefiihrten Monomere (DHEBA und MAA) werden in ein 1,5 mL Eppendorf
Reaktionsgefald vorgelegt, das Wasser hinzugefligt und die festen Bestandteile
mittels Ultraschallbad in Losung gebracht. Anschliel3end wird die Mischung auf 55°C
temperiert und der Radikalstarter (PODS) in Form einer wassrigen LdOsung
eingebracht. Unter starkem RuUhren wird nun so lange vorpolymerisiert, bis die

Flassigkeit leicht milchig erscheint.
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3.2.3 Beschichtungstechnik

Das Prapolymer kann mittels Spin- oder Dropcoating aufgetragen werden und sollte
mindestens Uber Nacht bei Raumtemperatur oder fur vier Stunden im
Trockenschrank bei 60°C ausharten. Um gezielt diinne Schichten bekannter Starke
herzustellen und mittels Spincoating auf QCM auftragen zu kénnen wurde eine Reihe

von Versuchen durchgefuihrt, welche in Tabelle 2 angefihrt sind.

Tabelle 2: Beschichtungsvarianten fur Spincoating

Nr | min [LM(H,O)| RPM AFM [nm] Anmerkung

1 8 400 2000 130-190

2 8 400 3000 40-70

3 8 (800) 3000 20-40 +400 pL H,O nach Vorpolym.
4 8 (800) 2000 170-200 +400 pL H,O nach Vorpolym.
5 8 (800) 3000 ca.120 +400 pL H,O nach Vorpolym.
6 25 1000 3000 80-90

7 25 1000 2000 120-150

Die Abh&ngigkeit zwischen der Loésungsmittelmenge sowie der Umdrehungszahl pro
Minute (RPM) mit der Schichtdicke konnte mittels AFM bestimmt werden. Hierfur wird
eine Rasierklinge durch die auf Glas aufgetragene Polymerschicht gefihrt und der
entstehende gerade Schnitt anschlieBend unter dem Kraftmikroskop vermessen
(Beispiel in Abbildung 25). Fur alle Ansatze wurden 5 mg PODS, 17 mg DHEBA und
8 L MAA verwendet. Falls ein MIP benétigt wurde, mussten 1,5 mg Melamin
hinzugeflgt werden. Bei den Versuchen 3-5 wurde nach der Vorpolymerisation
nochmals mit je 400 uL Wasser auf in Summe 800 pL verdinnt um eine dinnere
Schicht zu erzeugen.

Alle Filme sind aufBerst glatt und aufgrund der geringen Schichtdicken optisch
transparent. Auch ist die Oberflache im AFM wesentlich glatter als bei friheren
Beschichtungen mit ~1 um Dicke (siehe Abbildung 24). Fir die QCM-Messungen
wurde die Beschichtungsvariante Nr. 7 gewahlt, da eine Schichtdicke von etwa
100 nm erwinscht war und der Spinnvorgang bei 2000 rpm zu regelmaliigeren
Oberflachen fuhrt, da seltener Losungsmitteltropfen vom Quarz weggeschleudert
werden ohne sich zuvor gleichmalig verteilen zu kdnnen (je 5 pL vorpolymerisierte

Ldsung pro Elektrode).
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Abbildung 24: 3D AFM Bild einer 1 um (oben links) und einer 100 nm Schicht (oben rechts)
mit identen Achsenskalierungen. Die darunter abgebildeten Profilschnitte veranschaulichen
die wesentlich regelmaRigere Oberflache der dinneren Schicht (man beachte die
unterschiedliche Skalierung der Hohenachse).

Um die Eignung der Filme fur eine mogliche Kombination mit photonischen Kristallen
testen zu kdbnnen wurden einige ellipsometrische Untersuchungen an der University
of Southampton durchgefihrt. Hierflir war es nétig einige kleinere Siliziumsubstrate
mit MIP sowie NIP zu beschichten. Dafir wurde Ansatz Nr.6 (siehe Tabelle 2)
verwendet. Das Ergebnis sind blaulich schimmernde Oberflachen, &hnlich einer mit
Antireflexionslack beschichteten Solarzelle (Abbildung 25).

Aufgrund der gegentber einer Rasierklinge zu weichen Siliziumoberflache war es in
diesen Fallen nicht méglich die Schichtdicken mittels AFM zu bestimmen. Laut den
Projektpartnern aus Southampton lagen diese wie erwinscht bei etwa 200 nm, der
Brechungsindex gilt nach derzeitigem Wissen jedoch als zu gering um in einen

Photonic Crystal Sensor eingebaut werden zu kénnen.
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Abbildung 25: Mit MIP beschichtete Siliziumplattchen (links) und eine
Schichtdickenbestimmung mittels AFM (rechts). Die Bestimmung mit AFM ist nur mdglich,
wenn das Polymer auf einem harten Material wie in diesem Beispiel Glas aufgetragen wird.

Beim Beschichten der Klarite® Substrate stellte sich schnell heraus, dass ein
effektives Spincoating aufgrund der hohen Oberflachenspannung von Wasser nicht
moglich ist, da die vorpolymerisierte Mischung sofort durch die Zentrifugalkraft vom
Substrat geschleudert wird. Diverse Versuche zeigten die besten Ergebnisse mittels
Dropcoating von 5 uL der in Tabelle 1 angeflhrten Polymermischungen, welche

zuvor nochmals 1:10 mit Wasser verdinnt wurden.

Abbildung 26: Klarite® Substrat ohne (links) und mit molekular gepragtem Polymer (rechts).
AFM Aufnahmen im Kontakt-Modus. Der Bereich von 4 Kavitaten entspricht in etwa der
GroRe, welche mittels Laser angeregt wird (Nicolet Almega XR).”""
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In dieser Form ist weitgehend sichergestellt, dass ausreichend MIP in den Kavitaten
verbleibt und gleichzeitig nicht zu dick ist, um keine ausgehende Ramanstrahlung
abzuschwéchen (siehe Abbildung 26). Ebenso sind jene Teile des Substrates
bedeckt, welche laut Renishaw Diagnostics den starksten SERS Effekt zeigen. Die
Menge an eingebrachtem Polymer kann bei Bedarf relativ unkompliziert durch

Variation der Monomerkonzentration in der Prapolymerlésung verandert werden.
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3.3 Nanopartikel

3.3.1 Einleitung

Unter Nanopartikeln (NP) versteht man im Allgemeinen Teilchen mit einem
Durchmesser von bis zu 100 nm. Bei auf Polymeren basierenden Systemen hat sich
der Begriff auch fur NP etabliert, wenn diese Durchmesser von mehreren hundert
Nanometern aufweisen.

Die Analytische Chemie entwickelte fur verschiedene Anwendungsgebiete kleinere
Partikel, da diese z.B. in der Chromatographie, insbesondere der UHPLC, eine
geringere Trennstufenhdhe bei hoéheren Flussraten erlauben. Dadurch wird eine
bessere Trennung der Analyte in kirzerer Zeit mit geringerem Losungsmitteleinsatz
erreicht (siehe Abbildung 27).

[
Bodenhdhe Ay, [mm]
012 ¥ Optimum
0,10 ¢
008 ¥ HPLC: 5 m Partikeldurchmesser
0,06 ¥
004 +
002 4
UHPLC: 2 um Partkeldurchmesser
Ll Ll Ll : —
02 06 12 16 Hussrate u [ml/min]

Abbildung 27 : Van-Deemter-Kurven fur Flissigchromatographie in Abhangigkeit der
PartikelgroRte. Die jeweiligen optimalen Flussraten sind grau hervorgehoben.”

Im Bereich der Sensortechnik wird vor allem die grof3e Oberflache von molekular
gepréagten Nanopartikeln genutzt um ein verstarktes Signal bei gleichbleibender
SensorgroRe zu erreichen. Dies hat sich primar bei Messungen in der Gasphase

bewahrt, wurde aber auch bei Messungen in Fliissigkeiten ausgiebig erforscht.®
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Der Vorteil von Nanopartikeln liegt also einerseits in der grof3en spezifischen
Oberflache, andererseits schlicht darin, dass sie im Gegensatz zu dinnen Filmen in
vollig auspolymerisierter Form aufgetragen werden kénnen und daher keine Gefahr
besteht, dass Maschinen oder Leitungen beim Beschichtungsprozess verkleben. Des
Weiteren ist bei der Verarbeitung keine Eile geboten und es kann eine grol3e Menge
an gepragten Partikeln auf Vorrat gehalten werden. Diese Vorteile waren
ausschlaggebend fiur die Entwicklung im Rahmen von ,PHOTOSENS®. In der
folgenden Abbildung 28 sind neuartige Designkonzepte fir zukinftige SERS-
Oberflachen abgebildet, welche bereits auf Polymerfolien gepragt wurden. Die
Strukturen unterscheiden sich sowohl optisch von den in Silizium geéatzten Klarite®
Substraten und versprechen zusatzlich verstarkte SERS-Signale. Prototypen
erreichten bereits ein um den Faktor acht verstarktes Signal gegeniuber Standard
Klarite Substraten®" Die GroRe der Kavitaten bestimmt somit direkt den maximalen
Durchmesser der molekular gepréagten Nanopatrtikel.

Abbildung 28: Unterschiedliche Konzepte fir zukinftige SERS Substrate auf Polymerbasis
mit Kavitaten in der GroRenordnung zwischen 500 und 1000 nm
(SEM Aufnahme und Herstellung mittels Obducat Eitre 6 von VTT)

3.3.2 Darstellung der Partikel

Zur Darstellung wurde die Fallungspolymerisation gewahlt. Um eine
zufriedenstellende Ausbeute zu erreichen, wurden die Monomerkonzentrationen der
Prapolymerlésung gegeniber den dinnen Filmen verdoppelt (Zusammensetzung
siehe Tabelle 3). Durch die groRere Menge an DHEBA lasst sich dieses nur nach
Erwarmen auf 55°C und Behandlung im Ultraschallbad |6sen. Das Ldsen erfolgt vor
der Zugabe des Radikalstarters.
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Tabelle 3: Zusammensetzung der Nanopartikel

PODS* | DHEBA MAA H,0O Melamin
MIP 5 34 16 1000 3
NIP 5 34 16 1000 0

(alle Mengenangaben in mg oder pL)
*wird zupipettiert: 17 pL einer wassrigen 300 mg/mL Lésung

Aufgrund der guten Ldslichkeit des Acrylatsystems in Wasser musste Acetonitril
(ACN) fur die Fallung der Partikel herangezogen werden.

Nach dem Vorpolymerisieren bei 55°C wird die Mischung in 10 mL ACN einpipettiert
und mindestens Uber Nacht bei Raumtemperatur und unter sehr starkem Ruhren
vollstdndig auspolymerisiert. Hierbei lasst sich die GroRe und Anzahl der
entstehenden Teilchen durch Variation der Vorpolymerisationsdauer beeinflussen, da
sich mit der Zeit kleinere Partikel zu groBeren zusammenschlieBen. Fir die
molekular gepragten Nanopartikel (MIP-NP) wurde zur Verbesserung des Imprinting-
Effekts mit Melamin geséttigtes ACN verwendet, um ein frihzeitiges Auswaschen
von Templatmolekilen zu verhindern (Abbildung 29). Die dadurch verbesserten
Messeffekte werden in Kapitel 4.3.1 diskutiert und mit Messungen von Nanopartikeln
aus reinem ACN verglichen. Im Anschluss werden die Partikel abzentrifugiert, mit
5 mL ACN gewaschen und letztlich in 0,5 mL ACN aufgenommen. Falls weitere
Verdinnungsschritte notwendig waren, musste ebenfalls auf ACN zurlickgegriffen

werden, da sich zumindest kleinere Acrylatnanopartikel in Wasser wieder ldsen.

Prepolymer

wird in mit/rif?‘"' f
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Melamin
gesattigtes
Acetonitril
pipettiert

Abbildung 29: Herstellung der MIP-Nanopartikel
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3.3.3 Beschichtungstechnik

Zu Beginn sei darauf hingewiesen, dass Polymernanopartikel nach dem Beschichten
nicht jene Form behalten, welche sie in Suspension besitzen. Ausschlaggebend
hierfir ist die Tatsache, dass besonders Acrylate einen hohen Anteil polarer
Losungsmittel wie Wasser oder ACN an sich binden kdnnen. Wird nun ein
kugelférmiges Partikel auf eine Oberflache gebracht, fallt dieses durch das sich
verflichtigende Losungsmittel bis zu einem gewissen Grad in sich zusammen.

Zuruck bleibt wie in Abbildung 30 zu sehen eine mehr oder weniger ovale Halbkugel.

Abbildung 30: 3D — Aufnahme mittels AFM eines auf einer Glasoberflache getrocknetem
MIP — Nanopartikels im Querschnitt bei gleicher Skalierung aller 3 Achsen.

Bei anderen Polymeren ist dieser Effekt teils weniger stark ausgepréagt, wie
beispielsweise von Fr. Mag. Judith Wackerlig dargestellte MIP-NP auf Basis von
Divinylbenzol zur Detektion von lbuprofen gezeigt haben. Jedenfalls muss von der
simplen Vorstellung einer Schicht aus kugelférmigen, nebeneinander liegenden

Nanopartikeln Abstand genommen werden.

Bei grol3eren Mengen an NP bilden sich porése Schichten aus, welche bei erneutem
Kontakt mit Flissigkeiten teilweise stark aufquellen, aber durch die
Wechselwirkungen untereinander dennoch eine bis zu einem gewissen Grad stabilen

Belag bilden, welcher Messungen mit diversen analytischen Methoden ermdglichen.
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Abbildung 31: AFM-Aufnahmen einiger MIP-Nanopartikel auf einer Glasoberflache in
unterschiedlicher VergroRerung.

Die in Abbildung 31 gezeigten Nanopartikel wurden durch Verdinnen der
urspringlichen Suspension (siehe Kapitel 3.3.2) auf 1:10 und anschlieendem
Spincoating auf ein Glasplattchen bei 2000 RPM préapariert. Entscheidend hierbei ist
die Behandlung im Ultraschallbad vor dem Auftragen, da sich ansonsten
Agglomerate bilden, welche sich unregelmallig verteilen und Kkeine
GrolRenbestimmung einzelner Partikel erlauben. Das Verhéltnis zwischen H6he und
Durchmesser betragt etwa 1:10, das Volumen ca. 90x103 nm3. Dies entspricht einer
hypothetischen Kugel von 55 nm Durchmesser. Hierbei ist zu beachten, dass die
Partikel in Suspension durch die Aufnahme von Losungsmittel zusatzlich an Volumen

gewinnen.

Das Beschichten der QCM Sensoren sowie der SERS-Substrate wurde mittels
Dropcoating durchgefiihrt, wobei jeweils 5 uL aufgetragen wurden. Fur die SERS-
Messungen wurde zuséatzlich um den Faktor 1:10 sowie 1:100 verdinnt, wobei durch
die starkere Verdinnung eine wesentlich homogenere Beschichtung mit
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ausreichender Menge an MIP-NP in den Kavitdten entstand (AFM-Aufnahme in
Abbildung 32). Fir QCM-Messungen konnte die urspriingliche NP-Suspension
aufgetragen werden, da eine groRBere Schichtdicke bei den vorgesehenen
Messungen keinen wesentlichen Nachteil darstellt und beim ersten Waschschritt

ohnehin stets grof3ere Mengen nicht anhaftender Partikel vom Quarz gespult werden.

Abbildung 32: AFM Aufnahmen im Contact Mode von unbeschichteten (jeweils das linke
Bild) und mit MIP-Nanopartikeln beschichteten Klarite® Substraten (links oben und unten
AFM, rechts oben mit bloRem Auge)

Bei einem Vergleich zwischen aufgetragenen NP und den dinnen Filmen auf ein
SERS-Substrat fallt die wesentlich homogenere Verteilung der Polymerschicht ins
Auge. Die beschriebenen potentiellen Vorteile der Nanopartikel bleiben dennoch
erhalten, weshalb auch diese Variante zu weiteren Tests herangezogen wurde. Es
sei angemerkt, dass im Falle einer Massenfertigung andere Beschichtungstechniken
zum Einsatz kommen kénnen, welche beispielsweise von TNO entwickelt werden
(ggf. &hnlich einem Tintenstrahldrucker, jedenfalls vollautomatisierte Verfahren).

55



3.4 TiO,-Partikel/MIP Kompositfilme

3.4.1 Einleitung

Wie in Kapitel 3.2.3 beschrieben reicht der Brechungsindex der unmodifizierten
dinnen Filme fur eine Anwendung mit photonischen Kristallen aus technischen
Grinden nach derzeitigem Stand nicht aus (ca. 1,5). Im Fall von ,PHOTOSENS* war
die Notwendigkeit molekular gepragtes Material mit einem mdglichst grofRen
Brechungsindex von etwa 1,7 zu erzeugen fur die Darstellung der mit TiO, versetzten
MIP-Filme ausschlaggebend. Die prinzipielle Vorgehensweise ist bereits in der
Literatur beschrieben.®? Dies gilt auch fur das molekular gepragte Polymer zur
Detektion von Formaldehyd, welches ebenfalls im Rahmen des Projektes an der
Universitat Wien von den Mitarbeitern Herrn Dr. Munawar Hussain sowie Frau Mag.
Kira Kotova entwickelt wurde. Die Messungen (Kapitel 4) sollen klarstellen, ob die
Beimengung von TiO, die Messung erschwert oder die Schichten beispielsweise

negativ im Bezug der Haftung gegenuber Goldoberflachen beeinflussen.

3.4.2 Darstellung und Beschichtungstechnik

Fur die Filme wurden selbst hergestellte TiO, Nanopartikel mit einer Gré3e von etwa
200 nm verwendet. Die Durchfihrung zur Beschichtung der QCM Elektroden

unterscheidet sich nicht von jener der diinnen Filme (siehe Kapitel 3.2.3).

3.4.2.1 Synthese der TiO, Nanopartikel

Zur Darstellung der Nanopartikel werden 1040 mg Caprinsaure in 6,5 mL
Tetrachlorkohlenstoff geldst. AnschlieRend 178 pL TiCl, hinzugefugt und fur eine
halbe Stunde auf 60°C erwarmt um die Polymerisation zu starten. Nach der Zugabe
von 63 pL Wasser unter sehr starkem Rihren prazipitieren die TiO, Partikel aus der
Ldsung. Durch Zentrifugation kann das TiO, aus der Suspension gewonnen und bei
110°C getrocknet werden. Die Partikel werden erst grob zerstol3en und im Anschluss

in 0,1 M Salzsaure im Ultraschallbad fiir 5 Minuten behandelt. Nach einem weiteren

56



Zentrifugationsschritt werden die Partikel mit Wasser und zuletzt mittels Aceton
gewaschen und bei Raumtemperatur getrocknet (Ergebnis siehe Abbildung 33).

3By e

f
s VAN e O

Abbildung 33: Synthetisierte TiO,-Nanopartikel (links), Vorpolymerisierte MIP Mischung mit
10 % TiO,-NP (Mitte) und einige auf der Messelektrode beschichtete QCM Sensoren
(rechts).

3.4.2.2 Synthese der MIP Kompositfilme mit TiO,

Um die Wirkung des TiO, auf die MIP-Filme zu untersuchen wurden drei Varianten
mit unterschiedlichem Titandioxidanteil hergestellt. Hierfir wurde ein molekular
gepragtes Polymer in ausreichender Menge vorpolymerisiert und anschlieend in
drei gleiche Teile geteilt und mit den entsprechenden Mengen an Nanopartikeln

versetzt.

Tabelle 4: Zusammensetzung der mit TiO, versetzten MIP Filme

NI, PODS* | DHEBA | MAA | LM(H20) | Melamin TiO,
1 2,5 8,5 4 200 0,75 1,25 (10%)
2 2,5 8,5 4 200 0,75 3,125 (25%)
3 2,5 8,5 4 200 0,75 6,25 (50%)

(alle Mengenangaben in mg bzw. pL)
*wird zupipettiert: 8,5 pL einer wassrigen 300 mg/mL Ldsung
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Grundsatzlich war es madglich alle Varianten auf die Goldelektroden der QCM
Sensoren aufzutragen wobei die Stabilitat als auch die Oberflachenqualitat der
Schicht mit 50 % TiO, Anteil bereits deutlich in Mitleidenschaft gezogen wurde.
Sowohl bei Beriihren im trockenen Zustand als auch beim erstmaligen Spilen mit
Wasser l6sen sich grol3e Teile der Beschichtung von der Elektrodenoberflache Dies
gilt auch fur die mit NIP beschichtete Referenzelektrode (Zusammensetzung wie in

Tabelle 4, jedoch ohne Melamin).
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3.5 Core-Shell Nanopartikel

3.5.1 Einleitung

Core-Shell Partikel sind im Wesentlichen Teilchen im pum oder nm-Mal3stab, welche
aus zwei verschiedenen Materialien im Kern beziehungsweise der &uf3eren Hulle
bestehen. Die Anwendungsmadoglichkeiten reichen hierbei von der Chromatographie,
welche die verschiedenen Eigenschaften der Hulle und des Kerns nutzt, bis hin zu
Core-Shell Leuchtdioden (Core-Shell semiconducting nanocrystal light-emitting
diode, CSSNC-LED).2*%* Wie bei den mit TiO, versetzten diinnen Filmen ist die
Motivation zur Entwicklung dieser CS Partikel die Erhéhung der jeweiligen
Brechungsindizes, wobei die bereits bei den reinen Polymernanopartikeln erwahnte
leichtere Verarbeitung durch die Industrie einen weiteren Vorteil darstellt.

Die synthetisierten Core-Shell Nanopartikel konnen als Prototyp bzw. Vorarbeit
betrachtet werden, da beim Endprodukt keine Detektion von Melamin mit dem
Sensorprinzip der Photonic Crystal Sensoren vorgesehen ist. Ein zuséatzlicher Vorteil
besteht darin, dass Melamin im Gegensatz zu Formaldehyd nicht fliichtig ist und ein
dadurch bessere Hantierbarkeit bei den ersten Versuchen verspricht.

Als Kern wurde kommerziell erhaltliches TiO, gewahlt, welches &aufRerst breite
Verwendung findet. Durch den hohen Brechungsindex, welcher letztlich fir
,PHOTOSENS* entscheidend war, der chemischen Stabilitat sowie die fur den
Menschen praktisch nicht vorhandene Toxizitdt kommt der Stoff nicht nur als
Farbpigment in Wandfarben und der Olmalerei sondern auch in nahezu jeder
Zahnpasta, in Arzneimitteln sowie Sonnenschutzcremes zur Anwendung.
Anzumerken ist, dass die in diesem Teil der vorliegenden Arbeit verwendeten TiO,
Nanopartikel einen Durchmesser < 21 nm haben und daher sehr wohl gesundheitlich
bedenklich sind.®®> Die entstandenen Core-Shell Nanopartikel mit anorganischem
Kern und Polymerhille gehdren zu den kleinsten jemals synthetisierten. Dies ist
notwendig, da die Strukturen der photonischen Kristalle nur wenige hundert
Nanometer im Durchmesser haben sollen und dennoch ausreichend Material in
diese Kavitaten eingebracht werden muss. In Abbildung 34 ist ein Konzept fir einen

Sensor abgebildet, welches im Rahmen des Projekts erstellt wurde. Die Kavitaten
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der photonischen Kristall Strukturen haben einen Durchmesser von wenigen Hundert
Nanometern. Die MIP bzw. NIP Nanopartikel mussen folglich einen kleineren

Durchmesser aufweisen.

Spectrometer

Optical fiber

Light source

e O

MIP nanoparticles
in the holes of
Photonic Crystal

O

NIP nanoparticles
in the holes of
Photonic Crystal

Out-coupler ALt In-coupler

Waveguide

Abbildung 34: Konzept von VTT fiur einen Photonic Crystal Sensor mit Lichtleitern,
optischen Linsen, Ein- und Auskopplung der Strahlen sowie mit NIP und MIP geflllten
Kavitaten des photonischen Kristalls (eine SEM Abbildung der Kavitaten mit Maf3en findet
sich in Abbildung 18 auf Seite 34).

3.5.2 Darstellung

Die Herstellung ist in zwei wesentliche Schritte unterteilt. Erst muissen die
verwendeten TiO, Nanopartikel silanisiert werden um einen Ankerpunkt fur die
anzuknupfenden Molekile (MAA und DHEBA) zur Verfugung zu stellen. Die
eigentliche Hulle entsteht in einer Suspension der modifizierten Partikel in stark
verdinnter wassriger Loésung der Monomere. Die beiden prinzipiellen
Reaktionsschritte sind in Abbildung 35 dargestellt und werden anschlieBend naher
beschrieben.
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Abbildung 35: Grundsatzlicher Aufbau der Core — Shell Nanopartikel

3.5.2.1 Silanisierung

20mg der TiO, Nanopartikel (<21 nm) werden in einer Losung von 5 %
Vinyltrichlorsilan in wasserfreien Toluol suspendiert und fur 30 Sekunden im
Ultraschallbad behandelt. AnschlieBend wird die Mischung fir drei Stunden bei
Raumtemperatur gerthrt. Nach Abschluss der Reaktion koénnen die Partikel
abzentrifugiert und mit Toluol so lange gewaschen werden, bis in der
Waschflussigkeit kein Silan mehr mittels IR-Spektroskopie nachgewiesen werden
kann. Zuletzt werden die Partikel bei hochstens 40°C getrocknet. Die gelungene

Silanisierung kann mittels ATR-IR nachgewiesen werden (siehe Abbildung 36).

61



— CS Nanoparticles
—TiO2 silanized
~—TiO2 23nm
—Vinyltrichlorosilane

0,225+

024

0.1754

0154

0,125

absorbance

C-N

e
1

Cc=0
0,075 (MAA and DHEBA)

0,054

0,025+

Si-Cl

C:C =CH 2

0,025 T T T T T T T T T T 1
1900 1800 1700 1600 1500 1400 1300 1200 1100 1000 900 800

wavenumber [cm']

Abbildung 36: ATR-IR Spektren der finalen Core-Shell Partikel sowie aller wichtigen
Zwischenprodukte, welche wahrend des Herstellungsprozesses entstehen. Die erfolgte
Silanisierung der TiO, Nanopartikel (rot) ist vor allem an den =CH, und dem C=C Peaks bei
1400 bzw. 1600 Wellenzahlen zu erkennen. Die anschliel3end aufsynthetisierte Polymerhille
unterscheidet sich anhand diverser breiter Banden (C=0, N-H und C-N), welche durch MAA
und DHEBA entstehen (schwarzes Spektrum).

3.5.2.2 Synthese der Polymerhille

Nach erfolgter Oberflachenmodifikation wiegt man 5 mg der silanisierten TiO,
Nanopartikel ein und suspendiert sie in einer Losung aus 2 mL Wasser, 14 mg
DHEBA, 6 mg MAA, 1,5 mg Melamin and 5 mg PODS. Das Verhaltnis wurde anhand
stochiometrischer Berechnungen gewéhlt um eine Polymerhiille zu erhalten, deren
Dicke in etwa dem Kerndurchmesser von ca. 25 nm entspricht. Die verhaltnismafig
groRe Menge an Wasser verhindert ein Ausfallen von reinen Polymerpartikeln. Das
Reaktionsgefald wird verschlossen und Uber Nacht unter kraftigem Ruhren bei 55°C
belassen um ein vollstandiges Abreagieren der Monomere zu gewahrleisten. Nach
einigen Waschschritten mit Wasser und dem Trocknen im Exsikkator kann wiederum

mittels ATR-IR bestatigt werden, dass das Polymer an den Partikeln gebunden
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wurde (Abbildung 36). Mittels thermogravimetrischer Untersuchung konnte der

Massenanteil an Polymer beziehungsweise TiO, n&herungsweise bestimmt werden.

Die entsprechenden Ein- und Auswaagen finden sich in Tabelle 5.

Tabelle 5: Pyrolytische Zersetzung von CS-Partikeln

1. Versuch | 2. Versuch | 1. Versuch | 2. Versuch m% | ca V%
[mg] [mg] [%] [%] '
TiO; 3,9 3,7 68 62 65 30
Polymer 1,8 2,3 32 38 35 70

*Annahme: TiO, = 4,26 g/cm3 Polymer = 1 g/cm?3

Eine Bestimmung der Grof3e der Partikel ist weder mit spektroskopischen noch

gravimetrischen Methoden mdglich, weshalb zuerst auf AFM zurtickgegriffen wurde.

Onm

Abbildung 37: Core-Shell Nanopartikel auf einer Glasoberflache. Neben dem Problem, dass
die Partikel zu Agglomerationen neigen, erschwert zusatzlich das starke durch TiO, bedingte
Rauschen die exakte Grof3enbestimmung

Die resultierenden Ergebnisse (siehe Abbildung 37) mangelndes
Auflésungsvermodgen aufgrund erhohten Rauschens durch Streuung des AFM-

Lasers an den TiO, Partikeln. Dies, sowie die Tatsache, dass grundsatzlich nicht

zeigen
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zwischen Polymerhille und TiO,-Kern unterschieden werden kann, fihrte zu einer
Zusammenarbeit mit der University of  Southampton, welche ein
Transmissionselektronenmikroskop (TEM) zur Verfigung stellen konnte. Auf den
folgenden Bildern ist sowohl der anorganische Kern als auch die organische Hiulle

klar zu erkennen (Abbildung 38).

Polymerhillen

TiO, Kerne ( \

Agglomerati

Stage at T~ 0.0 EHT = 30.00 kV ESB Grid= 0V Tilt Corm. = Off  Tilt Angle = 54.0°
Mag = 118.13 KX 100 nm WD = 3.2 mm Signal A = STEM FIB Lock Mags = No Date :26 Jun 2012 Time :14:06:01
NVision 403844 1 FIB Mode ~ Imaging Noise Reduction = Line Avg FIB Probe = 30KV:80 pA  System Vacuum = 9.18e 007 mbar

Abbildung 38: TEM — Aufnahme mehrerer Agglomerationen von Core — Shell Partikeln mit
klar sichtbaren anorganischem Kern aus TiO, und Polymerhiille (aufgenommen an der
University of Southampton von Dr. Stuart Pearce)

Der Durchmesser der Kerne betrdgt meist 20-23 nm und stimmt somit mit den
Herstellerangaben sowie den AFM-Aufnahmen Uberein. Die Hulle ist bei allen
Teilchen mit einer Dicke von 10-15 nm erkennbar, wodurch der Gesamtdurchmesser
lediglich 40-50 nm betragt (siehe auch Abbildung 39). Dies ist nahezu ident mit den
Maf3en der in Kapitel 3.3 beschriebenen MIP-NP und macht diese CS-Partikel nicht
nur zu den Kkleinsten jemals synthetisierten ihrer Art, sondern pradestiniert sie

geradezu zum Einsatz in Nanostrukturen.
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Abbildung 39: VergroRerte Darstellung einiger Partikel zur GrélRenbestimmung der Kerne
bzw. der Hiille

3.5.3 Beschichtungstechnik

Es wurden sowohl Versuche mit Drop- als auch Spincoating unternommen wobei
beide Varianten auf QCM ahnliches Sensorverhalten zeigen. In beiden Fallen
wurden 5 pL einer Suspension von 5 mg CS-NP in 500 uL Wasser auf die Elektroden
aufgetragen und anschlieBend fur mind. drei Stunden im Trockenschrank bei 65°C

belassen.

Mittels Spincoating gelingen einheitlichere Filme, wodurch der Vergleich zwischen
MIP und NIP aussagekraftiger ist. Bei Dropcoating verbleibt mehr Material auf den
Elektroden, weshalb ein starkeres Signal ermdglicht wird. Ein Vergleich mittels QCM

ist in Kapitel 4.5.1 beschrieben.
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4 Messungen

4.1 Apparative Ausstattung

4.1.1 QCM

Alle QCM-Messungen wurden mit der in der Arbeitsgruppe etablierten
2-Elektrodentechnik auf 10 MHz Schwingquarzen mit einem Durchmesser von
13,8 mm und einer Dicke von 168 pm durchgefuhrt. Jeder Quarz ist mit zwei
Goldelektrodenpaaren von 5 bzw. 4 mm (Vorder- und Rickseite) Durchmesser
versehen. Die beiden Elektroden auf der Vorderseite wurden entsprechend den
Beschreibungen in den Kapiteln 3.2.3, 3.3.3 und 3.5.3 mit den funktionalisierten
Materialien beschichtet wobei in der Regel eine als Mess- und die zweite als
Referenzelektrode ausgefiihrt wird. Genaue Beschreibungen tber den Aufbau der
Flissigmesszelle (Abbildung 40) sowie der Oszillatorschaltung und den Ablauf des
Siebdruckverfahrens zum Aufbringen der Goldelektroden finden sich mittlerweile in

unzéhligen Arbeiten und kénnen bei Bedarf dort nachgelesen werden.®®’

Abbildung 40: QCM mit zwei beschichteten Elektroden im Detail (links) und mit
geschlossenem Deckel(rechts) in der Flissigmesszelle
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4.1.2 SPR

Zur Verwendung kam ein Texas Instruments SPR3 System mit Spreeta®
Biosensoren und angeschlossener Durchflusszelle (siehe Abbildung 41). Sowohl das
SPR Gerat, als auch die Software sowie die Sensoren sind nicht mehr kommerziell

erhéltlich.

Flow Block

Polypropylene Clear Material
Flow Cell

Mirror

Gold Sensing

Stainless Steel Surface

Pressure

o - Plate LED with

\\:\// Polarizer
a

Abbildung 41: Das SPR Spektrometer mit Durchflusszelle (links offen, rechts oben
geschlossen) und Sensor (Skizze rechts unten).

Detector
Array

Die Untersuchungen mittels Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie wurden
durchgefiihrt, da das Detektionsprinzip bzw. die entscheidende Stoffeigenschaft
jener der Photonic Crystal Sensoren ahnelt. Ziel ist es, ein MIP herzustellen, welches
seinen Brechungsindex wéahrend der Aufnahme eines Analyten verandert. Diese
Anderung sollte sowohl mittels SPR als auch Photonic Crystal Sensoren messbar

sein.
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4.1.3 SERS

Zur Untersuchung der MIP-SERS Kombination wurden zwei unterschiedliche
Ramanspektrometer verwendet. Ein transportables Mesophotonics SE1000 konnte
fur einige frihe Tests an der Universitdt Wien eingesetzt werden. Das erheblich
leistungsfahigere Nicolet Almega XR der Firma Thermo Electron stand fur weitere
Untersuchungen in Glasgow, Grol3britannien zur Verfigung. Beide Gerate wurden
von Renishaw Diagnostics zur Verfugung gestellt. Das Mesophotonics SE1000 ist
nicht mehr kommerziell erhaltlich, wobei die Rechte der ehemaligen Herstellerfirma
von Renishaw Ubernommen wurden. Ruckblickend ergeben sich auch aus dem

Vergleich der beiden Messreihen interessante Erkenntnisse.

Bei den verwendeten SERS Substraten (Abbildung 42) handelt es sich um Klarite®
Substrate aus der Produktion der Firma Renishaw. Die Basis jedes Chips bildet eine
mittels Kalilauge aus Silizium nass-chemisch geatzte, invertierte Pyramidenstruktur.
Die Oberflachen werden durch ein spezielles Verfahren mit einer sehr rauen
Goldschicht Uberzogen. Die Struktur der Substrate sowie der Aufbau des Goldes

sind entscheidend fiir den zusatzlich verstarkten Raman Effekt.

1:1000 optical microscope

Abbildung 42: Klarite® SERS Substrate in unterschiedlichen VergréRerungen
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Anzumerken ist, dass die Signalverstarkung primar in den Kavitaten und nicht an der
vergleichsweise glatten Oberseite entsteht. Anhand von
Rasterelektronenmikroskopaufnahmen lasst sich die unterschiedliche
Oberflachenstruktur innerhalb der Kavitaten, im Gegensatz zu den AFM Bildern, klar
erkennen (Abbildung 43). Als Folge dieser Tatsache ist vor allem die Beschichtung in
den Vertiefungen entscheidend. Ein ,Uberziehen“ der gesamten Substratoberflache
mit molekular gepragten Materialien ist daher nicht von Vorteil sondern verursacht im

Gegenteil unter Umstanden Diffusionsprobleme.

Abbildung 43: Klarite® Substrat unter einem SEM.®® Die Oberflache in den Vertiefungen ist
um einiges rauer und liefert den gro3ten Anteil der entscheidenden Oberflachenverstarkung.

4.1.3.1 Mesophotonics SE1000

Das vergleichsweise kleine Raman-Spektrometer ist fur die Verwendung in
Kombination mit Klarite® Substraten der Firma Renishaw Diagnostics optimiert
(Abbildung 44).

Klarite SERS®
substrates

Abbildung 44: Portables Mesophotonics SE1000 Ramanspektrometer®® optimiert zur
Messung von Klarite® Substraten
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Es enthalt eine Kamera um einen geeigneten Punkt auf dem Substrat zu finden und
nutzt Lichtleiter zur Ubertragung des Lasers (250 mW). Die Anregungswellenlange
betragt 785 nm, die typische Messdauer lag je nach gewiinschter Qualitdt zwischen
5 und 20 Sekunden. Sowohl Sensitivitdt als auch Auflosung liegen im mittleren

Bereich und sind mit jenen moderner Handgeréte vergleichbar.

4.1.3.2 Thermo Nicolet Almega XR

Das Almega XR der Firma Thermo Electron ist ein hochauflésendes
Ramanspektrometer mit einem extern stabilisierten Diodenlaser (500mW) mit einer
Anregungswellenlange von ebenfalls 785 nm (Abbildung 45). StandardmaRig stehen
vier unterschiedliche Objektive zur Verfigung, welche den Laserstrahl auf einen

Bereich von 1 bis maximal 4 um richten (10x, 20x, 50x und 100x).

Abbildung 45: Thermo Nicolet Almega XR mit geschlossenem Probenraum und
aufgesetztem Mikroskop (links) sowie Spektroskop und Laser (rechts). Bei einer Messung
wird das Laserlicht direkt Uber die Optik des Mikroskops auf die zuvor fokussierte Stelle
gelenkt. Wahrenddessen wird zur Sicherheit eine Blende hinter dem Okular geschlossen um
Augenschéaden des Benutzers zu verhindern.®

Beim Auflésungsvermégen kann bei Bedarf zwischen 7 cm™ und 2 cm™ gewechselt
werden. Es konnen kompakte Schichten, Pulver als auch Flussigkeiten untersucht
werden, weshalb es sich besonders gut zur Detektion von Signalen in MIP eignet,
der durch das Einlegen in die Probenlosungen noch Feuchtigkeit enthalten kann.
Durch die fortschrittliche rein softwarekontrollierte Steuerung ist es moglich die

Oberflache voll automatisch an beliebig vielen Punkten zu vermessen wodurch sogar
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eine vollstandige dreidimensionale Charakterisierung des Materials ermdglicht wird.
Fur den Grol3teil der Messungen wurde an jeweils mindestens funf Punkten mit einer
Raman Aufldsung von 7 cm™ sowie einer 20-fachen VergroRBerung des optischen

Mikroskops jeweils ein Spektrum aufgenommen und das Mittel aus diesen gebildet.

4.1.3.3 Ramansignale von Melamin

Die folgende Tabelle 6 enthalt die wichtigsten bekannten ATR/FTIR, FT-Raman und

SERS Banden von Melamin.

Tabelle 6: Experimentell ermittelte Signale fiir Melamin (Wellenzahlen in cm™).**

Raman SERS SERS ,
ATRIFTIR (neutral) | (neutral) |(protoniert) Schwingungsform
376 387 0 (CN)
580 612 575 0 (NCN) + 1 (NH,)
675 703 686 Ringatmungsschwingung
810 doop)
982 1000 979 0 (CNC) + & (NCN)
1022 1029 1071 1077 0 (Ring) + p (NH,)
1170 1189 Ring
1194 0+ p (NHy)
1302 1229 6 (NH)
1432 1442 1428 v (CN) + 6(NH,)
1465
1526 1497 O (NCN) + w (NH,)
1526 v (CN) + & (NHy)
1567
1554 1553 0 (NHy)
1617 1603 6 (NHy)
1626
1646
1657 1692 0 (NHy)
3220 v (NH)
3123
3130
3178 3318 3205
3323 3417 3322
3417 3468
3468
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0 = Deformationsschwingung (bending)

T = Drehschwingung (twisting)

doopr) = Deformationsschwingung aus der Molekulebene des Ringes (out of plane)
p = Schaukelschwingung (rocking)

v = Streckschwingung (stretching)

w = Wippschwingung (wagging)

Die SERS Werte der Tabelle wurden mit einem 532 nm Laser und mit Hilfe von
Silbernanopartikeln aufgenommen. Fir die Detektion im Rahmen dieser Arbeit sind
primar die Ringatmungsschwingungen von Bedeutung (703 und 686 cm™), wobei
angemerkt werden muss, dass sich diese durch den verdnderten experimentellen
Aufbau um einige Wellenzahlen verlagern kénnen (Gold statt Silber, 785 nm anstatt

eines 532 nm Lasers).
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4.2 Dunne Filme

Die entwickelten molekular gepragten Polymere werden als dunner Film auf die
jeweiligen sensitiven Oberflachen (QCM, SPR und SERS) aufgetragen. Diese
Variante ist praparativ am einfachsten und liefert in der Regel gut reproduzierbare
Daten, da die Schichtdicke sehr gut kontrollierbar ist. Dies sind auch die Grinde
weshalb nahezu jedes entwickelte MIP erst in Form einer Schicht auf QCM Sensoren
erprobt wird. Die im Vergleich zu den Nanopartikeln homogene und glatte Oberflache
verspricht aul3erdem bessere Ergebnisse in Bezug auf Querselektivitdtsmessungen.
Mit dinnen Filmen wurden daher auch Untersuchungen der Wechselwirkungen von
Melamin mit diversen Proteinen sowie die ersten Messungen in realer Probenmatrix,

wie beispielsweise Milch, durchgefihrt.

4.2.1 QCM

Die fur Melamin gepragten dunnen Filme waren die ersten fur ,PHOTOSENS®
synthetisierten molekular gepragten Materialien. QCM-Messungen sind nun
einerseits notig um die prinzipielle Funktion der MIP zu testen bevor diese mit neuen
Messprinzipien kombiniert werden, andererseits ist die fehlende Selektivitat der
Quarzmikrowaage von grol3em Vorteil um Querselektivititen des MIP beziglich
diverser Molekulle festzustellen, welche mit den anderen analytischen Methoden
grundsatzlich keine Signale liefern.

4.2.1.1 Dunne Schichten im Vergleich mit friheren Messungen

Konzentrationsabhéngigkeit
Zu Beginn wurde eine Konzentrationsabhéngigkeit von Melamin mit den neuen

dinnen Filmen gemessen (Abbildung 46).
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Abbildung 46: Konzentrationsabhangigkeit von Melamin an einem mit je 100 nm MIP bzw.
NIP beschichtetem 10 MHz QCM Sensor.

Hierbei ist hauptséachlich der Unterschied zwischen MIP und NIP von Interesse, da
die Polymerfilme auf beiden Elektroden je eine Schichtdicke von nur etwa 100 nm
aufweisen und damit Anlagerungen an der Oberflache eine starkere Rolle spielen als
bei den bekannten etwa zehn Mal so dicken Beschichtungen. Dennoch ergibt sich

ein Signalverhaltnis von 3,9 bei einer Konzentration von 3200 mg/L.

Zum Vergleich ist in Abbildung 47 Das Differenzsignal zwischen MIP und NIP, also
Mess- und Referenzelektrode abgebildet. Fir QCM Messungen ist dies oft
aussagekréaftiger als die beiden einzelnen Signalkurven, da tatsachlich nur der Effekt
des Imprints abgebildet wird. In vielen Fallen ist es dennoch sinnvoll beide
Elektroden bzw. Polymere getrennt zu betrachten. Mit Ausnahme von diesem
Beispiel wurde jedoch darauf verzichtet stets beide Varianten abzubilden, da es den
Rahmen dieser Dissertation bei einem minimalen zusatzlichen Informationsgewinn

sprengen wiurde.
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Abbildung 47: Differenzsignal (MIP-NIP) der bereits in Abbildung 46 gezeigten
Konzentrationsabhangigkeit.

Ein Vergleich zwischen der 100 nm und einer 1 um Schicht ist in Abbildung 48 zu
sehen. Abgebildet ist jeweils das Differenzsignal zwischen zwei mit MIP bzw. NIP
beschichteten Elektroden bei einer bestimmten Melaminkonzentration. Die
Unterschiede sind vor allem bei gré3eren Konzentrationen sehr ausgepragt, da sich
die dunnere Schicht (~100 nm) schneller mit Melamin sattigt als eine vergleichsweise
dicke (~1 um). Da primar die qualitative Detektion von geringen Mengen an Melamin
von Interesse ist, entsteht durch dieses Ansprechverhalten kein wesentlicher
Nachteil. Der dynamische Bereich lasst aber auch bei den dinneren Schichten

Messungen bis hin zu einer geséttigten Melaminldsung zu.
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Abbildung 48: Signalstarke (Differenzsignal) in Abhangigkeit der Melaminkonzentration bei
unterschiedlichen Polymerschichtdicken.

Querselektivitat

Um die Effektivitat des MIP n&her zu charakterisieren wurden zusatzlich zu einem
Protein sowie Zucker, welche in realen Proben vorkommen, einige Verbindungen mit
dem Melamin ahnlicher Struktur gewahlt und Querselektivitatstests durchgefuhrt. Die
Ergebnisse dienen primar zum Vergleich mit den anschlieend entwickelten
Nanopartikeln und sind in Tabelle 7 zusammengefasst. Im Fall von Anilin wurde ein
anderer QCM Sensor verwendet, weshalb das Melaminsignal von den anderen
Analyten abweicht. Entscheidend ist stets das Verhaltnis zwischen Melamin- und
Analytsignal, wobei jeweils 100 mg/L L&sungen gemessen wurden. Einzige
Ausnahme bildet, aufgrund der schlechten Wasserl6slichkeit, Mesitylen mit 10 mg/L.

Tabelle 7: Querselektivitaten fur dinne Filme (jeweils Signale MIP-NIP)

Analyt |Melaminsignal | Analysignal | Signalverhaltnis
[Hz] [Hz]

Pyridin 300 120 2,50
Phenol 300 0 0,00
BSA 300 100 3,00
Glukose 300 0 0,00
Anilin 800 200 4,00
Mesitylen 140 50 2,80
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Die Signale entsprechen dem Wert der Messelektrode abzuglich der Referenz (MIP
minus NIP). Phenol und Glukose (D(+)-Glukose) lagern sich lediglich an der
Oberflache an, weshalb das Signal bei MIP und NIP ident und das Differenzsignal
Null ist. Eiwei3stoffe wie BSA sind innerhalb der Arbeitsgruppe bekannt fir
Interaktionen mit Acrylatsystemen, weshalb diese seit Langerem gezielt fir die
Detektion diverser Proteine, aber auch Blutzellen sowie Bakterien, Viren und Hefen
genutzt werden®?. Das hoéhere Signal am MIP ergibt sich moglicherweise aus der
durch die etwas rauere Oberflache, welche aufgrund der Verwendung des Templates
Melamin entsteht. Pyridin, Mesitylen und Anilin dienen praktisch ausschlief3lich der
Uberprifung des Imprints, da sie nicht in Nahrungsmitteln vorkommen sollten. Die
Selektivitaten sind mit dem 2,5 bis 4-fachen Signal bei Melamin gegenuber den
chemisch sehr ahnlichen Molekllen weitestgehend zufriedenstellend. Offenbar liefert
das Anilin (wegen der H-Briicken) das relativ hochste Signal, gefolgt von Mesitylen
und Pyridin, die annahernd gleich liegen. Offenbar spielt die primare Aminogruppe

die etwas grol3ere Rolle, als der Ring (Strukturen siehe Abbildung 49).
N H2 CH3
-

/
HsC CH; N

Abbildung 49: Anilin, Mesitylen und Pyridin (v.l.n.r.).

4.2.1.2 Messungen in Realproben

Das Ziel jeder Entwicklung der Analytischen Chemie ist der Einsatz zum Nutzen der
Gesellschaft. Im Fall der Schnellanalytik ergeben sich daraus die besonderen
Erfordernisse einer Methode mit nach Mdéglichkeit einfacher oder vollig fehlender
Probenvorbereitung. Dies bedeutet, dass das entwickelte Untersuchungsprinzip
tunlichst inert gegenuber diversen Einflussen der umgebenden Medien sein sollte
und dennoch eine ausreichende Sensitivitat betreffend dem Zielanalyten bereitstellen

muss.
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Bei Melamin kommen praktisch ausschlie3lich Proben im Lebensmittelbereich in
Frage. Neben diversen bekannten Verunreinigungen in z.B. Backmischungen,
Hirschhornsalz, oder Lutschbonbons sind daher vor allem Milch und Milchprodukte
von Interesse.®® Bei der Verwendung der QCM ergeben sich nun mehrere Nachteile
aufgrund der Diversitat der enthaltenen Substanzen. Eine Messung mit konstantem
Fluss der zu untersuchenden L&sung fihrt beispielsweise bei Milch zu &aul3erst
starkem Rauschen und verhindert dadurch grundséatzlich jegliche Messung. Dieses
Problem entsteht durch die Wasser-Fett Emulsion und kann einfach durch Stoppen
der Pumpen, das heif3t durch Messung in stehender Losung, umgangen werden
(siehe Abbildung 50).

1000
Milch

Milch + Melamin Conk

500 +——— Milch

t [min]

Af[Hz]
o

-500

—MIP
-1000

—NIP

-1500

-2000

Pumpvorgang Pumpvorgang

-2500

Abbildung 50: QCM Messung von mit Melamin gesattigter Milch (0,5 % Fett). Aufgrund bis
dahin unbekannter Matrixeffekte kein Signal von Melamin. Stark erhéhtes Rauschen durch
die verwendete Milch bei den Pumpschritten.

Trotz dieses Vorgehens konnte bei der Verwendung von Halbfettmilch keinerlei
Frequenzanderung bei Melaminzugabe festgestellt werden. Selbst die Verwendung
von mit Melamin gesattigter Milch ergab kein signifikantes Signal. Zum Vergleich ist
in Abbildung 51 eine Messung in Wasser mit gesattigter Melaminldsung dargestellt,
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welche mit dem selben Sensor im Anschluss an die in Abbildung 50 aufgenommene
Messung entstand. Vor dieser Messung wurden die Messzelle etwa drei Stunden mit
Wasser gespult um die Oberflachen der Elektroden von Resten der Milch zu
saubern. Die Frequenz andert sich um 2300 Hz an der Mess- und um etwa 400 Hz
an der Referenzelektrode. Dies zeigt, dass die Milch den Sensor zwar nicht
beschadigen, die Detektion von kinstlich zugesetztem Melamin jedoch génzlich

verhindern konnte. Die Ursache hierfur war bislang unbekannt.
500 -

Wasser

~ t [min]
L 0 W ;

[T

2

-1000

—MIP
-1500

—NIP

Wasser + Melamin

2000 +

-2500

Abbildung 51: Messung einer wassrigen, gesattigten Melaminlésung mit demselben Sensor
wie in Abbildung 50. Der Messeffekt ist klar erkennbar. Ebenso kaum verstarktes Rauschen
bei den Pumpvorgangen. Aufgrund der zeitlichen Abfolge lasst sich damit sagen, dass der
Sensor durch die zuvor verwendete Milch nicht in Mitleidenschaft gezogen wurde.

Aufgrund der Zusammensetzung der Milch ergeben sich mehrere Moglichkeiten von
Interaktionen zwischen dem Sensor, dem Melamin oder auch beiden mit
beispielsweise Zuckern, Proteinen oder Fetten.

Um zu erkennen, welche Bestandteile fur den Signalverlust verantwortlich sind,
wurden mehrere Untersuchungen mit verschiedenen Lebensmitteln durchgefihrt.
Bereits beim Verdiinnen der Halbfettmilch mit Wasser auf ein Zehntel ist es moéglich
ein eindeutiges, aber immer noch sehr schwaches Signal zu erhalten. In Abbildung

52 ist des Weiteren zu erkennen, dass der Unterschied zwischen den mit MIP und
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NIP beschichteten Elektroden vergleichsweise gering ist. Dies ist, neben dem
geringen Signal, ein Zeichen dafur, dass sich nur wenig Melamin an den sensitiven
Schichten angelagert hat. Daher kann davon ausgegangen werden, dass Melamin
innerhalb der Probenmatrix gebunden wird und keine negative Beeintrachtigung des

Sensors im eigentlichen Sinn durch das umgebende Medium vorliegt.

50 +

Milch 1:10 Milch 1:10 t [min]
~
Z 0 \ ‘ : /_,WW .‘
[
< 0 0, 1 1,5 2 25 3.5 4 4,5
-50
—MIP
-100 =
—NIP
Milch1:10
+Melamin
-150 +
-200

Abbildung 52: Signal einer mit Melamin gesattigten, 1:10 verdinnten Halbfettmilch. Der
geringe Unterschied zwischen MIP und NIP sowie das in Summe eher geringe Signal sind
ein Hinweis darauf, dass Melamin in Losung gebunden wird.

Betrachtet man die Hauptinhaltsstoffe der Milch und vergleicht diese mit der Struktur
von Melamin, geraten zuerst die Proteine in Verdacht. Eine Wechselwirkung
zwischen dem Analyten und den Aminosauregruppen scheint naheliegend und
konnte durch die Verwendung von Molke als Medium né&her untersucht werden.
Diese enthalt im Vergleich zur Halbfettmilch weniger Fett (0,1 statt 0,5 %) und
wesentlich weniger Eiweil3 (0,6 statt 3,5 %). Der Gehalt an Zucker unterscheidet sich
nicht signifikant (4,1 bzw. 4,9 %). Verglichen mit Milch war nicht nur ein starkeres
Signal bei gesattigter (3200 mg/L) Melaminlésung in Molke erreichbar, sondern
zuséatzlich ein deutliches Signal bei 320 mg/L (siehe Abbildung 53). Durch den

wesentlich geringeren Fettanteil und damit verminderte Dichteschwankungen an den
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Elektroden verringern sich zusatzlich das Rauschen wéahrend den Pumpvorgéngen

sowie der Frequenzunterschied bei der Basislinie zu reinem Wasser.

50

Molke t [min]

- M
-100

320 mg/L Melamin

-150
—MIP

—NIP

-250

-350

| 3200 mg/L Melamin

-400

-450

Abbildung 53: QCM-Signale von Melamin in Molke. Die Signale fallen im Vergleich zu

Messungen in Milch zwar deutlicher aus, sind aber nicht so stark wie in rein wassriger

Ldsung. Der Test gibt aufgrund der unterschiedlichen Inhaltsstoffe in Milch und Molke
wichtige Hinweise beziiglich der Signalhemmung.

In Folge wurde ebenfalls 1:10 verdinnte Molke mit diversen Konzentrationen von
Melamin gespiked. Als Beispiel ist in Abbildung 54 die Messung von 3,2 mg/L
Melamin abgebildet. Zu Beginn und am Ende der Messung (bis 4 und ab 12 min) ist
die Grundlinie der reinen, verdinnten Molke zu sehen. Die Messung der mit 3,2 mg/L
versetzten Molke erfolgte zwischen Minute 7 und 8. Jeweils davor und danach
hervorgerufene Frequenzunterschiede sind ein Resultat der Druckschwankungen

durch den Pumpvorgang in der inhomogenen flissiger Phase.

Die Signalstarken unterscheiden sich auch nach langerer Verwendung des Sensors
Uber mehrere Tage hinweg nur noch geringfiigig von jenen in Wasser. Dies bedeutet,

dass keine starke Beeintrachtigung des MIP durch Inhaltsstoffe des Mediums eintritt.
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Abbildung 54: Messung von 3,2 mg/L Melamin in 1:10 verdinnter Molke. Relevant ist fur

Melamin das Signal beim Stillstand der Pumpen bei Minute 7 bis 8.

Alle beschriebenen Messungen im Kapitel 4.2.1.2 wurden mit demselben QCM

Sensor aufgenommen und kénnen daher direkt in Tabelle 8 verglichen werden.

Tabelle 8: Signalstarke in Abhangigkeit unterschiedlicher Umgebungsmedien

Bei zusatzlichen Untersuchungen wurde festgestellt, dass die Menge an geldstem

Zucker keinen Einfluss auf das Melaminsignal hat. Bei Milch sind der vergleichsweise
an Fett und die damit einhergehenden Dichteunterschiede bei

Matrix % Fett* | % Protein | % Zucker | Signal*
Wasser 0 0 0 1150
Milch 1:10 0,05 0,35 0,49 30
Milch 0,5 3,5 4,9 -
Molke 1:10 0,01 0,06 0,41 950
Molke 0,1 0,6 4,1 366

hohe Anteil

83

* jeweils in mit Melamin gesattigter Losung



Pumpvorgangen ein Problem, wenn eine Messung mittels QCM erfolgen soll. Mit
Ausnahme der verdiinnten Milch ist der Zusammenhang zwischen dem Proteingehalt
und der Signalstarke am auffalligsten (Abbildung 55).
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Abbildung 55: Signal in verschiedenen Medien in Abhangigkeit der Proteinkonzentration.

Als Folge dieser Ergebnisse konnte mittels Zentrifugieren aus handelsiblicher,
fettarmer Molke das entsprechende Serum gewonnen und flr weitere Tests
herangezogen werden um die Rolle der Proteine ndher zu untersuchen (Abbildung
56). Hierfur wurde eine Eppendorf Mikrozentrifuge vom Typ 5424 bei maximaler
Drehzahl eingesetzt (14680 rpm bzw. RZB = 20238 g fur 15 Minuten).

EIZQ
fat
\
\ serum
«  protein

Abbildung 56: Gewinnung von Molkeserum mittels Zentrifugation. Am Boden des
Zentrifugenréhrchens ist unlésliches Protein erkennbar.
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Um mit Melamin versetztes Molkeserum herstellen zu kénnen werden grundséatzlich
zwei Unterschiedliche Wege gewahlt. Entweder man versetzt die Molke vor dem
Zentrifugationsschritt mit Melamin oder danach. Beide Varianten wurden hergestellt
und anschlielBend mit dem MIP-QCM Sensor untersucht (Ergebnis siehe Abbildung
57).

500
E t [min]
- 0 T T T T |
< 10 12 20
Molkeserum
-500 —— /
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Zentrifugation
1000 mit Melamin
versetztes
Serum
Nach der —MIP
-1500 - Zentrifugation
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-2000 Serum
-2500 -
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Abbildung 57: Zu unterschiedlichem Zeitpunkt mit Melamin versetzte Proben (je 3200 mg/L)
zeigen stark unterschiedliches Signal. Grund hierfir ist an Protein gebundenes Melamin,
welches im ersten Fall abzentrifugiert und anschlieRend verworfen wird.

Der frappierende Unterschied der beiden Signale ist dadurch begriindet, dass
Melamin zum Teil an unlésliche Proteine (z.B. Kasein) gebunden und durch die Art
der Probenvorbereitung abzentrifugiert und verworfen wird. Zentrifugation ist daher
ein Schritt der nur in Frage kommt, wenn ausreichend Melamin in Losung verbleibt

um mit der jeweiligen Untersuchungsmethode detektiert zu werden.

Diese Erkenntnis ist vor allem deshalb von Bedeutung, da aufRergewdhnlich viele
analytische Methoden zur Detektion von Melamin auf einen Zentrifugationsschritt bei
der Probenvorbereitung zuriickgreifen.***% Davon sind auch weit verbreitete und
etablierte Methoden wie chromatographische Verfahren und kommerziell erhéltliche

ELISA-Tests betroffen.’” Bedenklich hierbei ist jedenfalls, dass eine quantitative
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Aussage praktisch nicht moglich sein kann, da die Menge an Protein bzw. Eiweil} in
den Proben variiert und insbesondere bei tatsdchlich mit Melamin versetzten
Lebensmitteln génzlich unbekannt ist. Dadurch wird auch bei etwaigen
Standardadditionsmethoden immer eine unbekannte Menge Melamin verworfen.
Eine qualitative Aussage ist zwar unter Umstanden moglich, die bei den jeweiligen
Methoden angegeben Nachweisgrenzen sollten jedoch tiberdacht werden.?®

Eine denkbare aber sehr aufwendige Probenvorbereitung wére beispielsweise ein
starkes Erhitzen der Proben. Dies sollte aufgrund der hohen Zersetzungstemperatur
von Melamin (350°C) dazu fuhren, dass Aminosauren
(Zersetzungstemperaturen < 300°C) pyrolytisch zersetzt werden, der Analyt jedoch
anschlieBend wieder in Wasser aufgenommen und ,ungestort® detektiert werden
kann. Aufgrund der Tatsache, dass die im Rahmen von ,PHOTOSENS® entwickelte
Methode lediglich dem Screening dienen soll, also eine qualitative aber rasche

Aussage bendtigt wird, wurde diese Art der Probenvorbereitungen nicht untersucht.

Aus den Ergebnissen geht nicht hervor, inwiefern l6sliche Proteine wie
beispielsweise Serumalbumin mit Melamin wechselwirken. Untersuchungen dazu

sind im folgenden Kapitel beschrieben.

4.2.1.3 Melamin-Protein Abhangigkeit

Anhand der in realen Proben gewonnen Erfahrungen und der Erkenntnis, dass sich
Melamin an Proteine bindet, wurde diese Abhangigkeit anhand der Proteine BSA
(bovines serum albumin) und Kasein untersucht.

Bovines Serum Albumin hat den Vorteil sehr guter Wasserloslichkeit. Somit konnten
wassrige Losungen mit bis zu 3,5 % Proteingehalt (entspricht dem Gehalt in
Vollmilch) hergestellt, mit Melamin versetzt und vermessen werden. In naturlicher
Milch kommt es zu 1,2 % vor und ist Teil der Molkenproteine, welche wiederrum
20 % aller in der Milch enthaltenen Eiweil3stoffe bilden. Kasein hat im Gegensatz zu
BSA eine sehr geringe Wasserloslichkeit und eignet sich daher ideal zum Vergleich.
Verwendet wurde bovines Kasein (Mischung aus aS1-, aS2-, B- und k-Kasein),

welches mit etwa 80 % den grof3ten Teil der in Kuhmilch vorhandenen Proteine stellt.
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Abbildung 58: QCM-Messung von Melamin in einer mit 2,5 % BSA versetzten Losung.
Sobald der Schwingquarz konstantes Signal liefert wird die BSA-LAsung injiziert (Minute 2).
Ist die Frequenz abermals konstant wird auf die mit Melamin versetzte BSA-Losung
gewechselt (Minute 6). Um das tatsédchliche Messsignal zu ermitteln wird der
Frequenzunterschied zwischen reiner und mit Melamin versetzter BSA-L&sung fur beide
Elektroden ermittelt und zuletzt das Signal der NIP-Elektrode vom MIP-Signal subtrahiert.

Alle Loésungen wurden mit jeweils 1600 mg/L Melamin versetzt um die
Signalabschwéchung sowohl zwischen BSA und Kasein als auch zwischen den
unterschiedlichen Proteinkonzentrationen vergleichen zu kénnen. Im Fall von Kasein
werden die Losungen erst abzentrifugiert und der Uberstand mittels QCM untersucht.
Eine typische Messung ist in Abbildung 58 abgebildet um den Messablauf zu
verdeutlichen. Die Ergebnisse aller Messungen, d.h. die Differenz zwischen MIP und

NIP, sind in Tabelle 9 zusammengefasst.
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Tabelle 9: Signal bei verschiedenen Proteinkonzentrationen (jeweils 1600 mg/L Melamin)

Konzentration Signal bei Signal bei
Protein BSA [Hz] Kasein [HZz]
0,00 % 1345 1345
0,50 % 880 754
1,00 % 640 555
1,75 % 430 454
2,50 % 388 407
3,50 % 239 348

Es zeigt sich ein sehr &hnliches Bild bei beiden Proteinen. Die Unterschiede bei den
Frequenzanderungen sind nicht signifikant, weshalb davon ausgegangen werden
kann, dass sich Melamin in nahezu gleichem Ausmall an das sich in Lésung
befindliche BSA wie auch an das suspendierte Kasein bindet. Die normierten Signale
sind nochmals in Abbildung 59 graphisch dargestellt. Dies unterstiitzt weiterhin die
Theorie, wonach Melamin im Falle einer Probenvorbereitung  mit
Zentrifugationsschritt verworfen wird. Ahnliches geschieht beim Filtrieren oder der
Verwendung von SPE Saulen vor der eigentlichen Analyse: Das Melamin wird hier,
analog zur Zentrifugation, abgetrennt bevor es zur tatsachlichen Detektion kommt.
Zusatzlich muss bedacht werden, dass sich an I6sliche Proteine gebundener Analyt

ebenfalls schwieriger detektieren lasst als jener, der frei in Losung vorliegt.

Diese Erkenntnisse sind allgemein gultig und sollten bei praktisch jedem

Detektionsprinzip sowie jeder Art von Probenvorbereitung bedacht werden.
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Abbildung 59: Normiertes Messsignal als Funktion der zugesetzten Menge an BSA bzw.
Kasein in Wasser. Alle Loésungen enthalten 1600 mg/L Melamin. Der Verlauf ist flr beide
Proteine nahezu ident und vergleichbar mit den zuvor ermittelten Ergebnissen realer
Lebensmittelproben (siehe Abbildung 55).

4.2.2 SPR

Fur die Versuche wurde ein MIP—Film auf die Goldoberflache des SPR Chips mittels
Dropcoating aufgetragen und anschlielBend untersucht. Der schematische Aufbau
dieser Messanordnung ist in Abbildung 60 dargestellt.

Die Idee fiir diese Versuche entstammt friiheren Versuchen der Arbeitsgruppe® und
konnte durch das bereits vorhandene SPR-Gerat unkompliziert durchgefuhrt
werden. Ahnlich den Experimenten mittels Core-Shell Partikeln handelt es sich um
Vorarbeiten fir die geplanten Photonic Crystal Sensoren.
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Abbildung 60: Aufbau des mittels MIP modifizierten SPR Sensorchips in der Kretschmann
Anordnung. Das MIP dient hierbei als Dielektrikum, dessen Eigenschaften (Brechungsindex)
sich durch Ein- bzw. Auslagerung des Analyten veranderten und letzten Endes gemessen
werden. %

Zu Beginn muss das Gerat kalibriert werden. Dies geschieht mittels Luft, Wasser und
einer weiteren gangigen Substanz (z.B. wassrige Ethanolldsung bekannter
Konzentration). Da keine exakte Kalibrierung notwendig war um die grundsatzliche
Eignung der MIP-SPR Kombination zu Uberprifen, wurde lediglich das
Intensitatsminimum von Wasser(Bspr. 20) festgestellt und die Software auf diesen
Wert (1,333) gestellt.

Als Funktionstest wurden unterschiedliche Mischungen aus Ethanol und Wasser
hergestellt und gemessen (0, 25, 50, 65, 80, 90, 100 m% Ethanol). Die Werte kdbnnen
mit der aus der Literatur bekannten Refraktometereichkurve'® von Ethanol/Wasser
verglichen werden (Abbildung 61). Das Maximum bei 78 m% Ethanol ergibt sich
daraus, dass es sich bei Wasser/Ethanol um kein ideales Gemisch handelt. Durch
das Auftreten von  Wasserstofforickenbindungen und  Van-der-Waals-
Wechselwirkungen zwischen den Molekilen kommt es zu zusétzlichen anziehenden
Kréaften, welche sowohl die Dichte (p = m/V) als auch die optische Dichte (n = co/C),

also den Brechungsindex beeinflussen.
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Abbildung 61: Vergleich der Brechungsindizes aus der Literatur (links) und der SPR
Messung (rechts). Die Unterschiede ergeben sich aus der unvollstdndigen Kalibrierung
(Maximum laut Literatur: 1,365).

Fur die Messung einer Melaminlésung wurde der Brechungsindex Uber einen
langeren Zeitraum aufgenommen und die Probenkammer abwechselnd mit Wasser

und gesattigter Melaminlésung durchspiilt.

1,3212

1,3210
1,3208

1,3206

1,3204

refractive index

1,3202

ey Trpe— TS RIS

1,3200 l l 1 ]
0 50 100 150 200

time/s Anp = 0,00088641

Abbildung 62: SPR Messung von Wasser und gesattigter Melaminlésung.
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Durch diese Messung wird ersichtlich, dass sich der Brechungsindex von Wasser
durch die Zugabe von Melamin nur marginal verandert (geringere L&slichkeit von
Melamin gegeniber z.B. Ethanol). Dennoch kann dieser eindeutig unterschieden
werden. Anzumerken ist, dass die Kalibrierung des Sensors bei diesem Beispiel nicht
korrekt funktioniert haben dirfte (Wasser sollte einen Brechungsindex von ~1,333

aufweisen).

In Folge wurden mehrere SPR Sensoren mit MIP beschichtet und ebenfalls mit
Wasser und Melaminldsung tberspult. Einige dieser Tests zeigten keinerlei Ergebnis
(kein Signal, &ahnlich Luft) und einige Signale erscheinen auf den ersten Blick
vielversprechend (Beispiel in Abbildung 63), kénnen jedoch nicht vom MIP stammen.
Zum einen kann der Brechungsindex des Polymers nicht 1,333 betragen, zum
anderen ist der Unterschied zwischen Melaminldsung und Wasser nahezu ident mit
jenem auf einem unbeschichteten SPR Substrat. Beides ist nahezu ausgeschlossen,
weshalb angenommen werden musste, dass die Polymerbeschichtung fehlerhaft war

und daher die Lésungen direkt gemessen wurden.
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Abbildung 63: Versuch einer Messung der MIP-SPR Kombination. Wie anhand der
absoluten Werte als auch an der Differenz zwischen Wasser und Melaminlésung zu
erkennen, stammen die Werte nicht vom MIP sondern von unbeschichteten Stellen der
Goldoberflache.

Um sicher zu stellen, dass tatsachlich kein MIP gemessen werden kann, wurde das

Hintergrundspektrum von Luft eines SPR Sensors mittels der Software gespeichert

und statt des Wassers MIP aufgetragen, gefolgt von Messung im trockenem
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Zustand. Es konnte jedoch kein SPR-Signal detektiert werden, was als sicheres
Anzeichen dafur gesehen werden kann, dass der Brechungsindex des Polymers
aulRerhalb des Messbereichs des SPR-Systems liegt. Dies wiederrum bedeutet, dass
das Signal in Abbildung 63 lediglich von der Flussigkeit stammt, welche den SPR
Sensor direkt, also aufgrund der mangelhaften Polymerbeschichtung, berihrt.

Abbildung 64: SPR Sensor ohne und mit MIP Beschichtung (links)

Die Brechungsindices der Monomere betragen np®° = 1,528 (DHEBA) bzw. 1,490
(MAA) und liegen damit aulRerhalb der Reichweite der verfigbaren SPR-Einheit
(21,3200 bis 1,3680). Offensichtlich andert sich dies auch bei dem mit Wasser

versetzten Polymer nicht so stark, dass Messungen ermoglicht worden wéren.

Das entwickelte MIP fir Melamin kénnte dennoch eine gute Option flir zukinftige
Versuche mit leistungsfahigeren SPR Geraten darstellen, da Melamin mit einem
Brechungsindex von np?® = 1,872 stark vom Polymer unterscheidet und damit das
Potential besitzen sollte zu einem ausreichenden Signal zu fuhren. Selbiges gilt fur

Photonic Crystal Sensoren (Vergleich Formaldehyd: np® = 1,377).
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4.2.3 SERS

Die dunnen Filme waren die ersten in Verbindung mit SERS getesteten molekular
gepragten Materialien und wurden bereits sehr frih (Oktober 2011) mit dem
portablen Mesophotonics SE1000 vor Ort in Wien auf ihre Eignung hin untersucht.
Diese Ergebnisse konnten spater mittels des leistungsfahigeren Nicolet Almega XR
reproduziert und vervollstandigt werden. Hinzu kamen neben den Messungen mit

NP-Beschichtungen jene in realem Lebensmittel (Milch).

4.2.3.1 Dunne Filme mittels SE1000

Melaminsignal

Ziel der Messungen war die erstmalige Untersuchung der MIP-SERS Kombination.
Als Erstes wurde eine Verdinnungsreihe von reinem Melamin in Wasser erstellt und,
wie bei den MIP, 5puL auf ein Klarite® SERS Substrat aufgetragen, bei 80°C
getrocknet und anschlie3end ein Spektrum aufgenommen.

In Abbildung 65 sind die Ergebnisse der unterschiedlich mit Wasser verdinnten
Melaminlésungen zu sehen, wobei das starkste Signal bei 685 cm™ auftritt. Ein
zweiter Peak bei etwa 717 cm™ entsteht vermutlich durch eine Orientierungs- bzw.
Ausrichtungsabhangigkeit der Molekile und ist vor allem bei geringeren
Konzentrationen erkennbar. 02193104105 aAyfgetragen wurden je 5 pL Probenlésung,
welche anschlie3end bei 50°C getrocknet wurde. Dadurch befindet sich das gesamte
Melamin der jeweils 5 pL direkt auf der Goldoberflache. Die Nachweisgrenze liegt
hierbei zwischen 1 und 0,1 mg pro Liter. Interessant ist die Tatsache, dass das
Signal ab einer gewissen Konzentration wieder abféllt (1260 mg/L ist schwacher als
126 mg/L). Dies lasst sich dadurch erklaren, dass gestreutes Licht von der bereits zu
dicken Melaminschicht wieder absorbiert wird.
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Abbildung 65: SERS Spektren zur Bestimmung der Nachweisgrenze unter
Standardbedingungen ohne MIP und zur Veranschaulichung des reinen Melaminsignals. Die
Konzentrationen entsprachen Molalitaten von 107 bis 10~

Vergleich MIP und NIP

Beim Vergleich zwischen einem mit MIP und einem mit NIP beschichteten Substrat
ist klar erkennbar, dass Melamin in einem molekular gepragten Polymer mittels
SERS nachgewiesen werden kann (siehe Abbildung 66). Die vorpolymerisierten
Mischungen wurden vor dem Auftragen 1:10 mit Wasser verdinnt, um eine
geeignete Schichtdicke zu erhalten. Im Falle des NIP ist kein Signal im
Wellenlangenbereich des Melamins zu erkennen.
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Abbildung 66: MIP und NIP Spektren im direkten Vergleich. Die Anwesenheit von Melamin
im MIP Film wird klar durch die Peaks bei 685 cm™ sowie 717 cm™ signalisiert.

Fur die Messung in Abbildung 67 wurden die Polymere weiter verdinnt (1 zu 100),
wodurch die Polymerpeaks grof3tenteils verschwinden, wéahrend das Melaminsignal
vorerst erhalten bleibt bzw. nur geringflgig an Starke verliert (&hnliches Verhalten
wie in Abbildung 65, wo reines Melamin aufgetragen wurde). Dies liegt daran, dass
lediglich der Analyt vom oberflachenverstarkenden Raman Effekt profitiert. Im
Gegensatz dazu wird das ,normale“ Raman Signal des Polymers schwéacher, sobald
sich weniger Material auf dem Probentrager befindet. Fir den SERS Effekt des
Melamins kommen lediglich jene Molekile in Frage, die sich nahe der Oberflache
befinden. Nicht oberflachenverstarkte Signale gewinnen hingegen auch an Intensitat,
wenn mehr Material, also eine dickere Schicht, vorliegt. Hinzu kommt, dass ein
dunnerer Polymerfilm u.U. zu einem besseren SERS Signal fuhrt, da weniger von

dem an der aktiven Goldoberflache gestreuten Licht reabsorbiert wird.
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Abbildung 67: Messung wie in Abbildung 34, allerdings mit starker verdiinnten MIP und
NIP, wodurch die Grundlinie kaum noch Polymerpeaks enthélt. Das Melaminsignal sticht
deutlicher hervor, obwohl es an Intensitat verloren hat.

Konzentrationsabhéangigkeit

Im ersten Versuch wurde ein MIP jeweils mit unterschiedlichen Mengen Wasser
verdunnt (1:10 bis 1:1000), wiederrum je 5 uL auf ein Klarite Substrat aufgetragen
und anschlieBend getrocknet. Die Spektren sind in Abbildung 68 dargestellt.
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Abbildung 68: MIP mit verschiedenen Mengen Wasser verdinnt. Da lediglich das Melamin
an der SERS Oberflache eine Signalverstarkung erfahrt, geben alle drei Verdiinnungen ein
nahezu identes Signal.

Wie klar zu erkennen ist, unterscheiden sich die primaren Melaminpeaks der drei
Verdiinnungen bei 685 cm™, wenn iberhaupt, nur unwesentlich. Um 850 cm™ sind
einige Polymerpeaks der geringsten Verdinnung zu erkennen. Dies bedeutet, dass
es sich beim Melaminsignal definitiv um einen SERS-Effekt handelt und grol3ere
Schichtdicken keinerlei Vorteile bringen. Das Verdiinnen mit Wasser ist daher nicht
sinnvoll. Es muss die Konzentration von Melamin im MIP verandert werden und nicht

die Menge an MIP.
Um eine Konzentrationsabhangigkeit darstellen zu koénnen wurde daher der

prepolymerisierte MIP mit NIP verdinnt. Die entsprechende Grafik ist in Abbildung
69 dargestellt.
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Abbildung 69: MIP verdiinnt mit NIP. Das Signal ist klar geschwacht, da in diesem Fall die
Konzentration von Melamin an der Goldoberflache sinkt.

Auswaschen von Melamin

Um die Kombination eines MIP mit SERS tatsachlich einsetzen zu kénnen, ist es
notwendig das Templat, also Melamin, aus den Kavitaten auszuwaschen. Daher wird
in Abbildung 70 ein MIP Film vor und nach einem Waschschritt gezeigt. Das
Prepolymer wurde fur diesen Versuch vor dem Auftragen 1:10 mit Wasser verdinnt.
Um sicher zu gehen, dass Melamin moglichst vollstdndig aus dem Polymer

ausgespult wird, wurde das SERS Substrat fir insgesamt drei Stunden in Wasser
gelegt.
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Abbildung 70: MIP nach 1 bzw. 3 Stunden in Wasser (ein und dasselbe Substrat). Das
Melamin verschwindet aus den Kavitaten des Polymers und verandert die Orientierung.

Neben der von den Schwingquarzmessungen erwarteten Tatsache, dass Melamin
entfernt wird ergeben sich zwei weitere Beobachtungen: Es &ndert sich zum Teil die
Orientierung von noch im MIP festgehaltenen Polymer, wodurch der Peak bei
685 cm™ schwacher, jener bei 717 cm™ verstarkt wird. Anhand der Unterschiede
zwischen den Messungen nach ein und drei Stunden lasst sich zuséatzlich erkennen,
dass beide Peaks an Intensitdt verlieren, folglich Melamin aus dem MIP
ausgewaschen wird und nicht in einer anderen Orientierung verbleibt. Weiters fehlen
bereits nach einer Stunde die meisten der Polymerpeaks wodurch man darauf
schlieBen kann, dass es sich bei diesen Signalen um Reste von ebenfalls nicht

kovalent gebundenen Monomeren handelt.
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Wiedereinlagerung von Melamin in die sensitive Schicht

Um die Einlagerung von Melamin in die sensitive Schicht zu Uberprifen wurde
ebenfalls eine 1:10 mit Wasser verdinnte Prepolymerlésung auf ein SERS Substrat
aufgetragen und nach dem Ausharten fur 3 Stunden in Wasser gelegt um Melamin
zu entfernen. Im Anschluss wurde das Substrat fur 80 Minuten in geséttigte
Melaminlésung getaucht und abermals ein Spektrum aufgenommen (Abbildung 71).
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Abbildung 71: Einlagerung von Melamin in den MIP (deutlicher Signalanstieg zwischen
rotem und griinem Spektrum bei 717 und 685 cm™).

Durch das wiederholte Fullen der Kavitaten mittels hoch konzentrierter
Melaminlésung steigen beide Peaks wieder an, wobei der urspriinglich intensivere
(685 cm™) nicht seine urspriingliche GroRe erreicht, der vormals nur als Schulter
erkennbare bei 717 cm™ hingegen erheblich an Signalstarke gewinnt. Dies liegt an
unterschiedlich gebundenen Formen von Melamin, wobei die der Protonierungsgrad
entscheidend ist.'® Die vorkommenden Schwingungsarten sind im folgenden
Kapitel, insbesondere in Abbildung 72, naher erklart. Dieser Effekt konnte fur
zukinftige Sensoren durchaus nitzlich sein, da bis zu einem gewissen Grad

zwischen urspriunglich und neu eingelagertem Analyten unterschieden werden kann.
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Das wichtigste Ergebnis ist jedoch der klare Signalanstieg, womit nun erstmals
bewiesen ist, dass die Wiedereinlagerung von Melamin in das MIP nicht nur
stattfindet, sondern auch mittels SERS nachgewiesen werden kann. Dadurch ist eine
quantitative Analyse madglich, wobei das Mengenverhaltnis zwischen Melamin und

Polymer in der Nahe der Substratoberflache den entscheidenden Faktor darstellt.

4.2.3.2 Dunne Filme mittels Nicolet Almega XR

Neben den bereits bekannten Ergebnissen mit dinnen Filmen wurden mittels des
leistungsfahigeren Nicolet Almega XR Spektrometers die molekular gepréagten
Nanopartikel untersucht und es konnten einige Versuche mit realitatsgetreuen
Proben unternommen werden. Weiters wurden die Versuche des SE1000
groftenteils wiederholt um deren Glltigkeit auch auf einem anderen System zu

uberpriufen wodurch zusatzlich einige neue Erkenntnisse entstanden.

Signal von MIP vor und nach dem Auswaschen

Durch die Verwendung des in Bezug auf die Laserintensitat starkeren Nicolet Almega
XR Spektrometers weicht das Spektrum fir eine nicht modifizierte MIP-Schicht von
jenem des SE1000 ab. Die jeweiligen Spektren vor und nach dem Auswaschen der
Templatmolekile finden sich in Abbildung 72. Im Gegensatz zu den Messungen mit
dem SE1000 Spektrometer (siehe Abbildung 49) fallt der breite Peak bei 560 cm-1
ins Auge. Selbiger ist ein Resultat des wesentlich sensitiveren Nicolet Almega XR
Spektrometers und dessen starkerer Laserlichtquelle. In Abbildung 72 sind zusétzlich
alle im Rahmen dieser Dissertation relevanten Schwingungsarten beschrieben. Nach
dem Auswaschen des Templats mittels Wasser uber Nacht wird jedoch so viel
Melamin entfernt, dass dieses Raman Signal praktisch vollstandig verschwindet. Es
handelt sich um ein normales Raman  Signal, welches ohne
oberflachenverstarkenden Effekt entsteht und auch bei erfolgter Wiedereinlagerung
von Melamin in die sensitive Schicht nicht erneut erscheint, da wesentlich mehr

Melamin ausgewaschen wird, als wieder eingelagert werden kann.
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Abbildung 72: Mit MIP beschichtetes SERS Substrat vor und nach dem Auswaschen des
Templates mittels Wasser. Die SERS Signale entstammen der Ringatmungsschwingung
(ring breathing) des Analyten, wobei der Peak bei 712 cm™ durch neutrales, jener bei
680 cm™ bei protoniertem Melamin entsteht. Es verbleibt also vor allem neutrales Melamin
im ausgewaschenen MIP. Das breite Ramansignal bei 570 cm™ gehért zu den
Deformationsschwingungen (bending) der NCN sowie Drehschwingungen (twisting) der
NH,-Gruppen (eine Tabelle mit bekannten Raman/SERS Banden fuir Melamin findet sich in
Kapitel 4.1.3.3).

Dies ist von Vorteil, da durch die grol3en Mengen Melamin das SERS Signal
abgeschwacht wird (erkennbar durch das leicht starkere rote Spektrum in Abbildung
72 sowie anhand der wesentlich intensiveren Signale im Falle der Wiedereinlagerung
von Melamin in den noch folgenden Messungen). Grinde hierflr kbnnen sein, dass
Melamin die bereits entstandene Raman Strahlung wieder absorbiert sowie dadurch,
dass weniger Licht des Lasers zu den Molekilen nahe der verstarkend wirkenden

Oberflache gelangt und somit entsprechend wenig SERS-Effekt genutzt wird.
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Konzentrationsabhéngigkeit

Hierbei handelt es sich um die faktisch ersten ,korrekten® Konzentrationsmessungen
einer MIP-SERS Kombination, da mittels SE1000 lediglich mit NIP-L6sung
verdinntes MIP gemessen, und mit dem Signal eines weiteren, mit reinem MIP

beschichteten, Substrates verglichen wurde.

Die um etwa funf Wellenzahlen verschobenen Melaminpeaks aller Messungen (680
bzw. 712 gegeniiber 685 bzw. 717 cm™) lassen sich durch unterschiedlich Gerate
erklaren, wobei angemerkt werden muss, dass das Nicolet Almega XR vor allen
Messungen gegeniber einem Siliziumplattchen kalibriert wurde und damit korrekte
Werte liefern musste. Letztlich ist dieser Unterschied fur die Untersuchungen ohne

Belang.
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Abbildung 73: SERS Messung eines mit MIP beschichteten Klarite® Substrates nach dem
Eintauchen in verschieden konzentrierte Melaminldésungen

Fur die in Abbildung 73 dargestellte Messung wurde ein Klarite® Substrat mit 1:10

verdiinnten MIP beschichtet und das enthaltene Melamin tber Nacht mittels Wasser
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ausgespult. Das abgebildete Hintergrundspektrum und damit auch das verwendete
MIP-SERS Substrat sind ident mit jenem in Abbildung 72. Wie zu erwarten war bleibt
stets ein Rest an Templat im MIP gebunden, wodurch es immer ndétig ist ein
Hintergrundspektrum aufzunehmen. AnschlieBend wurde das Plattchen fur je 10
Minuten in die entsprechend konzentrierten Melaminldsungen getaucht und abermals
Spektren aufgenommen. Bereits nach zehn Minuten in einer Loésung von 3 mg/L
kann das entstandene Signal klar von jenem des Hintergrundes deutlich
unterschieden werden (Vergleich schwarzes und blaues Spektrum). Neben dem
Anstieg bei 712 cm™ gewinnt auch der zuvor kaum erkennbare Peak bei 680 cm™
deutlich an Intensitat.

Wird die Flache mittels Integration Uber beide Peaks ermittelt und gegentber der
Konzentration aufgetragen erhalt man eine Langmuir-artiges Bindungsverhalten
(Abbildung 74), welche an jene der QCM Messungen erinnert (siehe auch Abbildung
48).
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Abbildung 74: Peakflachen des SERS Signals aufgetragen gegeniber der Konzentration an
Melamin. Trotz der wenigen Messpunkte zeigt sich ein Verhalten, welches an eine Langmuir-
Isotherme erinnert.

Reversibilitat des Einlagerungsprozesses
Nach der Messung einer 3200 mg/L Melaminlésung wurde das beschichtete Klarite®
Substrat wieder Uber Nacht in destilliertes Wasser gelegt um wieder eingelagertes

Melamin zu entfernen (Messungen in Abbildung 75). Das im Anschluss
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aufgenommene Hintergrundspektrum (rot) ist praktisch ident mit jenem zu Beginn der
Messreihe (schwarz). Dies bedeutet theoretisch, dass mit der entwickelten molekular
gepragten Polymerschicht auch in Kombination mit SERS mehrere Proben mit
demselben Substrat gemessen werden kénnen. Praktisch ist es durchaus mdglich,
dass andere Medien negativen Einfluss auf den MIP nehmen und deshalb, neben
der Tatsache der einfacheren Anwendung beim Endbenutzer, am Konzept eines

Wegwerfsensors festgehalten werden muss.
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Abbildung 75: Vergleich des Hintergrundsignals vor und nach einer Messreihe
(unterschiedliche, wassrige Melaminlésungen) mit anschlieendem Auswaschen des
Analyten mit Wasser. Der Prozess ist praktisch vollstandig reversibel.

Vergleich mit einem unbeschichteten Klarite® Substrat

Melamin zeigt Affinitat zu Goldoberflachen, weshalb Melamin mit Hilfe von Klarite®
Substraten auch ohne jede weitere Modifikation durch blof3es Eintauchen in eine
Melaminlésung bestimmt werden kann. Ein solches Spektrum wird in Abbildung 76

mit dem eines mit MIP modifizierten Substrats verglichen.
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Neben der zusatzlichen Selektivitat wird durch die Beschichtung mit molekular
gepragtem Polymer das Signal wesentlich erhoht. Die Hohe der Melaminsignale
betragt bei 680 cm™ ohne Beschichtung 3650 a.u. und mit MIP 5200 a.u.. Sowohl bei
einem unverénderten Klarite Substrat als auch bei einem mit MIP beschichteten,
vollstdndig ausgewaschenen Chip, gibt es bei dieser Wellenzahl praktisch keinen
Peak. Das Signal wird folglich durch die MIP Schicht gegentber einem nicht
modifizierten Klarite Substrat um den Faktor 1,4 verstarkt, wodurch der qualitative
Nachweis von Melamin in einer LOosung mittels der MIP-SERS Kombination
erleichtert wird.

Der zweite Peak bei 710 cm™ erreicht eine Héhe von 3200 a.u., wobei hier das
bereits zuvor vorhandene Hintergrundsignal (siehe Abbildung 75) von 2100 a.u.
berticksichtigt werden muss. Aufgrund der Madglichkeit einer allgemeinen
Signalabschwéachung aufgrund komplexer Proben eignet sich vor allem das Signal

bei 680 cm™ zur Melaminbestimmung.
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Abbildung 76: Ein mit MIP beschichtetes Substrat und eines ohne Modifikation nach der
Einlagerung in 3200 mg/L Melaminlésung fur 15 Minuten. Deutlich starkeres Signal durch
das molekular gepragte Polymer.
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Vergleich mit NIP

Um festzustellen, ob der MIP Vorteile gegentber einem ungepragten Polymerfilm
bietet, wurde ein weiteres Substrat mit eben diesem NIP beschichtet und ebenfalls in
Wasser gelegt (um Monomerreste zu entfernen). Im Anschluss erfolgte analog zum
MIP die Einlagerung von Melamin in einer gesattigten (3200 mg/L) Melaminldsung
(siehe Abbildung 77).
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Abbildung 77: Einlagerung von Melamin in ein ungeprégtes Polymer. Verglichen mit den
MIP unterscheidet sich sowohl die Intensitat als auch die Peakform.

Das erhaltene Signal ist wesentlich schwacher als jenes der getesteten MIP-SERS
Substrate und lasst sich kaum durch Auswaschen entfernen, wodurch weitere
Messungen mit demselben Substrat nicht sinnvoll erscheinen. Die Peakflache
betragt bei einer Konzentration von 3200 mg/L Melamin fur das NIP 6,5 und fir das
MIP 22,9 a.u.. Dies entspricht einem Signalverhaltnis von 3,5 und ist damit
vergleichbar mit jenem der QCM Messungen mit 3,9.

Es steht somit fest, dass molekular gepragte Polymere eine weit hbhere Sensitivitat

mit sich bringen als ungepréagte Schichten. In den Kavitaten kénnen gréf3ere Mengen
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an Melamin tiefer in das Polymer eindringen und sich damit in der Nahe der
Goldoberflache anreichern.

Messung von Melamin in Milch

Bei Messungen in Milch konnte das Problem beobachtet werden, dass sich diverse
Partikel in Form eines Films auf das Substrat legen und selbiges nach bereits einer
Messung nahezu unbrauchbar wird. Diese Verunreinigungen kénnen nicht durch
einfaches Spulen oder Einlegen in Wasser beseitigt werden. Komplexere
Reinigungsschritte sind zwar denkbar, wurden mit Blick auf die Verwendung im
Rahmen des Projektes jedoch unterlassen, da sie kaum aul3erhalb eines
Laboratoriums durchfuhrbar sind. Versuche mit z.B. Molke wurden dennoch
Ubersprungen, da dieses Getrank in GroRRbritannien, wo diese Messungen

durchgeftihrt wurden, nicht erhaltlich ist.
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Abbildung 78: Messung von Melamin in Milch. Am abgeschwéchten Signal nach der
Anreicherung in Milch (rot) entsteht bei 680 cm™ ein neuer Peak, welcher die Anwesenheit
von Melamin in der Probenlésung kennzeichnet.
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In Abbildung 78 ist in roter Farbe das Spektrum nach 15 Minuten Anreicherung in mit
3200 mg/L Melamin versetzter Milch zu erkennen. Zwar ist das Signal bei 712 cm™
nicht angestiegen und sogar leicht abgeschwacht, doch lasst sich mittels des neuen

Peaks bei 680 cm™ qualitativ eindeutig Melamin nachweisen.

Auf einigen weiteren Substraten wurde die Messung von in Milch geldstem Melamin
wiederholt, wobei die Analytkonzentration gesenkt wurde. Praktisch lasst sich jedoch
nur eine Messung pro Substrat durchfihren, bevor die sensitive Schicht durch die

Signalabschwéachung nahezu unbrauchbar wird.
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Abbildung 79: Messung von 1600 mg/L Melamin in Milch. Der zweite Peak ist weiterhin
deutlich als Schulter bei 680 cm™ erkennbar.

Auch bei 1600 mg/L (Abbildung 79) ist Melamin klar anhand des entstehenden
zweiten Peaks bzw. der erkennbaren Schulter bei 680 cm™ zu erkennen, obwohl das
Signal bei 712 cm™ bereits weit unter jenem des Blindwerts liegt. Ein derartiger

Nachweis in normaler Vollmilch ist mittels QCM als Detektionsprinzip nicht vorstellbar
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und auch mit keiner anderen derzeit erhaltlichen Analysenmethode ohne langwierige

Probenvorbereitung moglich.

Im Rahmen der Untersuchungen mit Milch und der damit verbundenen
Signalabschwéchung muss bedacht werden, dass der verstarkende Effekt der
verwendeten Klarite® Substrate von den bereits als Prototyp existierenden, im
Rahmen von ,PHOTOSENS" entwickelten Nachfolgern um ein Vielfaches Ubertroffen

wird (siehe auch Kapitel 3.2.1).2"
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4.3 MIP Nanopartikel

Die Entwicklung molekular gepragter Nanopartikel wurde mit dem Ziel
vorangetrieben ein Material zur Verfiugung zu stellen, welches sich fur die
Massenproduktion mittels ,Roll-to-roll processing“ eignet. Beide fur ,PHOTOSENS®
vorgesehenen Detektionsprinzipien bestehen im Wesentlichen aus Strukturen im
Nano- bis Mikrometermal3stab und kdnnen daher entweder mit einem sensitiven
Polymerfilm oder entsprechend kleinen Partikeln versehen werden. Letztere
versprechen einfachere Lagerung und bessere Kompatibilitat ~ mit
Beschichtungsmaschinen. Die Synthese der Partikel sowie die fur die Messungen

verwendeten Beschichtungsmethoden sind in Kapitel 3.3 beschrieben.

4.3.1 QCM

Ahnlich den molekular gepragten dinnen Filmen wurden auch die MIP -
Nanopartikel mittels QCM-Messungen auf ihre Funktionalitat hin Gberprift, bevor die
Kombination mit SERS erprobt wurde. Die Charakterisierung beinhaltet
Konzentrationsabhangigkeit, Querselektivitat sowie die Verbesserung des Imprints
durch das Sattigen der Fallungslosung mit Melamin.

4.3.1.1 Konzentrationsabhéangigkeit

Bei den Nanopartikeln ist vor allem der Unterschied zwischen MIP und NIP-Partikeln
interessant, da aufgrund der groRen Oberflache und Porositat stets ein
vergleichsweise starker Sensoreffekt auftritt. Eine Konzentrationsmessung von

Melamin mit einem frilhen Sensor ist in Abbildung 80 dargestellt.
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Abbildung 80: QCM-Messung einer Konzentrationsabhangigkeit von Melamin mit MIP — NP,
welche in reinem ACN prazipitiert wurden.

Die Signale sind im Vergleich zu dunnen Filmen hoher. Dies liegt jedoch an der
dickeren Schicht, welche durch Dropcoating entsteht. Beim Prageeffekt, also der
Differenz zwischen gepragten (MIP) und ungepragten (NIP) Nanopartikeln ist ein
eindeutig schlechteres Ergebnis zu beobachten. Deshalb wurden die MIP-NP, wie
bereits in Kapitel 3.3.2 beschrieben, weiterentwickelt. Am erfolgreichsten war hierbei
das Prazipitationsverfahren unter Verwendung von mit Melamin gesattigter

Acetonitrilldsung.
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Abbildung 81: Konzentrationsabhangigkeit im Vergleich zwischen den beiden MIP-NP
(Differenzsignal). Links die konventionell hergestellten, rechts jene in mit Melamin gesattigter
ACN Lo6sung. Es zeigt sich ein verbesserter Imprinting-Effekt.

Abbildung 81 zeigt die Differenzsignalkurven (MIP minus NIP) der frihen (links) und
in gesattigter ACN Losung hergestellter MIP-NP (rechts). Die erste Messung ist ident
mit jener in Abbildung 80. Die Signalverhaltnisse sind in Tabelle 10 zu sehen, wobei
ein hoherer Wert winschenswert ist. Insbesondere bei hoch konzentrierter Losung
schneiden die neuen Partikel besser ab, da im Polymer eine weitaus grof3ere Anzahl

an Kavitaten zur Verfigung steht, welche mit Analyt besttickt werden kénnen.

Tabelle 10: Signalverhaltnis MIP:NIP beider NP-Typen bei unterschiedlichen
Melaminkonzentrationen

MIP:NIP 320 mg/L | 1600 mg/L | 3200 mg/L
Konventionelle NP 1,43 1,30 1,41
NP aus gesattigter Lsg. 1,66 1,56 2,11

Es ergibt sich ein wesentlich besseres Signalverhaltnis zwischen den beiden
Elektroden. Dies bedeutet, dass durch das Hinzufigen von Melamin zur
Fallungslosung wéhrend der Partikelherstellung weniger Templat aus dem MIP
ausgewaschen und damit ein besserer Imprinting-Effekt erreicht wird (Abbildung 82).
Dies kann auch bei einer Kombination mit optischer Detektion von Vorteil sein, wobei
hierfir zumindest die grundsatzliche Funktion der MIP-NP mittels QCM vorab
Uberprift werden sollte. Alle weiteren Messungen wurden daher mit den

verbesserten Nanopartikeln durchgefthrt.
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Abbildung 82: Verbesserungseffekt der nach neuer Methode synthetisierter Nanopartikel
gegenlber den Friheren bei drei unterschiedlichen Konzentrationen. Bei hdher
konzentrierten Losungen ist der Effekt am starksten.

4.3.1.2 Querselektivitat

Um die Querselektivitdt gegentber anderen Stoffen festzustellen wurde ein Quarz
mit MIP und NIP Nanopartikeln beschichtet und innerhalb einer Messung, also
binnen weniger Minuten, mit der zu untersuchenden Verbindung und im Anschluss
mit Melamin beschickt, um die Funktionstiichtigkeit beider Elektroden zu Uberprifen.
Interessant hierbei sind sowohl die einzelnen Signale der Mess- und
Referenzelektrode als auch das Differenzsignal.

Als Beispiel ist die Messung von Anilin in Abbildung 83 abgebildet. Um einen

Vergleich mit den dinnen Filmen sowie den Core-Shell Nanopartikeln zu

ermoglichen wurde neben Anilin auch Glukose und Pyridin untersucht.
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Abbildung 83: Querselektivitatstest auf Anilin (320 mg/L) mit anschlieRender
Funktionskontrolle des QCM Sensors (1600 mg/L Melamin).

Zur besseren Ubersicht sind die Ergebnisse im folgenden Balkendiagramm
zusammengefasst (Abbildung 84). Uberraschend ist das starke Signal beider
Elektroden gegeniber Pyridin. Die Defizite gegentber den Querselektivitaten der
dinnen Filme lassen sich einerseits durch hohere Porositat als auch durch
mangelnden Imprinting-Effekt der MIP-NP erklaren. Letzterer entsteht auch in mit
Melamin gesattigter Fallungslésung, weshalb auch die Moglichkeit besteht, dass die
Struktur des MIP durch die Anwesenheit von Acetonitril negativ beeinflusst wird. Eine
Anwendung in Verbindung mit anderen Messmethoden wie oberflachenverstarkter
Ramanspektroskopie ist dennoch denkbar, da vor allem grof3ere Molekile (Zucker,
Proteine) nicht in die Schicht eindringen und dadurch auch keine Messung stdren
kénnen. Anilin und Pyridin werden ohnehin in keinen Lebensmitteln zugesetzt und
konnten aufgrund unterschiedlicher Raman-Banden bei Bedarf klar identifiziert
werden. Generell fihrt die zusétzliche Spektralinformation von Methoden wie
beispielsweise SERS zu einer zusatzlichen Selektivitditsdimension, wodurch keine

Probleme fir die Projektfragestellungen zu erwarten sind.
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Abbildung 84:Ubersicht der Querselektivitaitsmessung mittels molekular gepragter
Nanopartikel. Mit Ausnahme der Glukose zeigt der Sensor starke Querempfindlichkeiten
gegenlber den gewahlten Analyten.

Ein Vergleich aller getesteter MIP-Materialien (Film, Nanopartikel und Core-Shell

Nanopartikel) findet sich in Kapitel 5.1.

4.3.2 SERS

Fur die MIP-NP SERS Messungen wurden ausschlie3lich die aus Melamin-haltiger
Lésung geféllten, verbesserten MIP-Nanopartikel verwendet (siehe Kapitel 3.3.2).
Zur Anwendung kam das hochauflésende Nicolet Aimega XR Ramanspektrometer.

Getestet wurden zwei unterschiedliche Verdinnungen der urspringlichen

Nanopartikelsuspension (1:10 und 1:100), wobei die SERS Ergebnisse weitgehend
vergleichbar waren (siehe Abbildung 85 und Abbildung 86).
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Abbildung 85: Molekular gepragte Nanopartikel (5 pL der 1:10 verdinnten Suspension,
schwarz) nach 30 Minuten in Wasser (Auswaschen des Templates, rot) sowie
Wiedereinlagerung von Melamin (grin).

Bei der Messung mittels der starker verdinnten Suspension wurde das Substrat
nach dem Melamin-Nachweis nochmals flr 45 Minuten in Wasser eingelegt. Das
Melaminsignal wurde dadurch abermals wesentlich schwacher als nach den ersten
30 Minuten (Abbildung 86). Dies bedeutet, dass entweder noch reversibel
gebundenes Melamin im Polymer vorhanden war oder, dass sich Nanopartikel, bzw.
Teile der Schicht von der Oberflache I6sen. Die ahnliche Form der Peaks lasst
vermuten, dass sich Material gel6st hat: Sowohl nach 30 als auch nach 45 Minuten
sind beide Signale in annédhernd gleichem Verhéltnis zu erkennen, hatte sich
reversibel gebundenes Melamin geldst, miisste der Peak bei 680 cm™ nach dem
zweiten Waschschritt an relativer Intensitat verlieren. Aufgrund der schwachen

Signale lasst sich diesbeziiglich aber keine eindeutige Aussage treffen.

118



— MIP-NP 1:100

4000 4 — Nach 30 m!n !n Wasser '
Nach 15 min in 3200 mg/L Melamin
3600 - — Nach 45 min in Wasser

3200

2800

2400

2000

rel. Intensitat

1600
1200
800
400

0— - 4 ——/-_F

-400 | | | | | | | | | | | | | |
560 580 600 620 640 660 680 700 720 740 760 780 800 820 840

Wellenzahlen [1/cm]

Abbildung 86: Molekular gepragte Nanopartikel (5 yL der 1:100 verdiinnten Suspension,
(schwarz) nach 30 Minuten in Wasser (Auswaschen des Templates, rot) sowie
Wiedereinlagerung von Melamin (grtin) und erneutem Entfernen des Analyten mittels
Wasser (blau).

Aufgrund der im Mikroskop sowie mittels AFM festgestellten besseren Verteilung der
Partikel Uber die Oberflache bzw. den Kavitaten des Substrates wurde der geringer
konzentrierten Suspension (1 zu 100) bei den weiteren Messungen der Vorzug
gegeben. Bei der hoheren Konzentration ist die gesamte Klarite Oberflache mit einer
vollstandigen, undurchsichtigen Schicht an Partikeln Giberzogen (1 zu 10 Verdinnung
der ursprunglichen Polymerlésung).

Die erhaltenen Signale sind im Vergleich zu den einfachen Polymerfilmen deutlich
schwacher und nicht ohne weiteres quantitativ reproduzierbar, was an der
vergleichsweise unregelmalRligen Beschichtung liegt. Dennoch konnte anhand der
Messungen gezeigt werden, dass ein Nachweis von Melamin mit Hilfe von molekular

gepragten Nanopartikeln moglich ist.
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Messung von Melamin in Milch

Analog zu den Messungen mit den dinnen MIP Filmen wurde auch mittels MIP-NP
in Kombination mit SERS versucht Melamin direkt in Milch nachzuweisen. Ein mit
MIP-NP beschichtetes Klarite Substrat wurde erst Giber Nacht in Wasser von Templat
befreit, im Anschluss fur 15 Minuten in mit 1600 mg/L Melamin versetzte Milch gelegt
und vor der Messung kurz mit Wasser gesptilt. Die beiden entsprechenden Spektren
befinden sich in Abbildung 87.
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Abbildung 87: Messung von Melamin in Milch mittels einer sensitiven Schicht aus MIP-NP.
Nach dem Kontakt mit der Vollmilch konnte keinerlei Melaminsignal detektiert werden.

Die Grinde fur das verhéltnismalig schlechtere Abschneiden der Nanopartikel
Schicht gegentber den dinnen Filmen ist nicht vollstdndig geklart. Denkbar wére,
dass die rauere Oberflache zu einer vermehrten Anlagerung von Proteinen und
anderen in der Milch enthaltenen Bestandteilen fuhrt und die Signale dadurch
abgeschwacht werden. Eine starkere Verunreinigung gegenuber den dinnen Filmen
konnte zumindest subjektiv anhand des Raman-Mikroskops wahrgenommen werden.

Dies wirde erklaren, weshalb auch das bereits vor der Einlagerung in den Partikeln
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enthaltene Melamin zuletzt nicht mehr detektiert wird. Theoretisch ware es auch
maoglich, dass die NP-Schicht der Behandlung nicht stand-hélt und abgespult wurde.
Dagegen spricht allerdings, dass eine Schicht mit freiem Auge erkennbar war und die
Tatsache, dass auch ein unbeschichtetes SERS Substrat ein zumindest erkennbares
SERS Signal liefern sollte (siehe Kapitel 4.2.3.2 auf Seite 107). Nach dem Versuch
durchgefiihrte Messungen erbrachten selbst bei gesattigten Melaminldsungen kein
Signal, wodurch eine Verunreinigung der Oberflache die wahrscheinlichste Variante
darstellt.

Durch diese Ergebnisse muss davon ausgegangen werden, dass eine Messung von
Melamin in Milch mittels der entwickelten MIP-NP Schicht zumindest ohne

vorangehende Probenvorbereitung unrealistisch ist.
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4.4 Dunne Filme mit TiO, Anteil

Wie bereits im Kapitel 3.4.1 erwahnt wurden die dinnen Filme mit TiO, Anteil als
Prototyp zur Verwendung mit photonischen Kristallen synthetisiert. Aufgrund der,
verglichen mit der Projektdauer, langwierigen Entwicklung dieser neuen
Messmethode ist es sinnvoll die bendtigten sensitiven Materialien herzustellen bevor
eine Kombination moglich ist. Um die Funktionalitéat sicher zu stellen wurden die
entsprechenden Partikel mittels QCM charakterisiert.

QCM Messungen
Die Sensoren zeigten aufgrund der teilweise sehr hohen Anteile an Titandioxid
verstarktes Rauschen, weshalb zwei verhaltnismallig stark konzentrierte
Melaminstandardlésungen untersucht wurden. Eine Messung mit 10 % TiO, Anteil ist
in Abbildung 88 als Beispiel dargestellt.
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Abbildung 88: Differenzsignal einer Polymerschicht mit 10 % TiO, Anteil. Die
Melaminsignale fallen im Vergleich zu reinen MIP Filmen stérker aus.

Auffallig ist das hoéhere Signal gegeniber den dinnen Filmen, welches vermutlich
durch die héhere Porositat entsteht. Betrachtet man die Messelektrode, also lediglich
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das MIP, erkennt man einen klaren Zusammenhang zwischen dem Anteil an
Titandioxid und der Signalstarke (Abbildung 89).
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Abbildung 89: Melaminsignal der Messelektrode (MIP) in Abhangigkeit der beigemischten
TiO, Nanopartikelmenge.

Der Blick auf die Messergebnisse der jeweiligen ungepragten Polymere (NIP) zeigt,
dass auch hier, verglichen mit den diinnen Filmen ohne TiO,, wesentlich starkere
Signale zustande kommen (Abbildung 90). Diese sind unspezifisch und rtihren nicht

vom Imprinting-Effekt her.
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Abbildung 90: Melaminsignal der Referenzelektrode (NIP) in Abhangigkeit der
beigemischten TiO, Nanopartikelmenge.
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Aufgrund dieses Verhaltens kann davon ausgegangen werden, dass sich die
jeweiligen Querselektivitaten deutlich verschlechtern sollten. Diese Eigenschaften
wurden jedoch nicht explizit untersucht, da die prinzipielle Eignung eines Polymer-
Titandioxid Hybridmaterials nachgewiesen werden sollte. Anhand der klar
vorhandenen sowie von der Melaminkonzentration abhangigen Signale wurde mit
der Entwicklung der Core-Shell Nanopartikel begonnen.

Die Differenzsignale der getesteten Schichten bei den beiden Uberpriften
Melaminkonzentrationen sind in Abbildung 91 zu sehen und zeigen den zu
erwartenden  Signalverlust in  Abhangigkeit der zugesetzten Titandioxid
Nanopartikelmenge. Der Imprinting-Effekt sinkt zwar auf den Faktor 2 bis 1,4
(gegenuber 4 bei reinen MIP Filmen), ist jedoch angesichts der groRen Mengen an

TiO, immer noch Uberraschend hoch.
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Abbildung 91: Differenzsignal von Melamin (MIP-NIP) in Abhangigkeit der beigemischten
TiO, Nanopartikelmenge

Durch diese Erkenntnisse ergeben sich viele interessante Mdglichkeiten fur MIP mit
eingeschlossenen Nanopartikeln. Falls der Brechungsindex flr optische
Messvorrichtungen erhoht werden soll, sollte jedoch ein Umstieg auf kleinere TiO»
Nanopartikel Uberdacht werden (wie beispielsweise jene, die fir die Core-Shell
Nanopartikel verwendet wurden). Eine weitere innovative Mdglichkeit welche leider
nicht Teil von ,PHOTOSENS" war aber mit Sicherheit bald untersucht wird ist die
Kombination mit Silber- oder Goldnanopartikeln in einem MIP zur Steigerung des

Raman-Signals analog zu den im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Klarite®
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SERS-Substraten. Denkbar wére dadurch auf eine Detektion der Ramanstrahlung
von der Unterseite eines transparenten Substrats, wodurch eine verschmutzte MIP
Schicht kein Problem mehr darstellen wirde. Ein mdglicher Nachteil bei der
Verwendung von Silbernanopartikeln ist die geringere Haltbarkeit gegeniiber den mit
Gold beschichteten Substraten. Ein weiterer wichtiger Punkt ist der noch nicht voll
ausgeschopfte oberflachenverstarkende Raman-Effekt bei Substraten, welcher
ebenfalls im Rahmen des Projektes erhéht wurde (University of Southampton'®).
Ahnliche Entwicklungen sind bei den metallischen Nanopartikeln vergleichsweise

unwahrscheinlich.
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4.5 Core — Shell Nanopartikel

Analog zu den dinnen Filmen mit TiO, Anteil sind die Core-Shell Nanopartikel ein
Material, das fur die Kombination mit Photonic Crystal Sensoren zur Verfliigung
gestellt wurde. Die Versuche an der Universitdt Wien wurden mittels QCM
durchgefiihrt um festzustellen, ob sich diese Partikel zur Detektion von Melamin
eignen. Aufgrund der Vorliebe der zustdndigen Projektpartner fur Beschichtungen
mittels MIP-Nanopartikel wurden die Core-Shell Partikel im Vergleich zu den dinnen

Filmen mit TiO, eingehender untersucht.

4.5.1 QCM

4.5.1.1 Konzentrationsabhéangigkeit

Mittels Dropcoating beschichteter QCM Sensoren konnte die grundséatzliche Eignung
der Partikel als molekular gepragtes Material nachgewiesen werden. Hierflr wurden,
analog zu den dinnen Filmen, unterschiedlich verdinnte Melaminldsungen durch die
Messzelle gepumpt und sobald das Abdriften des Frequenzsignals zu Ende war die
Pumpe deaktiviert und der im Wesentlichen konstante Wert noch etwa 2 Minuten
beobachtet, bevor der Analyt wiederrum mittels Wasser ausgespult wurde. Eine
Messkurve der Konzentrationsabhangigkeit ist in Abbildung 92 zu sehen
(Differenzkurve zwischen mit MIP und NIP CS-NP beschichteten Elektroden).
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Abbildung 92: QCM Messung von Melamin in 3 unterschiedlichen Konzentrationen in
Wasser mittels MIP und NIP Core — Shell Nanopartikel (aufgetragen mittel Dropcoating).

Die drei getesteten Losungen mit den Konzentrationen 3200 mg/L, 1600 mg/L und
160 mg/L liefern deutliche Signale. Der Auswaschschritt bendtigt ebenso wie die
Einlagerung des Analyten nur wenige Minuten und gibt so einen weiteren klaren
Hinweis auf die sehr geringe Dicke der MIP-Beschichtung auf den einzelnen
Partikeln, die zu sehr schneller Diffusion des Analyten zu den Rezeptorstellen im MIP

fuhrt.

Bei der Verwendung von Spincoating wird zwar kein so starkes Signal erreicht
(geringere Menge an CS-Partikeln auf der Messelektrode), dafiir ergeben sich
regelmaldigere Schichten, wodurch die Signale der Mess- und Referenzelektrode
besser vergleichbar werden. Eine Messung mittels per Spincoating beschichteter
Elektroden ist in Abbildung 93 dargestellt, wobei die gleichen Melaminlésungen unter
denselben Bedingungen gemessen wurden wie bei dem per Dropcoating

beschichteten Sensor.
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Abbildung 93: QCM Messung von Melamin in 3 unterschiedlichen Konzentrationen in
Wasser mittels MIP und NIP Core — Shell Nanopartikel (aufgetragen mittel Spincoating).

Abbildung 94 zeigt die beiden unterschiedlichen Beschichtungstechniken im direkten
Vergleich. Unabhangig der Beschichtung zeigt sich ein Langmuir-Verhalten, wie es

bereits von den diinnen Filmen bekannt ist (Kapitel 4.2.1).
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Abbildung 94: QCM-Signale fir Melamin bei unterschiedlich mit CS — Nanopartikeln
beschichteten Quarzen. Grundsétzlich &hnliches Verhalten, jedoch starkeres Signal aufgrund
der héheren Schichtdicke durch Dropcoating.
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4.5.1.2 Querselektivitat

Zur Bestimmung der Querselektivitdten wurden Losungen von Anilin, Glukose und

Pyridin in Wasser hergestellt (jeweils 100 mg/L) und mit Melaminldsung (ebenfalls

100 mg/L) verglichen (Abbildung 95). Der eingesetzte QCM Sensor tragt eine

Beschichtung, die mittels Dropcoating aufgetragen wurde und fand bereits bei der

Konzentrationsmessung im vorhergehenden Kapitel Verwendung.

50

A f[Hz]

=

O =1 T T
) 5 1500 ﬂ
-50

2000

t [min]

2500

\J

-100

1000

Glucose

Aniline

w

Pyridin

-150

UIM

=== MIP

e & ||

-200 -
W

Melamin
-250

-300

Melamin

Abbildung 95: QCM Messung verschiedener Verbindungen mittels CS — Nanopartikel zur
Analyse der Querselektivitat. Jeder Analyt wurde in Form einer wassrigen Losung mit einer
Konzentration von 100 mg/L injiziert.

Zum besseren Uberblick der Ergebnisse sei auf das Balkendiagramm in Abbildung

96 verwiesen. Dieses enthalt gleichzeitig zu den einzelnen Signalen der Mess- und

Referenzelektrode auch die berechneten Differenzsignale (MIP-NIP).
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Abbildung 96: Ergebnisse der Querselektivititsmessung im Vergleich. ,Melamin 2“ bezieht
sich auf die wiederholte Melamin — Zugabe am Ende der Messung (siehe auch Abbildung
95). Die praktisch unveranderte Signalstarke gegeniiber der 1. Zugabe zeigt, dass der
Sensor durch die unterschiedlichen Substanzen nicht in Mitleidenschaft gezogen wurde.

Die Core-Shell NP zeigen etwas bessere Querempfindlichkeiten als reine MIP-NP.
Dies kann an der grundsatzlich unterschiedlichen Art der Synthese der Polymerhille
sowie an der Bildung einer dichteren und damit weniger porésen Schicht durch die
kleineren Core-Shell Partikel liegen. Eine Kombination mit SERS ist aufgrund der
optischen Eigenschaften der Kerne nicht sinnvoll, da TiO, in den SERS-Kavitaten zu
Streuung sowohl des anregenden Lasers, als auch der Ramanstrahlung fuhren

wirde.
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5 Vergleich der unterschiedlichen Materialien

5.1 QCM Ergebnisse im Vergleich

Zum Vergleich der QCM Messungen von unterschiedlichen Materialien sind die
Ergebnisse der jeweiligen Messungen normiert dargestellt. Dies bedeutet, dass das
starkste Signal von Melamin jeweils auf den Wert 1 festgelegt und die geringeren
Konzentrationen bzw. die Werte der Querselektivitatsmessungen entsprechend
abgeschwacht abgebildet werden. Dadurch ist ein sinnvoller Vergleich verschiedener

QCM-Messungen mit unterschiedlichen Beschichtungen maglich.

5.1.1 QCM-Konzentrationsabhangigkeit

Samtliche Ergebnisse der unterschiedlichen Konzentrationsmessungen sind in

Tabelle 11 dargestellt.

Tabelle 11: QCM - Signale verschiedener Melaminldsungen (Angaben in [Hz]).

Dunne Filme
¢ [mg/L]|MIP [Hz] |NIP [HZz] | Imprint Faktor | MIP-NIP [Hz] |norm. Signal
0 0 0 0 0 0,00
10 39 32 1,2 7 0,01
20 82 56 1,5 26 0,02
50 148 48 3,1 100 0,09
100 230 62 3,7 169 0,14
200 344 108 3,2 236 0,20
500 550 138 4,0 412 0,35
1000 794 194 4,1 600 0,51
2000 1157 282 4,1 875 0,74
3200 1548 372 4,2 1175 1,00
Nanopartikel
¢ [mg/L] | MIP [Hz] | NIP [HZ] | Imprint Faktor | MIP-NIP [Hz] |norm. Signal
0 0 0 0 0 0,00
320 265 160 1,7 105 0,15
1600 670 430 1,6 240 0,34
3200 1330 630 2,1 700 1,00
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Core-Shell Nanopartikel
¢ [mg/L] | MIP [Hz] |NIP [HZz] | Imprint Faktor | MIP-NIP [Hz] |norm. Signal
0 0 0 0 0 0
160 52 22 2,4 30 0,17
1600 178 50 3,6 128 0,71
3200 258 78 3,3 180 1,00

Anhand der Differenz zwischen MIP und NIP lasst sich nun vergleichsweise einfach
darstellen, dass der Imprint bei den dinnen Filmen am effektivsten funktioniert
(Imprint Faktor = MIP/NIP). Ein Imprint-Faktor von Unendlich wirde bedeuten, dass
das jeweilige NIP Material keinerlei Signal liefert. Faktor Zwei wirden eine exakt
doppelt so starke Einlagerung in das MIP gegeniber jener in den NIP bedeuten,
,Eins“ keinerlei Unterschied zwischen den MIP und NIP. Vor allem bei hoéheren
Konzentrationen (ab 50 mg/L) ist der Effekt bei den dinnen Filmen sehr stark. Der
Sensoreffekt ist hierbei durch die molekulare Pragung um das drei- bis vierfache
gegenuber dem ungepragten Polymer verstarkt. Der geringe Unterschied bei kleinen
Melaminkonzentrationen lasst sich dadurch erklaren, dass sich die vergleichsweise
geringen Mengen an Melamin bereits unspezifisch an der Oberflache des jeweiligen
Polymers anlagern, welche zwischen MIP und NIP keine wesentlichen Unterschiede
aufweisen. Die eigentlichen Kavitdten werden also erst ab einer bestimmten
Konzentration mit Analyt gefillt (mittels QCM spatestens ab 20 mg/L erkennbar).
Schichten aus Core-Shell Nanopartikeln schneiden etwas besser ab (Faktor
2,4 bis 3,6), aus reinem Polymer gebildete Nanopartikel fallen hingegen im Vergleich
dazu ab (Faktor 1,6 bis 2,1). Zur besseren Veranschaulichung sind die Imprint-
Faktoren in fur die drei verschiedenen Materialien bei einer Konzentration von

jeweils 3200 mg/L Melamin in Wasser dargestellt (Abbildung 97).
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Abbildung 97: Imprinting Faktoren im direkten Vergleich (jeweils bei 3200 mg/L Melamin).
Der geringste Effekt ist bei den Nanopartikeln erkennbar, der gréf3te und damit effektivste
Imprint lasst sich durch einen durchgehenden Polymerfilm erzielen.

Grundsatzlich muss festgestellt werden, dass sich der dynamische Messbereich aller
MIP-Varianten bis hin zur maximal erreichbaren Konzentration von 3200 mg/L
Melamin erstreckt. Die Nachweisgrenze liegt bei Polymerfilmen bei ca. 1 mg/L, bei
Schichten aus Core-Shell Nanopartikeln konnten problemlos 16 mg/L nachgewiesen
werden, wobei jeweils kein Unterschied zwischen MIP und NIP bestand. Diese
Nachweisgrenzen sind nur fir QCM gultig und sollten, aufgrund nur rudimentéarer
Optimierung des Sensorsystems, lediglich als grober Richtwert dienen. Eine
Detektion mittels QCM von Konzentrationen unter 1 mg/L Melamin in Wasser sollte
bei geeigneter Ausstattung (gegebenenfalls QCM mit héherer Frequenz) bei keinem

der Materialien ein Problem darstellen.

5.1.2 QCM-Querselektivitat

Die Querselektivitaitsmessungen liefern ein sehr aussagekraftiges Bild Uber die
Qualitat der unterschiedlichen Materialien. Um die einzelnen Messungen vergleichen
zu konnen, werden alle Signale auf den Wert fir das Melamin normiert und dieser
auf den Wert 1 festgelegt (Tabelle 12). Die Werte der NIP-Materialien beziehen sich
ebenfalls auf das Melaminsignal des jeweiligen gepragten Polymers, da auf diese
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Weise ein Vergleich zwischen MIP und NIP ermdglicht wird. Details zu den jeweiligen
Messvorgangen und verwendeten Konzentrationen finden sich in den Kapiteln
42.1.1,43.1.2und 4.5.1.2.

Tabelle 12: Normierte Signalwerte der Querselektivitatsmessungen ( [Hz]anayt / [HZ]melamin)-

100 nm Film CS NP
MIP | NIP [ MIP-NIP| MIP | NIP | MIP-NIP | MIP | NIP | MIP-NIP
Aniline 0,24|0,02| 0,60 ]0,41|0,23| 0,29 ]0,80|0,40| 0,57
Glucose [0,16|0,16( 0,00 |0,28(0,23| 0,08 ]0,10(0,05| 0,07
Pyridine ]0,29|0,00| 0,30 ]0,48|0,45| 0,04 ]1,00{0,80| 0,29
Melamine]1,00/0,03| 1,00 ]1,00|0,36| 1,00 ]1,00{0,30| 1,00

Liefert nun ein weiterer Analyt eine mit Melamin idente Signalstarke, ergibt sich
ebenfalls ein Wert von 1. Bei gréRtmoglicher Selektivitat erhalt man kein Signal und
der Wert geht gegen 0. Das Diagramm in Abbildung 98 zeigt sowohl die Werte der

Mess- und Referenzelektrode als auch deren Differenz.

Signalverhaltnis

cs

1 ' k Melamin
|/ / Pyridin
— &% = | / Glukose
MIP _‘ NIP } —*F_—* ——— e / Anilin
‘{ M) NIP TMlP-NlP MIP T NIP {_h—_-’
100 nm Film MIP-NIP

NP

Abbildung 98: Uberblick liber die QCM — Querselektivitatsmessungen fir Pyridin, Glukose
und Anilin mit den unterschiedlichen Materialien (dinner Film, Core — Shell Nanopartikel und
Nanopartikel).

Grundsatzlich liefern die dinnen Filme die besten Selektivitaitswerte. Dieses

Ergebnis ist angesichts der Tatsache, dass selbige auch im vorhergehenden Kapitel

134



die besten Ergebnisse bezlglich des Imprints lieferten (Vergleich MIP/NIP), wenig
Uberraschend. Jeder der drei mit allen Varianten getesteten Analyte gibt nun

Information Uber die unterschiedlichen Beschichtungsmaterialien.

Anilin ist dem Melamin sowohl in Form als auch Grof3e &hnlich. Alle sensitiven
Materialien zeigen ein &hnliches Bild, wenn das MIP mit dem jeweiligen NIP
verglichen wird: Das Signal ist bei gepragtem Polymer etwas starker, bleibt jedoch
stets schwécher als bei Melamin. Dies ist ein sicheres Zeichen dafir, dass sich Anilin
in die Melamin-Kavitaten einlagert. Aufgrund der geringeren Anzahl an NH,-Gruppen
und der damit verbundenen schwacheren Wechselwirkungen mit den S&uregruppen
des Polymers tut es dies jedoch in geringerem Ausmals.

Bei Glukose, welche als Beispiel fur in Lebensmittel vorkommende Zucker gewahlt
wurde, zeigt sich ein weitgehend &ahnliches Bild bei allen Schichten. Ist der Analyt,
wie in diesem Fall, zu grol3 um in die Kavitdten zu passen, so lagert er sich lediglich
an der Oberflache an. Dies fuhrt theoretisch zu einem gleich grof3en Signal bei Mess-
und Referenzelektrode. Geringe Unterschiede lassen sich dadurch erklaren, dass
Oberflachen bei gepragten Polymeren in der Regel etwas rauer sein kdnnen, als bei
ungepragten und dadurch bessere Anlagerungsmoglichkeiten bieten. Fir die
Kombination mit optischen Detektionsmethoden ist jedoch vor allem jene Erkenntnis
wichtig, dass grolRere Moleklle nicht, oder nur in sehr geringem Ausmald in die
Kavitaten des Imprints, oder in die Zwischenraume der vergleichsweise pordsen

Nanopartikelschichten gelangen.

Pyridin besitzt etwas geringere Ausmalf3e im Vergleich zu Melamin oder Anilin. Durch
diese Eigenschaft passt es besser in die Hohlraume der Polymerschichten. Dies fallt
insbesondere bei den NP auf, wo die Signalstarke als einzige aller
Querselektivitatsversuche jene von Melamin erreicht. Beim NIP wird diese sogar
Uberschritten, weshalb auf vergleichsweise feine Poren und Kanale in den
Polymerschichten geschlossen werden kann. Das vergleichsweise geringe Signal bei
den diinnen Filmen ist ein weiteres Indiz dafur, dass Pyridin nicht nur in die Kavitaten
der NP-Layer eindringt. Beim NIP-Film fehlt aufgrund nicht vorhandener Kavitaten

und aul3erst geringer unspezifischer Poren und Kandlen jegliches Signal.
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Zusammenfassend kann gesagt werden, dass diinne Filme die besten Ergebnisse
liefern. Durch die geringe unspezifische Porositat gelangen kaum Analyte in das NIP
und verglichen mit den beiden Arten von Nanopartikeln auch weit weniger in den
MIP. Die bessere Selektivitat der Core-Shell Partikel durfte darin begriindet sein,
dass diese eine etwas geringere Groéf3e besitzen und daher eine weniger porose
Schicht bilden als die reinen Polymernanopartikel. Weiters ist es denkbar, dass der
TiO, Kern zu einer geringeren Schrumpfung bzw. Quellung bei Ab- bzw. Aufnahme
von Wasser fuhrt und die Schicht somit weniger gestort wird. Die genaue Groéf3e der
Partikel in wassriger Suspension ist jedoch unbekannt, weshalb durchaus andere
Ursachen moglich erscheinen. Denkbar ware hier ein unterschiedlicher Imprinting-
Effekt oder Polymeraufbau durch die vollig unterschiedlichen Syntheseschritte. Fest
steht, dass fur Melamin gepragte sensitive Schichten aus Nanopartikeln in
Kombination mit der Quarzmikrowaage signifikante Selektivitdtsnachteile gegenuber

den dinnen Polymerfilmen aufweisen.
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5.2 SERS Ergebnisse im Vergleich

Beim Vergleich der dinnen Filme mit den MIP Nanopartikelschichten ergaben sich
wesentliche Unterschiede. Zwar konnte mittels NP Melamin in rein wéassriger Losung
festgestellt werden, jedoch nicht in Milch. Die wahrscheinlichste Ursache ist die
Verunreinigung der Oberflache mit Milchbestandteilen, wodurch eine SERS Messung
grundsétzlich erschwert wird. Bei den diunnen Filmen, welche lber eine wesentlich
glattere Oberflachenstruktur verfligen (siehe Abbildung 99), trat dieses Problem nur
in geringerem Mal3e auf: Zwar wurde auch hier das Signal geschwacht, jedoch ist
weiterhin zumindest eine qualitative Bestimmung von Melamin méglich. Hinzu kommt
die Tatsache, dass die Schichten aus Nanopartikeln nicht so stabil sind wie jene aus
einem durchgehenden Polymerfilm. Das bedeutet, dass immer wieder mehr oder
weniger grofRe Teile aus der Schicht gerissen werden und der Sensor auf diese Art
und Weise an Signalstarke verlieren kann. Zusatzlich ist anzumerken, dass die
Nanopartikelschichten im Gegensatz zu den dinnen Filmen nicht optisch klar

erscheinen, also Licht streuen.

"

,/",-/

N

Abbildung 99: Vergleich einer MIP-Schicht und einer Beschichtung mit Nanopartikeln auf
Klarite® Substraten. Ungleich regelméaRigere Oberflache mit dem diinnen Film(Contact Mode
Aufnahme links). Agglomerationen, raue Oberflache und in unterschiedlichem Ausmarf}
befiillte Kavitaten bei der NP-Beschichtung (Aufnahme im Tapping Mode, rechts).
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Interessant ist der Vergleich mit den ebenfalls fur ,PHOTOSENS® entwickelten MIP
Filmen und Partikeln fur die Detektion von Ibuprofen von Frau Mag. Judith Wackerlig.
Hier erhalt man wesentlich starkere Analytsignale durch die molekular gepragten
Nanopartikel. Dieser Effekt durfte auf die grundsatzlich unterschiedlichen Polymere
zurUckzufihren sein. Wahrend das Acrylatsystem zur Detektion von Melamin die
Eigenschaft besitzt sehr viel Wasser aufzunehmen und dadurch der Analyt tief in das
Polymer eindringen und in Folge dessen die Metalloberflache des SERS-Substrates
erreichen kann, ist dies beim entwickelten Ibuprofen-MIP nicht mdglich. Dieses
besteht aus den weitgehend wasserunloslichen Monomeren 4-Vinylpyridin und
Divinylbenzol. Die Vermutung liegt nahe, dass die hohere Porositat einer aus
Nanopartikeln bestehenden Schicht hier von Vorteil ist, wobei noch unklar ist, ob dies

ebenfalls zu Nachteilen in realen Probengemischen fihrt.

Aus rein analytischer Sicht kann daher fur die Detektion von Melamin nur die
Verwendung der diunnen Filme empfohlen werden. Dies relativiert sich jedoch
maoglicherweise dadurch, dass ein Beschichtungsprozess im technischen Malistab
mit vollstandig auspolymerisierten Partikeln leichter zu bewerkstelligen ist. In diesem
Fall wéaren jedenfalls weitere Forschungen beziglich der Verbesserung dieser MIP

Nanopartikel vorzunehmen.

Eine Verbesserungsmdoglichkeit aller molekular gepragter Beschichtungsvarianten
besteht darin, als Templat ein dem Melamin &hnliches Molekil zu verwenden,
wodurch die Schichten kein Melaminsignal im SERS aufweisen wirden, wenn dieses
nicht von auf3en eindringt (mdgliche Templatmolekiile siehe Abbildung 100). Der

erwiinschte Imprinting-Effekt bliebe weitestgehend erhalten.

/Ti I I

Nl Xy Nl NH Nl)I\NH
A P PPN

H,N N NH,  H,N N NH;  H,N N o

Abbildung 100: Ammelin (mitte) und Ammelid (rechts) als alternative Templatmolekiile zu
Melamin (links). Mdglich waren auch Triazine, wobei stets Uberpruft werden muss, ob sich
die Schwingungsbanden von jenen des Melamins mittels SERS unterscheiden lassen.
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Bei den teilweise hohen Konzentrationen an Melamin in Milch muss zusatzlich
bedacht werden, dass zukinftige SERS-Substrate eine wesentlich gesteigerte
Sensitivitat  aufweisen. Eine  weitere  Alternative  stellen SERS  aktive
Metallnanopartikel aus Gold oder Silber dar, welche direkt im MIP verteilt werden
konnen. Diese Kombination ergibt sehr groRe Kontaktflachen zwischen Polymer und
Metalloberflache, welche sich positiv auf die Signalverstarkung auswirken mussten.
Ein Nachteil ist, dass auch Molekile an der Oberflache der MIP-Schicht einen SERS
Effekt erhalten und nicht nur jene, welche tiefer in das Polymer eindringen. Allerdings
ware die Herstellung dieser Kombination ware vermutlich preiswerter als jene mit
festen Substraten. Natirlich ist auch eine Verbesserung auf dem Gebiet der Raman-
Spektrometrie zu erwarten, wobei angenommen werden muss, dass dies nicht in der
Geschwindigkeit geschieht, wie die Entwicklungen bei SERS aktiven Materialien.
Das verwendete Mesophotonics SE1000 entspricht laut Renishaw Diagnostics in
etwa der Sensitivitit moderner transportabler Handgerate. In Verbindung mit
verbesserten Substraten sollte dies die Detektion von Melamin in Milch und
ahnlichen flussigen Proben mit den entwickelten molekular gepréagten diinnen Filmen

moglich werden lassen.

Jedenfalls ist der Grundstein fir diese neue Detektionsmethode anhand der

Ergebnisse im Rahmen dieser Dissertation und des Projektes ,PHOTOSENS* gelegt.
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6 Zusammenfassung

6.1 Deutsch

Im Zuge der Dissertation konnten molekular gepragte Materialen zum Nachweis von
Melamin mittels unterschiedlicher Detektionsmethoden im Rahmen des EU-Projektes
,PHOTOSENS" erfolgreich kombiniert werden. Aufgrund der speziellen
Anforderungen durch Strukturen im Submikrometerbereich wurden zusatzlich
funktionalisierte Polymernanopartikel sowie neuartige Core-Shell Nanopartikel mit
einem Durchmesser von jeweils ca. 50 nm entwickelt, deren Charakterisierung
mittels QCM, AFM, TEM und ATR-IR stattfand. Neben einigen Experimenten mittels
SPR-Spektroskopie, welche die grundsatzliche Eignung der molekular gepragten
Polymere mit dem Sensorprinzip der photonischen Kristalle zeigen sollen, gelang es
die funktionalisierten Materialien erfolgreich mit dem Messprinzip der
oberflachenverstarkten Ramanspektroskopie zu verbinden. Die Kombination
molekular gepragter Nanopartikel mit SERS stellt ebenfalls eine Neuheit dar, doch
erreichten Versuche mit dinnen Filmen bei sonst gleichen Bedingungen ein bis zu

viermal hoheres Signal.

Die Charakterisierung der MIP-SERS Kombination zeigt erhebliche Vorteile
gegenuber QCM, wobei beide Methoden in wassrigen Melaminlésungen ohne
weitere Optimierung Nachweisgrenzen unter 3 mg/L garantieren. Die praktische
Uberlegenheit von SERS tritt bei der Untersuchung realer Probenmatrices zu Tage,
wobei es erstmals gelang Melamin in Milch ohne jegliche vorhergehende
Probenvorbereitung nachzuweisen. Eine derart schnelle, preisguinstige und zugleich
unkomplizierte Messung ist selbst mit den leistungsfahigsten Methoden der heutigen
Analytik nicht moglich.

Die Detektion von Melamin in Lebensmitteln stellt jedoch nur einen von unzéhligen
Einsatzbereichen dar, in welchen MIP-SERS Kombinationen eingesetzt werden
kénnen. Die vorliegende Arbeit eréffnet daher vollig neue Mdglichkeiten fur unzahlige

praktische Anwendungen der Analytischen Chemie.
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6.2 English

This work combines molecularly imprinted materials for detecting melamine with
different detection principles within the framework of the European Union FP7 project
‘PHOTOSENS”. The overall project aims at optical sensors with structures at the
submicrometer-scale. This results in special requirements making it necessary to
also develop functionalized polymer nanoparticles as well as novel core-shell
nanoparticles. Those had approximately 50 nm in diameter and were developed and
characterized by QCM, AFM, TEM and ATR-IR. In addition to experiments using
SPR-spectroscopy, this thesis also shows the ability to combine molecularly
imprinted polymers with the sensor principle of photonic crystals. It could be shown
that the functionalized materials can be combined with surface-enhanced Raman
spectroscopy. Although the combination between MIP-NP and SERS already in itself
is highly novel, it can even be said that the signal was up to four times higher when

using a thin film coating under equal conditions.

During characterization the MIP-SERS combination showed remarkable advantages
over QCM. Despite the fact that a limit of detection of below 3 mg/L is reached with
both methods, SERS shows superior results when used in real-life samples. For the
first time it is possible to analyze melamine directly in milk without any need for
sample preparation. Such fast, uncomplicated and inexpensive detection is not even

possible by using the highest performing methods of modern analytics.

The detection of melamine can be considered as proof of concept. The MIP-SERS
combination could be used for every Raman active analyte which is accessible by
molecular imprinting. The intention of this work is to introduce this new method for a

multitude of applications in analytical chemistry.
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7 Anhang

7.1 Gerateverzeichnis

Analysenwaage: BP210s (+ 0,1 mg) (Sartorius)

ATR Zelle: Standard Golden Gate Single Reflection Diamond ATR (Specac)
Fluoreszenz-Lichtmikroskop Eclipse LV100 (Nikon)

Frequenzzahler: Universal Counter Agilent 53131A (Agilent Technologies)

FTIR Spektrometer: Spectrum 100 (Perkin Elmer)

Mikrozentrifuge: Centrifuge 5424 (Eppendorf)

Muffelofen: Thermicon P (Heraeus)

Netzwerkanalysator: E5S062A ENA Serie Network Analyzer (Agilent Technologies)
Portables Ramanspektrometer: Mesophotonics SE1000

Ramanspektrometer: Thermo Nicolet Almega XR

Rasterkraftmikroskop: Nanoscope llla (Digital Instrument; Veeco Metrology Group)
Schlauchpumpe: MCP Process IP-65 (Ismatec)

Surface Plasmon Resonance: Texas Instruments SPR3 (mit Spreeta SPR Biosensor)
Transmissionselektronenmikroskop: Zeiss NVision 40 FIB System

Ultraschallbad: ElImasonic S120 (Elma)

Zentrifuge: Centrifuge 5702 (Eppendorf)

143



7.2 Chemikalienverzeichnis

Aceton: Merck; zur Analyse; CAS Nummer: 67-64-1

Acetonitril: Merck; zur Analyse; CAS Nummer: 75-05-8

Albumin aus Rinderserum: Sigma Aldrich; 296%; CAS Number 9048-46-8

Anilin: Merck; zur Synthese; CAS Nummer: 62-53-3

Caprinsaure: Merck; zur Synthese; CAS Nummer: 334-48-5
D(+)-Glukose-Monohydrat; Merck, fir die Mikrobiologie; CAS Number 14431-43-7
Ethanol 95-97%: VWR; Ph. Eur.; CAS Nummer: 64-17-5

Kasein aus Rindermilch: Alfa Aesar; technisch; CAS Nummer: 9000-71-9

Melamin: Alfa Aesar; 99%; CAS Nummer: 108-78-1

Mesitylen: Merck; zur Synthese; CAS Nummer: 108-67-8

Methacrylsaure: Merck; 299%; CAS Nummer: 79-41-4
N,N’-(1,2-Dihydroxyethylen)bisacrylamid: Alfa Aesar; 97%; CAS Nummer: 868-63-3
Natriumperoxodisulfat: Merck; 98%; CAS Nummer: 7775-27-1

Phenol: Merck, zur Analyse, Ph. Eur.; CAS Nummer: 108-95-2

Pyridin: Sigma Aldrich; 99,8%; CAS Nummer: 110-86-1

Salzsaure 37%: Merck; Ph. Eur.; CAS Nummer: 7647-01-0

Tetrachlorkohlenstoff: Merck; zur Analyse CAS Nummer: 56-23-5

Titandioxid nanopowder (<21nm): Sigma Aldrich; 299,5%; CAS Nummer: 13463-67-7
Toluol: Merck; zur Analyse; CAS Nummer: 108-88-3

Vinyltrichlorsilan: Alfa Aesar; CAS Nummer: 75-94-5

AZOCOL® POLY-PLUS S (violett): Kissel & Wolf (fiir QCM-Siebdruckschablonen)
Goldglanzpaste 2093: W.C. Heraeus; 12 % Gold (fur die QCM-Elektroden)
Sylgard 184 Silicone Elastomer KIT: Dow Corning (Silikon fir die QCM-Messzelle)
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7.3 Abklrzungsverzeichnis

AFM:

ATR-IR:

CS-NP:

DHEBA:

HPLC:

LM:
MAA:
MIP:
NIP:
NIR:
PC:
PODS:
QCM:
SEM:
SPE:
SPME:
TEM:

UHPLC:

(UAVA

Rasterkraftmikroskopie (atomic force microscopy)
Abgeschwachte Totalreflexion Infrarotspektroskopie
(attenuated total reflection infrared spectroscopy)
.Kern-Hulle“ Nanopartikel (Core-Shell Nanoparticles)
N,N’-(1,2-Dihydroxyethylen)bisacrylamid
Hochleistungsflissigkeitschromatographie

(high performance liquid chromatography)

Losungsmittel

Methacrylsdure (methacrylic acid)

Molekular gepragtes Polymer (molecularly imprinted polymer)
Ungepragtes Polymer (non imprinted polymer)
Nahinfrarotstrahlung (near-infrared radiation)

Photonische Kristalle (Photonic Crystal)

Natriumpersulfat (Sodiumperoxodisulfate)
Quarzmikrowaage (quartz crystal microbalance)
Rasterelektronenmikroskop (scanning electron microscope)
Festphasenextraktion (solid phase extraction)
Festphasenmikroextraktion (solid phase microextraction)
Transmissionselektronenmikroskop (transmission electron microscope)
Ultra High Performance Liquid Chromatography
Ultraviolettstrahlung (ultraviolet radiation)
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Weitere nicht konkret zitierte Angaben stammen aus diversen Lexika sowie
Standardwerken der chemischen Literatur wie dem CRC Handbook of Chemistry and
Physics. Die verwendeten Abbildungen, sofern keine Zitation vorliegend, sind
allesamt ,gemeinfrei“ da sie entweder nur Allgemeingut enthalten, die nétige
Schopfungshdhe nicht erreichen oder vom Autor explizit als solches gekennzeichnet
wurden. Sollte dennoch eine Urheberrechtsverletzung aufgetreten sein, bitte ich um
Meldung bei mir.
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