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(54) SERS-Substrat mit Nanopartikeln

(67) Die Erfindung stellt ein fiir SERS geeignetes Substrat e
bereit, das einen Metallk6rper (B,5) und eine auf einer Sdona RS
Oberflache des Metallkérpers (B,5) angeordnete
Schicht aus Nanopartikeln (A,4) aufweist, wobei die
Nanopartikel (A,4) einen mittleren Durchmesser oder
eine mittlere GréRe von 10 nm bis 100 nm haben und
wobei der Metallkérper (B,5) unter besagter
Oberflache eine Dicke von 30 pym bis 500 pm hat, und
wobei die Oberfliche eine flache Oberfladche in einer
angrenzenden Flache von mindestens 1 mm? ist
und/oder keine nanostrukturierte Oberflache des
Metallkérpers (B,5) ist, wobei die nanostrukturierte Fig. 1
Oberflache durch Vertiefungen oder Erhéhungen mit
einem Mittenabstand von mindestens 100 nm und mit
einer Tiefe bzw. H6he von mindestens 10 nm gebildet
ist
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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft Substrate fiir die oberflachenverstarkte Raman-Spekt-
roskopie (SERS, engl. Surface Enhanced Raman Spectroscopy)-Substrate.

ALLGEMEINER STAND DER TECHNIK

[0002] Oberflachenverstarkte Raman-Spektroskopie(SERS)-Substrate fiir die oberflachenver-
starkte Raman-Streuung erhdéhen die Empfindlichkeit der Raman-Spektroskopie signifikant. Dies
ermdglicht die Erfassung kleinster molekularer Spuren, um die strengen Auflagen in der (Lebens-
mittel-)Industrie und im Gesundheitswesen zu erfilllen und bietet eine schnelle, kostenglinstige
und vor Ort einsetzbare Alternative zu chromatographischen und laborgestiitzten Erfassungs-
techniken.

[0003] Die wichtigsten Arten von SERS-Substraten sind: Nanopartikel und papierbasierte Sub-
strate, Tropfenguss oder -druck (Wei W. Yu und lan M. White, Anal Chem. 2010, 82(23): 9626-
9630, doi:10.1021/ac102475k); Nanopartikel und nicht papierbasierte Substrate, Tropfenguss o-
der -druck (Gudun et al. Hindawi Journal of Nanomaterials Band 2017, Artikel-Nr. 9182025,
doi:10.1155/2017/9182025); sowie vakuumbehandeltes (Lithographie oder Sputtern), insbeson-
dere das Hamamatsu-Substrat (Liu et al. Plasmonics 15, 743-752 (2020), doi:10.1007/s11468-
019-01084-8).

[0004] Die CN 104949957 A beschreibt ein SERS-Substrat mit einem Gitter aus Nanopartikeln,
die in ein nanostrukturiertes Array von Vertiefungen eingebettet sind.

[0005] Die US 2012/0242987 A1 beschreibt eine SERS-aktive Innenflache eines zylindrischen
Behalters.

[0006] Die WO 2020/227450 A1 beschreibt ein SERS-Substrat mit Spalten auf Basis von réhren-
férmigen hohlen Nanostrukturen, die durch solare Dampferzeugung hergestellt werden.

[0007] Die CN 108823541 A beschreibt ein SERS-Substrat mit inversen hohlen Silber-Nano-
strukturen in Form von vulkanischen Inseln auf einer pordsen eloxierten Aluminiumoberflache.

[0008] Die CN 106077697 A beschreibt ein Verfahren zur Erzeugung eines Silber-Nanoblumen-
Clusters/Silber-Mikrochips fir SERS- Anwendungen.

KURZDARSTELLUNG DER ERFINDUNG

[0009] Ziel der Erfindung ist es, SERS-Substrate bereitzustellen, die verbesserte spekiroskopi-
sche Messungen und Analyt-Erfassungsparameter, insbesondere eine erhéhte Empfindlichkeit,
ermdglichen.

[0010] Die Erfindung stellt ein Substrat bereit, das einen Metallkérper und eine auf einer Oberfla-
che des Metallkérpers angeordnete Schicht aus Nanopartikeln aufweist, wobei die Nanopartikel
einen mittleren Durchmesser oder eine mittlere GréBe von 10 nm bis 100 nm haben, und wobei
der Metallkdrper unter besagter Oberflache eine Dicke von 30 um bis 500 um hat, und wobei die
Oberflache eine flache Oberflache in einer angrenzenden Flache von mindestens 1 mm? ist
und/oder keine nanostrukturierte Oberflache des Metallkérpers ist, wobei die nanostrukturierte
Oberflache durch Vertiefungen oder Erhéhungen mit einem Mittenabstand von mindestens 100
nm und mit einer Tiefe bzw. H6he von mindestens 10 nm gebildet ist.

[0011] Die Erfindung stellt ferner ein Verfahren zur Herstellung eines Substrats geman der Erfin-
dung bereit, aufweisend das Abscheiden einer Suspension aus Nanopartikeln in einem Dispersi-
onsmedium auf einer Oberflache eines Metallkdrpers, wobei der Metallkérper unter der Oberfla-
che eine Dicke von 30 um bis 500 um hat, wobei die Suspension in Mengen abgeschieden wird,
die 100 Mio. Nanopartikel/mm? bis 100000 Mio. Nanopartikel/mm? der Oberflache aufweisen, und
das Entfernen des Dispersionsmediums, wobei die Nanopartikel auf der Oberflache verbleiben.

[0012] Die Erfindung stellt ferner ein Spektroskopieverfahren bereit, aufweisend das Bereitstellen
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eines Substrats der Erfindung, das Abscheiden eines die Nanopartikel aufweisenden Analyten
auf der Oberflache des Substrats, das Bestrahlen des Analyten auf dem Substrat mit Licht mit
einer Wellenlange von 200 bis 1200 nm, das Messen eines reflektierenden Lichts von dem Ana-
lyten, wobei das reflektierende Licht vorzugsweise Streulicht ist.

[0013] Alle Aspekte der Erfindung sind miteinander verbunden und die folgende ausfihrliche Of-
fenbarung bestimmter oder bevorzugter Ausfiihrungsformen betrifft alle Aspekte, auch wenn sie
in Verbindung mit einem bestimmten Aspekt dargestellt ist. Beispielsweise kann jede Variante
des Substrats durch ein erfinderisches Herstellungsverfahren produziert werden. Bestimmte Pa-
rameter von Substraten kénnen in den Verfahren ausgewahlt oder erzeugt werden, z. B. durch
Auswahl geeigneter Materialien oder durch Anpassung von diesen. In den Spektroskopieverfah-
ren kann jedes Substrat verwendet werden und eine Beschreibung der Substrate bezieht sich
auch auf diese Verfahren, und umgekehrt kann ein Substrat fiir ein besonders beschriebenes
Spektroskopieverfahren geeignet sein.

KURZBESCHREIBUNG DER ZEICHNUNGEN

[0014] Figur 1: Aufbau eines SERS-Systems einschlieBlich eines Raman-Lasers (Lasers), ei-
nes Spektrometers (Detektors) und eines SERS-Substrats, bestehend aus ei-
ner Schicht aus Nanopartikeln sowie einem signalverstarkenden Metallkérper
unter dieser Schicht.

[0015] Figur 2: SERS-Substrat, auf das ein einfallender Laserstrahl (1) aufgebracht wird, der
ein Raman-Signal (2) erzeugt, und das mit der Analytprobe in Tropfenform (3)
beladen ist, das aus einer Schicht aus Nanopartikeln (4) und einem signalver-
starkenden Metallkdrper (5) besteht.

[0016] Figur 3: Die Flache der aktiven Nanopartikelbeschichtung entspricht der Flache der sig-
nalverstarkenden Warmesenke. Dieses Verfahren ist glinstig, wenn die Nano-
partikelbeschichtung groBflachig aufgebracht und anschlieBend in einzelne
SERS-Substrate geschnitten wird.

[0017] Figur 4: Die Flache der aktiven Nanopartikelbeschichtung ist kleiner als die Flache der
signalverstarkenden Warmesenke. Dieses Verfahren ermdglicht die Verwen-
dung einer dinneren signalverstarkenden Warmesenke (z. B. einer Al-Folie),
erfordert jedoch zum sparsamen Umgang mit der Nanopartikelbeschichtung ein
komplexeres Verfahren des Aufbringens der Beschichtung in einer begrenzten
Weise.

[0018] Figur 5: Vergleich zwischen den Nanopartikeln in der Suspension (strichpunktiert) und
zwei typischen Schichten, die von den Nanopartikeln auf der Oberflache der
signalverstarkenden Warmesenke gebildet werden.

[0019] Figur 6: Die aus einzelnen Nanosphéren gebildete Schichtstruktur enthélt einzelne Na-
nosphéren, aber auch Aggregate, die Nanostabchen unterschiedlicher GréBe
bilden.

[0020] Figur 7: Auch bei einem Leistungsniveau des Raman-Lasers von 100 % konnten keine
Schaden beobachtet werden. Das lineare Verhalten zeigt an, dass die Zerstor-
schwelle noch nicht erreicht wurde.

[0021] Figur 8: Drei Messungen an verschiedenen Punkten zur Demonstration der Wiederhol-
barkeit.

[0022] Figur 9: Ein Metallkdrper (B) mit einer Schicht aus Nanopartikeln (A) auf einem Trager
(C) und einem Deckblatt (D) obendrauf.
AUSFUHRLICHE OFFENBARUNG DER ERFINDUNG

[0023] Die Erfindung stellt ein Substrat bereit, das einen Metallkérper und eine auf einer Oberfla-
che des Metallkdrpers angeordnete Schicht aus Nanopartikeln aufweist. Die Nanopartikel haben

2/20



D dstereichisches AT 525 193 B1 2023-11-15

patentamt

einen mittleren Durchmesser oder eine mittlere GréB3e von 10 nm bis 100 nm. Der Metallkdrper
hat unter besagter Oberflache mit den Nanopartikeln eine Dicke von 30 pum bis 500 um, d. h. eine
Dicke in Richtung senkrecht zu der Oberflache.

[0024] ,Metallkdrper” bezieht sich auf die metallische Eigenschaft oder den metallischen Aggre-
gatzustand des Kdrpers. Metalle haben eine hohe Wéarmeleitfahigkeit, was in Verbindung mit der
erfinderischen Mindestdicke des Substrats zu einer effizienten Temperaturregulierung der Sub-
stratoberflache - und jeder fir eine spektroskopische Messung aufgebrachten Analyten oder Me-
dien - fihrt.

[0025] Die Erfindung stellt Substrate bereit, die fir die oberflachenverstarkte Raman-Spektrosko-
pie (SERS) geeignet sind, wobei Nanopartikel (wie Gold- oder Silbernanopartikel, abgekirzt
AuNP bzw. AgNPs) an einem Basiskorper aus Metall befestigt sind. In besonderen Ausfiihrungs-
formen sind die erhaltenen erfinderischen SERS-Substrate homogen und zeigen eine au3eror-
dentlich hohe Zerstdrschwelle von mehr als 3 kW/cm?2. Sie eignen sich flir Raman-Laser von bis
zu 300 mW bis 500 mW oder noch mehr im VIS/NIR-Spektralbereich oder fiir sogar noch héhere
Laserleistungen bei einer gréBeren Metallkdrperdicke und/oder -abmessung im Allgemeinen.

[0026] Aufgrund der Warmeleitfahigkeit des Metalls kann der Metallkérper (auch als Metallbasis
bezeichnet) daher auch als Warmesenke betrachtet werden und wird hierin als solche bezeich-
net.

[0027] Das Zulassen einer héheren Laserleistung von immer leistungsfahigeren, kompakteren
und erschwinglicheren Lasern bedeutet mehr Signal und eine niedrigere Erfassungsgrenze (EG).
Andererseits besteht die Gefahr der Schadigung des Substrats sowie der Veranderung des zu
charakterisierenden Analyten durch groBe Temperaturanstiege.

[0028] Mit dem Ziel, die EG der SERS-Technologie zu senken, um in Markte vorzudringen, die
derzeit nur fir chromatographische und laborgestiitzte Detektionstechniken zugéanglich sind,
muss die Verwendung attraktiver, diodenbasierter, kostengiinstiger und leistungsstarker Laser
bei z. B. Lasern mit einer Wellenlange von 785 nm mit SERS-Substraten abgestimmt werden,
welche der hohen aufgebrachten Laserleistung standhalten kénnen, ohne beschéadigt zu werden
und den auf der Oberflache des Substrats aufgebrachten Analyten vor einer Veranderung durch
UbermaBige Warme zu schitzen.

[0029] Durch die Verstarkung des von dem SERS-Substrat bereitgestellten elektrischen Feldes
tritt eine Verstarkung eines Raman-Signals auf. Wenn das einfallende Licht (normalerweise La-
serlicht) auf die aktive Oberflache des SERS-Substrats trifft, werden lokalisierte Oberflachenplas-
monen angeregt (Figur 1). ,Aktive Oberflache* oder ,aktive Flache" bezieht sich auf den Teil der
Oberflache des Metallkérpers, der bei spektroskopischen Messungen bestrahlt wird, oder auf die
Flache auf dem Substrat, die bei solchen Anwendungen bestrahlt werden soll. Es ist die Flache
der Oberflache, die durch die Nanopartikel bedeckt wird. Die den Nanopartikeln zugewandte
Seite des Metallkérpers kann gréBer sein, d. h. nur ein Teil dieser Seite des Metallkérpers ist mit
Nanopartikeln beschichtet (Fig. 4), oder der Metallkérper darf sich auf dieser den Nanopartikeln
zugewandten Seite nicht Uber die mit Nanopartikeln beschichtete Flache hinaus erstrecken (Fig.
3).

[0030] Die eingesetzten Nanopartikel sind fiir eine resonante Verstarkung des Signals wahrend
der Raman-Spektroskopie (SERS) verantwortlich. Der SERS-Effekt ist so ausgepragt, weil die
Feldverstarkung zweimal auftritt. Zunachst verstéarkt die resonante Feldverstarkung die Intensitat
des einfallenden Laserlichts, welches die Raman-Moden der Molekile des Analyten anregt. Das
resultierende verstarkte Raman-Signal wird dann durch das SERS-Substrat aufgrund des glei-
chen Resonanzeffekts, welcher das elektrische Feld des einfallenden Laserlichts verstarkt, weiter
verstarkt (Figur 1 und Figur 2).

[0031] Das Material des Metallkérpers ist ein Metall, welches das Raman-Signal verstarkt, indem
es entweder (i) mit den aufgebrachten Nanopartikeln interagiert und/oder (ii) Licht reflektiert und
dadurch den einfallenden Strahl von dem Raman-Laser, der mit den Nanopartikeln interagiert,
erhdht (zweifacher Durchlauf) und/oder (iii) das Raman-Signal reflektiert und es dadurch ver-
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starkt. Diese Eigenschaften tragen zu dem Signalverstarkenden Merkmal bei.

[0032] Das Metall kann aufgrund seiner spezifischen Warmekapazitat und seiner Masse (i) eine
gute Warmeleitfahigkeit und (ii) eine gute Warmekapazitat bieten. Ein Beispiel fiir ein solches
Material ist ein Bulk-Aluminium oder ein Aluminiumblech mit einer Masse und einer spezifischen
Warmekapazitat, um eine Uberhitzung davon wahrend der Expositionszeit des Raman-Lasers zu
verhindern.

[0033] Wenn die Oberflache der signalverstéarkenden Warmesenke (Metallkérper) auf die aktive
Flache beschrankt ist (Fig. 3), wobei die aktive Flache im Bereich von z. B. 5 mm Durchmesser
liegt, sollte die Dicke des Metallkdrpers je nach beabsichtigter Laserleistung 30 um oder mehr,
Ublicherweise 50 um oder mehr, betragen. Dies ist wesentlich dicker als eine haushaltsiibliche
oder professionelle Aluminiumfolie, die eine Dicke von Ublicherweise 18 bis 25 um hat. Vorzugs-
weise hat der Metallkérper eine Dicke (Abmessung senkrecht zu der Oberflache mit den Nano-
partikeln) von 30 pm oder mehr, 35 pm oder mehr, 40 um oder mehr, 45 um oder mehr, 50 pm
oder mehr, 60 um oder mehr, 70 um oder mehr, 80 pum oder mehr, 90 um oder mehr, 100 um
oder mehr, 150 um oder mehr, 200 um oder mehr, 300 um oder mehr, 400 um oder mehr, 500
pum, oder einen beliebigen Bereich zwischen diesen Werten.

[0034] Wenn die GrbBe der signalverstarkenden Warmesenke gréBer als die aktive Flache sein
kann (Fig. 4), kann ein diinnerer Metallkérper verwendet werden. Es muss jedoch darauf geachtet
werden, dass der Metallkdrper dick genug ist, um zu ermdglichen, dass die erzeugte Warme von
den Nanopartikeln und der darauf abgelagerten Probe abgefiihrt wird, und seine Masse und spe-
zifische Warmekapazitat missen wiederum das Uberhitzen der aktiven Flache verhindern.

[0035] Weitere Einzelheiten zu Warmekapazitat, Warmeleitfahigkeit und Abmessungen des Me-
tallkérpers sind nachfolgend in einem separaten Kapitel bereitgestellit.

[0036] In einigen Ausflihrungsformen weist die Oberflache des Metallkérpers ein Metalloxid, vor-
zugsweise Aluminiumoxid, auf. Ein Metalloxid, insbesondere in einer Schicht auf der Oberflache,
kann eine gewisse Trennung des metallischen Kérpers von den Nanopartikeln bereitstellen und
dazu beitragen, die Plasmonenresonanz der Nanopartikel zu verbessern. In anderen Ausfih-
rungsformen sind die Nanopartikel in Kontakt mit der metallischen Oberflache, z. B. ohne oder
mit einer nicht signifikanten trennenden Oxidschicht.

[0037] Die Oberflache ist eine im Wesentlichen flache Oberflache auf einer angrenzenden Flache
von mindestens 1 mm? und/oder hat keine nanostrukturierte Oberflache, die aus dem Metallkér-
per mit einer nanostrukturierten Oberflache, die durch Vertiefungen oder Erhéhungen mit einem
Mittenabstand von mindestens 100 nm, vorzugsweise mindestens 80 nm, und mit einer Tiefe
bzw. Héhe von mindestens 10 nm ausgebildet ist, besteht. Der Mittenabstand ist der Abstand von
der Mitte einer Vertiefung oder einer Erhéhung zu der Mitte der néchstgelegenen Vertiefung bzw.
Erhdhung. Die Mitte ist die Mitte der Flache an der Basis der Vertiefung oder Erhéhung in der
Ebene der Oberflache des Metallkdrpers (Positionierungsmitte auf der Oberflache). Diese Ober-
flacheneigenschaft beriicksichtigt die Nanopartikel nicht, die natlrlich ein nanostrukturiertes Ma-
terial sind. Der Metallkdrper selbst ist jedoch vorzugsweise glatt und mit begrenzter oder keiner
Kriimmung, um eine starke spiegelartige oder regelmaBige Reflexion in einer Richtung, d. h. einer
Richtung, in welcher das reflektierende Licht zu einem Detektor geleitet werden kann, zu ermdg-
lichen. Eine gewisse Krimmung des Metallkérpers ist mdglich, wenn sie die optischen Messun-
gen nicht behindert. Flir gewdhnlich sind Krimmungen mit einem Radius von 1 mm oder mehr
nicht problematisch. Je nach PunktgréBe des Lichts (z. B. Laser) fiir die Bestrahlung kann die
Kriimmung auch kleiner sein. Eine Licht-/Laserpunkigréf3e von 10 um erlaubt beispielsweise so
begrenzte Krimmungen, dass die Oberflache des Metallkdrpers fir kleine Krimmungsradien im
mm-Bereich ausreichend eben ist. In einigen Ausflihrungsformen kann der Krimmungsradius
mindestens das 50-Fache, vorzugsweise mindestens das 100-Fache der Dicke des Metallkdrpers
betragen. Beispielsweise kann der Krimmungsradius mindestens 0,5 mm, vorzugsweise min-
destens 1 mm oder bevorzugter mindestens 2 mm betragen.

[0038] Die Nanopartikel kénnen verschiedene Formen oder GrdBen im Nanometerbereich ha-
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ben. Die Form kann isotrop oder anisotrop sein, wie kugelférmig, pyramidenférmig, ellipsenfor-
mig, zylinderférmig usw. Die ,GréRe" oder der ,Durchmesser” des Nanopartikels bezieht sich auf
die Abmessung mit der langsten Ausdehnung. Die mittlere GréBe oder der mittlere Durchmesser
kann im Bereich von 10 nm bis 100 nm, z. B. vorzugsweise 15 nm bis 90 nm, 20 nm bis 80 nm,
25 nm bis 70 nm, 30 nm bis 60 nm, 35 nm bis 55 nm oder noch bevorzugter 40 nm bis 50 nm
liegen. Vorzugsweise haben mindestens 50 % oder mindestens 75 % der Nanopartikel diese
GréBen oder Durchmesser, z. B. 10 nm bis 100 nm, z. B. bevorzugt 15 nm bis 90 nm, 20 nm bis
80 nm, 25 nm bis 70 nm, 30 nm bis 60 nm, 35 nm bis 55 m oder noch bevorzugter 40 nm bis 50
nm.

[0039] Die Nanopartikel knnen auch als ,hergestellte Nanomaterialien* bezeichnet werden, bei
denen es sich um kiinstliche Nanomaterialien im GréBenbereich von 1 nm bis 100 nm handelt,
die vorzugsweise die oben genannten Formen und/oder GréBen oder Durchmesser haben. Daher
kann der Begriff ,Nanopartikel” in dieser Beschreibung auch durch ,hergestelltes Nanomaterial*
ersetzt werden. ,Hergestellte Nanomaterialien“ werden in einer Suspension gehalten. Solche
Suspensionen kdnnen auf die Oberflache des Metallkérpers aufgebracht werden, um die Nano-
materialien oder Nanopartikel abzuscheiden.

[0040] In besonders bevorzugten Ausfiihrungsformen aller Aspekte und anderer Ausfiihrungs-
formen der Erfindung ist ein Teil der Nanopartikel in Kontakt mit anderen Nanopartikeln, wie 0,01
% oder mehr oder 0,1 % oder mehr der Nanopartikel, z. B. 0,1 % bis 30 % der Nanopartikel.
Solche kontaktierenden Nanopartikel kbnnen Nanopartikelaggregate oder -agglomerate bilden,
wie Nanopartikelmultimere und/oder Nanopartikel-Nanostédbchen. Vorzugsweise bilden mindes-
tens 0,01 % oder mehr, vorzugsweise 0,1 % oder mehr der Nanopartikel Aggregate oder Agglo-
merate, wie Nanopartikelmultimere und/oder -Nanostabchen. Einige Aggregate, Agglomerate,
Multimere und/oder Nanostabchen kdnnen in ihrer [angsten Abmessung (Lange oder Durchmes-
ser bei gleichmaBiger Form) eine GréBe von mindestens 100 nm, vorzugsweise mindestens 120
nm oder mindestens 150 nm, haben. Vorzugsweise haben mindestens 1 % der Nanopartikelag-
gregate, -agglomerate, -multimere und/oder Nanopartikel-Nanostabchen eine GréBe in ihrer
langsten Abmessung (LAnge oder Durchmesser bei gleichmaiiger Form) von mindestens 100
nm, z. B. 100 nm bis 600 nm, vorzugsweise mindestens 120 nm. Die Nanopartikelaggregate, -
agglomerate, -multimere und/oder Nanopartikel-Nanostébchen in einem beliebigen der obigen
Prozentsatze oder in einer Menge von mindestens 50 % der Nanopartikel, die in Nanopartikelag-
gregaten, -agglomeraten, - multimeren und/oder Nanopartikel-Nanostabchen vorliegen, kénnen
eine GréBe von bis zu 600 nm, bis zu 500 nm, bis zu 400 nm, bis zu 300 nm, bis zu 200 nm
haben. Solche kontaktierenden Nanopartikel, insbesondere die Aggregate, Agglomerate, Multi-
mere und Nanostdbchen, erweitern das Resonanzspektrum und machen das Substrat fir einen
gréBeren Wellenlangenbereich reaktiv (Fig. 5). Beispielsweise kann die Aggregation oder Agglo-
meration den Spektralbereich der Absorbanz zum NIR-Spektralbereich (700 bis > 1000 nm) er-
héhen. Vorzugsweise sind mindestens 0,01 %, bevorzugter mindestens 0,1 %, noch bevorzugter
mindestens 1 % der Nanopartikel in Kontakt mit anderen Nanopartikeln, vorzugsweise um Nano-
partikelmultimere und/oder -Nanostabchen zu bilden.

[0041] Die Nanopartikel kénnen aus jedem im Stand der Technik bekannten SERS-aktivem Ma-
terial bestehen. Vorzugsweise weisen die Nanopartikel ein Edelmetall, wie vorzugsweise Gold
oder Silber auf oder bestehen im Wesentlichen aus diesem.

[0042] Vorzugsweise weist der Metallkérper Aluminium oder Kupfer auf. Aluminium ist besonders
bevorzugt, da es das Raman-Signal verstarken kann, da es Uber eine hohe Reflektivitat und vor-
teilhafte Effekte der Nanopartikel verfiigt. Das Raman-Signal kann durch Folgendes verstarkt
werden: (i) Interagieren mit den aufgebrachten Nanopartikeln und/oder (ii) Reflektieren und
dadurch Verstarken des einfallenden Strahls von dem Raman-Laser durch die Nanopartikel-
schicht (zweifacher Durchlauf) und/oder (iii) Reflektieren und dadurch Verstarken des Raman-
Signals. Ein Beispiel fir ein solches Material ist eine Aluminiumfolie. Diese Eigenschaften tragen
zu dem Signalverstarkenden Merkmal bei. Kupfer hat dhnliche Vorteile.

[0043] Vorzugsweise werden die Nanopartikel in einer solchen Menge abgeschieden, dass sich
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die meisten in einem Abstand voneinander (interpartikularer Abstand) von etwa 0 nm bis 100 nm
befinden. Dieser Abstand bezieht sich auf das zu einem gegebenen Nanopartikel nachstgelegene
Nanopartikel. Insbesondere sind vorzugsweise mindestens 90 % der Nanopartikel in interpartiku-
laren Abstanden im Bereich von 0 nm bis 100 nm angeordnet. Vorzugsweise sind mindestens 90
% der Nanopartikel noch naher oder dichter in einem Abstand von 0 nm bis 60 nm angeordnet.

[0044] Die Nanopartikel kbnnen eine Schicht aus Nanopartikeln bilden. Diese Schicht kann eine
bestimmte Dicke oder einen bestimmten Dickenbereich haben, wie eine maximale Dicke von 10
Nanopartikeln oder 6 Nanopartikeln. Die Dicke kann variabel sein, da kleine Stellen auf der Ober-
flache des Metallkdrpers frei von einem Nanopartikel sein kénnen, wahrend andere mehrere Na-
nopartikel lbereinander haben kénnen, insbesondere wenn die Nanopartikel Aggregate bilden.
Daher hat die Schicht aus Nanopartikeln vorzugsweise eine Dicke von 0 bis 6 Nanopartikeln.
Diese variable Dicke kann an einer Oberflache bei mindestens 1 mm? oder mindestens 2 mm?,
mindestens 3 mm?2, mindestens 5 mm? oder mehr auf dem Metallkdrper oder an der oben er-
wahnten sogenannten aktiven Flache liegen.

[0045] Die Nanopartikel oder zumindest ein GroB3teil davon sollten oberflachenverstarkte Raman-
Spektroskopie(SERS)-aktiv sein, d. h. sie stellen im Vergleich zu der Raman-Spektroskopie ohne
die Nanopartikel (ansonsten identische Spekiroskopie) eine Raman-Signalverstarkung in der
SERS bereit. Solche Partikel sind im Stand der Technik bekannt, wie z. B. in dem obigen Ab-
schnitt zum allgemeinen Stand der Technik erlautert.

[0046] Vorzugsweise weist die Oberflaiche des Metallkérpers 100 Mio. Nanopartikel/mm? bis
100000 Mio. Nanopartikel/mm?, vorzugsweise 1000 Mio. Nanopartikel/mm? bis 10000 Mio. Na-
nopartikel/mm?2, noch bevorzugter 2000 Mio. Nanopartikel/mm? bis 3000 Mio. Nanopartikel/mm?
oder noch mehr Nanopartikel auf. H6here Mengen oder Dichten von Nanopartikeln verbessern
den SERS-Effekt.

[0047] Vorzugsweise hat die Oberflache mit den Nanopartikeln bei Bestrahlung im rechten Win-
kel zu der Oberflache ein Reflexionsvermdgen von mindestens 50 %, vorzugsweise mindestens
70 %, bei 785 nm, wobei die Reflexion im rechten Winkel zur Oberflache ist. Ein hdheres Refle-
xionsvermdgen fuhrt zu einem stérkeren Signal, da Licht zuriick zu den Nanopartikeln reflektiert
wird und daher die Nanopartikel zweimal durchlaufen kann (als einfallendes Licht und dann er-
neut als reflektiertes Licht). Dadurch wird die Erfassungsqualitat jeder spektroskopischen Mes-
sung weiter verbessert. Das Reflexionsvermdgen kann durch eine glatte Oberflache und durch
die Verwendung eines hochreflektierenden Materials verbessert werden. Glatte Aluminiumober-
flachen sind eine gute Option fir diesen Effekt.

[0048] Fiir einen guten spektroskopischen Aufbau ist das Volumen Gber der Oberflache von je-
dem Teil des Substrats frei. Die Oberflache ist z. B. nicht die Innenflache eines Rohrs oder der-
gleichen. Das Volumen Uber der Oberflache bedeutet, dass dort spekiroskopische Vorrichtungen
platziert werden kénnen, die reflektiertes und/oder gestreutes Licht, insbesondere ein Raman-
Signal, von den Nanopartikeln und/oder einem darauf abgeschiedenen Analyten erfassen kén-
nen. Bis zu einem Abstand von z. B. 0,5 cm oder noch mehr sollte ein freies Volumen Uber der
Oberflache mit den Nanopartikeln vorhanden sein.

[0049] Die Erfindung stellt ferner ein Verfahren zur Herstellung eines Substrats geman der Erfin-
dung bereit, welches Folgendes aufweist: Das Abscheiden einer Suspension aus Nanopartikeln
in einem Dispersionsmedium auf einer Oberflache eines Metallkérpers, wobei der Metallkérper
unter der Oberflache eine Dicke von mindestens 30 um hat, wobei die Suspension in Mengen
abgeschieden wird, die 100 Millionen (Mio.) Nanopartikel/mm? bis 100000 Mio. Nanopartikel/mm?
der Oberflache aufweisen; und das Entfernen des Dispersionsmediums, wobei die Nanopartikel
auf der Oberflache verbleiben. Natlrlich kénnen beliebige Parameter und Optionen, wie oben
erértert, auch auf das Herstellungsverfahren angewendet werden, wie etwa, dass der Metallkér-
per eine héhere Dicke haben kann, dass es eine gréBere Anzahl von Nanopartikeln geben kann,
dass der Metallkérper aus einem wie oben erdrterten Material sein kann usw. Bei dem Dispersi-
onsmedium kann es sich um jedes fir eine solche Nanopartikeldispersion geeignete Medium, wie
Wasser, handeln. Das Medium kann einen Stabilisator, wie Citrat, haben. Der Stabilisator kann
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sich auf der Oberflache befinden oder z. B. durch Waschen entfernt werden. Ein solches Verfah-
ren istim Grunde genommen ein Tropfenguss- oder Tropfendruckverfahren, wobei sich der Trop-
fen auf die Dispersion bezieht.

[0050] Vorzugsweise wird die Suspension aus Nanopartikeln in einem Gefal mit Seitenwanden
und/oder mit einer Héhe der abgeschiedenen Suspension von mindestens 0,1 mm auf die Ober-
flache des Metallkdrpers abgeschieden. Die Seitenwande ermdéglichen die Abscheidung gréBerer
Mengen der Dispersion in einem Schritt, um ein Uberlaufen zu verhindern. Die Seitenwande kdn-
nen mit dem Metallkdrper verbunden sein. Ein Beispiel ist ein Metallbecher, bei dem gegebenen-
falls die Seitenwande aus dem gleichen Material wie der Metallkdrper bestehen. Nach dem Ab-
scheiden der Nanopartikel kénnen solche Seitenwande entfernt werden, z. B. kann der Boden
eines Bechers ausgeschnitten werden.

[0051] Wie oben erwahnt, kann der Metallkérper in der Abmessung der Oberflache gréBer als
die aktive Flache sein (Figur 4) oder nicht (Figur 3). Falls die Warmesenke (Metallkdrper) auf die
aktive Flache beschrankt ist (nattrlich mit der beliebigen Dicke, wie oben erwahnt), kann die
Schicht aus Nanopartikeln durch Tropfenguss auf einer groBen Flache von z. B. mehreren mm,
cm oder Zoll Durchmesser durch Verdampfung des Dispersionsmediums aufgebracht werden.
Einzelne aktive SERS-Elemente kdnnen durch Ausschneiden der beschichteten SERS-Substrate
erhalten werden. Auf diese Weise kann eine homogene Beschichtung erhalten und die gesamte
beschichtete Flache genutzt werden (Figur 3). Das Volumen der signalverstarkenden Warme-
senke berechnet sich aus der Flache der Schicht aus Nanopartikeln (z. B.: (D1/2)2 x J1 mal die
Dicke T1 der signalverstarkenden Warmesenke). Dieses Volumen und seine resultierende Masse
in Kombination mit seiner spezifischen Warmekapazitat verhindert eine Uberhitzung des SERS-
Substrats und des darauf aufgebrachten Analyten.

[0052] Falls die signalverstarkende Warmesenke (Metallkdrper) groBer als die aktive Flache ist
(unabhangig von der Dicke, die, wie oben angegeben, beliebig sein kann), sollten bei der Her-
stellung spezifische MaBnahmen ergriffen werden, um ein Uberlaufen der Nanomaterialien auf
eine Flache zu verhindern, die nur als Warmesenke dient, um die Kosten zu senken. Die Nano-
materialien sind die teuerste Komponente. Um eine homogene Beschichtung zu erhalten, wird
statt einzelner Tropfchen eine groBe Flache beschichtet. Es ist jedoch nicht wirtschaftlich, eine
groBe Flache zu beschichten und nur einen Bruchteil davon fir die SERS zu verwenden. Alter-
nativen waren Drucktechniken, um die Beschichtung auf eine kleine Flache zu beschranken und
eine groBere signalverstarkende Warmesenke zu verwenden (Figur 4). In diesem Fall berechnet
sich die Warmekapazitat der signalverstarkenden Warmesenke aus L2 x W2 x T2 mal die spezi-
fische Warmekapazitat ihres Materials.

[0053] Die Erfindung kombiniert ein hochschwelliges Substrat mit einer einfachen, kostenglinsti-
gen Beschichtung (z. B. Tropfenguss). Die Nanopartikel kbnnen wahrend der Abscheidung oder
wahrend der Lésungsmittelverdampfung Aggregate bilden. Hierfiir kann ein kostenglnstiges
Tropfengussverfahren fiir groBe Flachen verwendet werden.

[0054] Die Erfindung stellt ferner ein Spektroskopieverfahren bereit, das Folgendes aufweist: Das
Bereitstellen eines Substrats der Erfindung; das Abscheiden einer Probe mit einem Analyten auf
der Oberflache des Substrats, welche die Nanopartikel aufweist; das Bestrahlen des Analyten auf
dem Substrat mit Licht mit einer Wellenlange von 200 bis 1200 nm, das Messen eines reflektie-
renden Lichts von dem Analyten. Das reflektierende Licht ist gegebenenfalls und vorzugsweise
Streulicht, wie ein Raman-Signal.

[0055] Der Analyt kann z. B. in I@slicher Form, z. B. in einem Lésungsmittel gel6st, abgeschieden
werden. Vorzugsweise wird dann ein Losungsmittel vor der Bestrahlung und optischen Messung
entfernt. Beispielsweise kann ein Analyt in einem Lésungsmittel (Wasser, Ethanol usw. O) gel6st,
auf den Nanopartikeln abgeschieden und dann getrocknet werden.

[0056] Die Wellenlange liegt vorzugsweise in den Bereichen von 400 nm bis 1200 nm, 400 nm
bis 600 nm, 500 nm bis 700 nm, 600 nm bis 800 nm, 800 nm bis 1200 nm oder 1000 nm bis 1200
nm, wie 532 nm, 633 nm, 785 nm, 830 nm oder 1064 nm, oder in beliebigen Bereichen zwischen
beliebigen dieser Werte.
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[0057] Vorzugsweise erfolgt die Bestrahlung mit Licht mit einer Intensitdt von mindestens 1
kW/cm?, vorzugsweise mindestens 1,5 kW/cm?, mindestens 2 kW/cm?2, mindestens 2,5 kW/cm?
oder mindestens 3 kW/cm? oder mehr, wie 3 kW/cm? bis 10 kW/cm?2, je nach durchschnittlicher
Laserleistung und PunkigréBe, die zwischen etwa 2 um bis etwa 4000 pm, fir gewdhnlich zwi-
schen 10 pm bis 3000 pm oder etwa 50 pum bis 1500 pm variieren kann. Das erfinderische Sub-
strat eignet sich fiir solche Lichtbehandlungen hoher Intensitat, die in dem Substrat Warme ver-
ursachen kénnen. Diese Warme kann abgefiihrt werden, wodurch eine niedrige Temperaturer-
héhung auch bei Hochleistungslichtquellen, wie Lasern, aufrechterhalten wird. Alternativ oder in
Kombination damit kann die Bestrahlung mit Licht (z. B. von einem Laser) mit einer Leistung von
mindestens 200 mW fiir mindestens 1 s erfolgen. Die Lichtquelle/der Laser kann selbstverstand-
lich leistungsstarker sein, wie ein Laser von mindestens 250 mW oder mindestens 300 mW, min-
destens 400 mW, mindestens 500 mW oder noch schwacher (was auch dazu fiihren kann, dass
Waérme durch die/den erfinderische(n) Warmesenke/Metallkérper dispergiert wird), wie eine Leis-
tung von mindestens 150 mW oder mindestens 100 mW an mittlerer Laserleistung. Die Bestrah-
lungszeit kann mindestens 0,5 s, mindestens 1 s, mindestens 2 s, mindestens 3 s, mindestens 4
s, mindestens 5 s, mindestens 6 s, mindestens 8 s, mindestens 10 s, mindestens 12 s, mindes-
tens 15 s, mindestens 20 s, mindestens 25 s, mindestens 30 s oder mehr und einen beliebigen
Bereich zwischen diesen Werten, wie 0,5 s bis 5 s oder hdher, z. B. bis zu 30 s oder bis zu 20 s
betragen (insbesondere langere Bestrahlungszeiten mit schwacheren Lichtquellen und umge-
kehrt). Ein Beispiel ist eine Lichtquellenleistung von etwa 100 mW bis 400 mW und eine Bestrah-
lung fiir etwa 2 s bis 4 s, z. B. unter Verwendung eines Lasers mit einer Leistung von 300 mW
und einer Exposition von 3 s. Im Falle der Aufnahme mehrerer Spektren zur Mittelwertbildung
betragt die gesamte Expositionszeit bis zu 20 s oder mehr. Die gesamte aufgebrachte Energie
eines Lasers mit einer Leistung von 100 mW (ber 10 s betragt somit 1 Ws. Mdglich ist auch eine
Bestrahlung mit Licht mit einer Leistung von mindestens 100 mW flir mindestens 1 s, was einer
Energie von mindestens 0,1 s entspricht. In bevorzugten Ausfiihrungsformen betragt die aufge-
brachte Energie mindestens 0,1 Ws, vorzugsweise mindestens 0,2 Ws. Die aufgebrachte Energie
ist die Energie der von dem Substrat absorbierten Licht- (Laser-) Strahlung.

[0058] Vorzugsweise erfolgt die Bestrahlung in einem Winkel zwischen einem Lichtstrahl und der
Flache der Oberflache von mindestens 40°, vorzugsweise mindestens 60°. Steile Winkel, insbe-
sondere mindestens 80° oder ein im Wesentlichen senkrechter Winkel, ermdglichen eine hohe
Reflektivitat und eine Sammlung von reflektiertem und gestreutem Licht, das nicht in die gleiche
Richtung reflektiert wurde (siehe Figur 1).

[0059] Vorzugsweise ist ein Detektor flr reflektiertes Licht konfiguriert, um Licht zu empfangen,
das von der Oberflache in einem Winkel von mindestens 40°, vorzugsweise mindestens 60° re-
flektiert wird; wobei vorzugsweise ein oder mehrere optische Elemente, wie z. B. vorzugsweise
Spiegel oder optische Fasern, welche das Licht, das in dem Winkel von der Oberflache reflektiert
wird, zu dem Detektor fihren (siehe Figur 1). ,Konfiguriert” bedeutet, dass das reflektierte Licht
auf den Detektor gerichtet werden kann, wie durch einen Spiegel. Alternativ kann der Detektor in
diesem Winkel angeordnet sein. Auf diese Weise kann er das Licht von der Oberflache empfan-
gen, ohne der Notwendigkeit eines Spiegels.

[0060] Das erfinderische SERS-Substrat kann zur Erfassung und Charakterisierung (quantitative
und qualitative Analytik) in verschiedenen Bereichen verwendet werden, einschlieBlich in der Bi-
ochemie, Forensik, Lebensmittelsicherheit, Bedrohungserkennung und medizinischen Diagnos-
tik. Point-of-care(POC)-Vorrichtungen vor Ort Ubertreffen aufgrund der minimalen Probenvorbe-
reitung maglicherweise ihre teuren laborgestitzten Pendants.

[0061] Das Substrat kann ein flexibles Substrat sein. Aus thermischen Griinden wird ein Substrat
mit einer Dicke in der GréBenordnung von 50 um oder weniger bevorzugt. Dies ermdglicht immer
noch eine ausgezeichnete Flexibilitat, wenn es auf eine Klebefolie aufgebracht wird.

[0062] Das SERS-Substrat der Erfindung kann auf einen Trager, z. B. einen Trager aus Klebefo-
lie, Papier, Kunststoff, Metall oder Glas, platziert werden. Die SERS-aktiven Substrate kénnen
zusammen mit einer Klebefolie auf einen Trager platziert und gegebenenfalls auf diesem Trager,
z. B. durch einen Kleber, fixiert werden. Der Trager kann Papier, Kunststoff oder Glas sein. Der
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Trager kann eine ebene oder gekrimmte Oberflache haben.

[0063] Das klebende SERS-Substrat der Erfindung ist mit einer 96-Well-Plattenkonstruktion kom-
patibel, um eine groBe Durchsatz-Charakterisierung zu unterstiitzen. Daher kann eine 96-Well-
Platte als Trager verwendet werden.

[0064] Der Metallkérper mit den Nanopartikeln kann flexibel oder elastisch sein, z. B. durch Ver-
wendung von flexiblem Material und/oder flexibler Dicke, wobei der Metallkérper seine Flexibilitat
beibehalt. Die Flexibilitadt kann genutzt werden, um den Metallkérper mit einer Krimmung auszu-
bilden, wie oben erwadhnt, z. B. durch Anbringen des Metallkdrpers an einem Trager, sodass der
Metallkdrper einer Krimmung des Tragers folgt.

[0065] Dariiber hinaus kann auch ein Deckblatt, beispielsweise eine Deckfolie, obendrauf vor-
handen sein. Fig. 9 zeigt einen MetallkGrper (B) mit einer Schicht aus Nanopartikeln (A) auf einem
Trager (C) und einem Deckblatt (D) obendrauf. Das Deckblatt kann Lécher oder Offnungen ha-
ben, um den Zugang zu der Oberflache mit den Nanopartikeln fiir optische Messungen und/oder
fir die Probenhandhabung zu ermdéglichen (eine Analytprobe kann fiir optische Messungen auf
der Oberflache platziert werden). Das Deckblatt kann einen Teil der Oberflache, z. B. an ihrem
Rand, Uberlappen und bedecken. Dies kann bei der Fixierung oder alleinigen Fixierung des Me-
tallkdrpers auf einem Trager helfen. Die Offnungen kénnen eine beliebige Form haben, die einen
Zugang zu der Oberflache ermdglicht, wie z. B. runde, kreisférmige oder quadratische Formen.

BASIS FUR DIE TEMPERATURANDERUNG UND WARMEKAPAZITAT

[0066] Ein Kbrper erhdht seine Temperatur T auf To + AT unter dem Einfluss der Laserstrahlung
von dem Raman-Laser. Die absorbierte Laserenergie berechnet sich aus Q = P x t, wobei P die
mittlere Leistung des Raman-Lasers und t die Expositionszeit ist. Die quantitative Beziehung zwi-
schen Warmedbertragung und Temperaturdnderung enthalt alle drei Faktoren: Q = mcAT, wobei
Q das Symbol fur die absorbierte Laserenergie ist, m die Masse der Substanz ist, und AT die
Temperaturanderung ist. Das Symbol ¢ steht fiir spezifische Warme und ist abhéngig von dem
Material und der Phase. Diese Formel gibt somit die Temperaturerh6hung AT eines Volumens
mit einer gegebenen Masse m und einer Warmekapazitat ¢ an.

[0067] Die Temperaturdnderung berechnet sich aus: AT = Q (1-R)/mc mit der Reflektivitat des
SERS-Substrats, welches die absorbierte Energie Q reduziert, wobei die Endtemperatur T zu den
nachfolgenden Werten flihrt:

Energie Temperatur
Raman- bei Oberflache Masse | -anstieg | Signalver-
Laser- Reflekti fir fir Al fir Al mit | starkende
leist |Exposition| vitdt |Durchmesser, Volu- | mit 2,7 ¢=0,9 Warme-
ung s-zeit R=90 % | von5mm | Dicke| men g/cm? Ws/g°C senke
P (W) t(s) Q (Ws) A (cm?) |d(cm)|V (cmd) g AT (°C) pm
Haushalts
Ubliche Al-
Folie mit
0,3 3 0,09 0,20 0,0018|0,00035| 0,0010 105 18
Professione
lle Al-
Folie mit
0,3 3 0,09 0,20 0,0025(0,00049| 0,0013 75 25 U
SERS-
Substrat
0,3 3 0,09 0,20 0,005 10,00098| 0,0026 38 mit 50 p

[0068] Tabelle 1: Berechnung des Anstiegs der Temperatur des SERS-Substrats in verschiede-
nen Dicken der signalverstarkenden Warmesenke unter der Annahme, dass wahrend der Expo-
sitionszeit keine Warme von dem SERS-Substrat weg tibertragen wird. Dieses berechnete Modell
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beriicksichtigt die Warmeilbertragung an die Umgebung nicht.

[0069] In der nachfolgenden Tabelle 2 werden verschiedene Auswahlkriterien fir den Laser er-
lautert. Obwohl die Raman-Streuung bei kiirzeren Wellenlangen am stérksten ist, kann die Auto-
fluoreszenz die Erfassung stark behindern (Tabelle 2a). Dies ist der Hauptgrund, warum billige
Papiersubstrate méglicherweise nicht nlitzlich sind. Sie sind durch die aufgebrachte Laserleistung
auf zwei Arten begrenzt. |hre Zerstérschwelle ist sehr niedrig und das Autofluoreszenzsignal
steigt mit der Raman-Laserleistung dramatisch an. Obwohl Si-Detektoren im VIS-Bereich sehr
gut funktionieren, sind griine Laser komplexer als alle ihre langerwelligen Pendants.

[0070] Eine weitere Schlussfolgerung gibt ein glinstiges Fenster fiir einen einfachen Si-Detektor,
gepaart mit einem Direktdioden-Raman-Laser bei etwa 785 nm, wo sich die meisten Raman-
Systeme konzentrieren (Tabelle 2b). Dies erfordert jedoch ein SERS-Substrat mit einer ange-
messenen Zerstérschwelle, da mehr Laserleistung als im VIS-Bereich erforderlich ist. Bei 1064
nm, wo leistungsstarkere Laser erforderlich und verfligbar sind, ist eine noch hdhere Zerstor-
schwelle des SERS-Substrats erforderlich. Die Erfindung ermdglicht daher effektive Anwendun-
gen im NIR Wellenlangenbereich (Tabelle 2c).

Wellenlange Kurz Mittel Lang

Positiv: Raman- Stark Mittel Schwach
Streuung

Negativ: Stark Mittel Schwach
Autofluoreszenz

Bester Sichtbar NIR (785 nm) NIR (1064 nm)
Kompromiss (532 nm)

[0071] Tabelle 2a: Eine starke Autofluoreszenz kann oft nicht durch ein starkeres Raman-Signal
aufgewogen werden. Daher sind mittlere bis lange Wellenldngen bevorzugt.

Wellenlange Kurz Mittel Lang
Detektor auf Ausgezeichnet Gut Schlecht bis nicht - erfor-
Si-Basis dert InGaAs
Raman-Laser Am Komplexesten - Am kostenglinstigs- Komplex - Diode +
Diode + Laser + ten: Direkte Diode Laser
Umwandlung
Beste Wanhl Sichtbar (532 nm) NIR (785 nm) NIR (1064 nm)

[0072] Tabelle 2b: 785 nm bietet das einmalige Fenster, einen Diodenlaser direkt in Kombination
mit einem kostengtinstigen Detektor auf Si-Basis zu verwenden.

Wellenlange Kurz Mittel bis lang

Erforderliche Niedrig Mittel bis hoch

Laserleistung

Erforderliche Niedrig - Mittel bis hoch

Zerstérschwelle papierbasierte SERS- Gebiet der Erfindung
Substrate

Beste Wahl Sichtbar (532 nm) NIR (785 bis 1 064 nm)

[0073] Tabelle 2¢: Die Erfindung ermdéglicht die Verwendung eines leistungsfahigen Lasers im
NIR-Wellenlangenbereich.

[0074] Ein SERS-Substrat mit hoher Zerstdérschwelle fiir den NIR-Bereich verwendet einen Me-
tallkdérper als signalverstarkende Warmesenke mit einer Masse, welche Folgendes kann:
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a. Absorbieren der Leistung des Raman-Lasers von 300 mW flr >2 s (z. B. Al, 50 pm
dick)

b. Aufrechterhalten einer Zerstérschwelle von >2 kW/cm? (z. B.: 300 mW an einem Punkt
von 1/e2 = 200 pm)

c. Verhindern einer Uberhitzung des Analyten (z. B. Begrenzen des Anstiegs seiner Tem-
peratur auf <50 °C).

BEISPIELE

BEISPIEL 1: HERSTELLUNG DES SERS-SUBSTRATS

[0075] Der Basiskérper aus Metall wird aus dem Boden eines Einweg-Aluminiumbechers (Al-
Becher, rund mit flachem Boden, 45 ml, & 25 bis 70 mm x 23 mm) mit der gewlinschten Dicke
der unteren Basis (z. B. 50 pm bis 500 um) gebildet.

[0076] Der Al-Becher wird mit 70 % Alkohol und Aceton p.a. gereinigt. Goldnanosphéren (Au-
NP) werden in einer Suspension mit Citrat als Stabilisator bereitgestellt (Handelsprodukt,
HighQuant (Phornano), 0,8 mg/ml, Durchmesser 40 nm, etwa 1,20E + 12 NP/ml). 1 ml der Au-
NP-Suspension wird in den Becher gefiillt, um dessen flachen Boden zu bedecken (Bodendurch-
messer 2,5 cm; Fillhdhe etwa 2 mm). Die Suspension wird etwa 3 Stunden bei 50 °C getrocknet.
Als Ergebnis bleibt eine Schicht Au-NPs zuriick. Au-NPs bilden im Durchschnitt etwa 3 bis 5
Schichten am Boden. Bei héheren Packungen waren 3 Schichten mit sechseckiger Packung zu
erwarten. Dies entsprache einer Dicke von > 100 nm bei dichter Packung. In Fig. 6 ist die Packung
zufallig und somit kann die Schicht an einigen Stellen dicker sein. Zur vollstandigen Entfernung
von Feuchtigkeit werden weitere 72 Stunden empfohlen.

[0077] AnschlieBend wird der flache Boden ausgeschnitten und in Scheiben von 6 mm gestanzt.
Diese Scheiben werden anschlieBend auf einen klebenden Kunststofftrager aufgeklebt und bilden
die aktiven SERS-empfindlichen Punkte. AbschlieBend wird die Deckfolie (Polyethylenlaminat)
mit 8 Léchern von 5 mm Durchmesser auf den transparenten Streifen aufgeklebt. Der Abstand
zwischen den Mitten der Locher betragt 9 mm, kompatibel mit einer 96-Well-Platte.

[0078] Das Endprodukt bietet mehrere aktive SERS-empfindliche Scheiben (Punkte) auf einem
flexiblen, klebenden Trager. Obendrauf befindet sich ein Deckblatt mit 5 mm freier Offnung fir
jeden aktiven SERS-empfindlichen Punkt. Diese Anordnung wird auch als Streifen bezeichnet.
Auf die Oberseite des Streifens wird ein Deckblatt mit Lochern, die kleiner als die Offnungen sind,
aufgeklebt, um eine fixierende Uberlappung zu schaffen, welche die offene Offnung der SERS-
empfindlichen Punkte definiert und auBerdem den Metallkdrper auf dem Tréager sichert. Andere
Beispiele fiir einen Trager sind ein Mikroskopie-Objekttrager oder ein starres oder flexibles Ma-
terial oder eine Folie, die ein- oder beidseitig klebend sein kann.

BEISPIEL 2: ERHOHTE ABSORBANZ IN RICHTUNG DER NIR-REGION

[0079] Die Absorbanz basiert auf der lokalisierten Oberflachenplasmonenresonanz (LSPR) der
Nanopartikel. Wahrend des Tropfengussverfahrens bilden Nanopartikel eine Schicht und aggre-
gieren teilweise. Dies ermdglicht es, das Absorbanzspektrum von einer Spitze in der sichtbaren
Region in Richtung der gesamten NIR-Region zu erweitern, wodurch sich die Absorption von 530
nm auf 785 bis 1 064 nm erstreckt (Figur 5).

[0080] Die im Allgemeinen sphérischen Nanopartikel neigen dazu, wahrend des Tropfengussver-
fahrens zu aggregieren und daher gréBere Aggregate zu bilden. Infolgedessen verschiebt sich
die Spitze der LSPR-Absorbanz von der sichtbaren Region zu der NIR-Region und eine deutliche
LSPR-Spitze wird zu einer gesamten Region modifiziert, in welcher das SERS-Substrat hochab-
sorbierend ist (Figur 6). Diese Ergebnisse stimmen mit einer LSPR-Reaktion Uberein, die bei
einer Mischung aus kleineren und gréBeren Nanopartikeln sowie Nanostdbchen beobachtet
wurde.
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BEISPIEL 3: ZERSTORSCHWELLE

[0081] Die Zerstdrschwelle wurde aus den Ergebnissen unter Verwendung von bis zu 373 mW
Laserleistung und einer PunktgréBe von 160 um (1/e?) bestimmt. Selbst bei einer maximalen
Laserleistung von 373 mW war weder eine Schadigung noch eine Hysterese in dem Ergebnis zu
beobachten. Es kann festgehalten werden, dass die Zerstdrschwelle jenseits der maximal er-
reichten Leistungsdichte liegt. Aus diesen Werten wurde unter der Annahme eines GauBschen
Strahls eine Intensitat von >3 kW/cm? berechnet, ohne dass es Anzeichen einer Schadigung des
SERS-Substrats oder des Signals durch Degeneration des Analyten gab.

BEISPIEL 4: THERMISCHE EIGENSCHAFTEN DER SERS-SUBSTRATE

Masse | Temperatur-

Raman- Oberflache for anstieg Dicke der
Laser- | Exposi- bei 5 mm Al mit fir Al mit | signal-

leist- tions- | Laserwel- Durch- 2,7 c=0,9 verstarkenden

ung zeit lenlange messer Dicke | Volumen | g/cm? Ws/g°C | Wéarmesenke
P (W) t (s) nm A (cm?) d(cm)| V(cm?d) g At (°c) pm

0,35 10%) 785 nm 0,20 0,002 | 0,00039 | 0,0011 55 20

0,35 10%) 1 064 nm 0,20 0,002 | 0,00039 | 0,0011 42 20

0,35 10%) 785 nm 0,20 0,004 | 0,00079 | 0,0021 11 40

0,35 10%) 1 064 nm 0,20 0,004 | 0,00079 | 0,0021 16 40

[0082] Tabelle 3: Gemessener Temperaturanstieg nach Laserbestrahlung des SERS-Substrats.

[0083] *) Dauerzustandssituation: Die Temperatur hat sich aufgrund des Gleichgewichts zwi-
schen aufgebrachter Energie und Energie, die in die Umgebung transportiert (konvektiert und
abgestrahlt) wird, stabilisiert.

[0084] Die Temperaturanstiege wurden mit einer Warmekamera gemessen. Die Auflésung der
Kamera betrug >> 100 um und die Temperatur wurde Uber diese AuflésungsgroBe gemittelt. Klei-
nere heiBere Warmespitzen <100 um sind mit den vergleichsweise kleinen Warmesenken mit
einer Dicke von 20 um mdglich, wenn die Kamera den Temperaturanstieg von 55 °C erfasst. Die
dickere Warmesenke transportiert die Warme viel besser auf das gesamte Volumen und nutzt die
gesamte Oberflache besser zur Warmetbertragung, wodurch eine heiBe Stelle vermieden wird.
Das dinnere Substrat verursacht aufgrund der geringen Warmekapazitat und der schlechten
Warmelbertragung an seinen Rand eine hei3e Stelle bei etwa 70 bis 85 °C.

BEISPIEL 5: MESSUNGEN DES ANALYTEN (MELAMIN)

[0085] Eine Probe von Melamin in Wasser (10 pl, 0,5 ppm) wurde auf dem SERS-Substrat plat-
ziert. Das Lésungsmittel (Wasser) wurde verdampft, wobei eine trockene Oberflache fiir Raman-
Messungen zurlickblieb.

[0086] Mit ihrer auBergewdhnlich hohen Zerstérschwelle von >3 kw/cm? zeigten die SERS-Sub-
strate nach mehrfachen Hoch- und Runterfahrzyklen der Laserleistung keine Anzeichen von De-
gradation oder Hysterese, selbst wenn die volle Leistung eines >400 mW Raman- Lasers aufge-
bracht wurde, um das starkstmdgliche Raman-Signal zu erhalten (Fig. 7).

[0087] Die hergestellten SERS-Substrate verbesserten die punktweise Wiederholbarkeit und da-
mit Geschwindigkeit, Kosten und Zuverlassigkeit der Messungen signifikant. Figur 8: punktweise
Abweichung des Raman-Signals von <12 % (Punkte D, E und F). Zum Vergleich sind die ,sau-
beren* Punkte Hintergrundkontrollen ohne Melamin. Die Erfassung bei 0,5 ppm Melamin in Was-
ser lag nahe, aber oberhalb der Erfassungsgrenze (Figur 8).

[0088] Es wurde beobachtet, dass es mdaglich ist, die Leistung des Raman-Lasers zu erhdhen,
ohne das SERS-Substrat zu schadigen und ohne den Analyten extremen Temperaturen auszu-
setzen.
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[0089] In der gesamten vorliegenden Offenbarung werden die Artikel ,ein®, ,eine” und ,der”, ,die,
,das” hierin verwendet, um sich auf einen oder mehrere (d. h. auf mindestens einen) des gram-
matikalischen Objekts des Artikels zu beziehen.
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Patentanspriiche

1.

10.

11.

12.

13.

14.
15.

16.

Substrat, aufweisend einen Metallkérper (B,5) und eine auf einer Oberflache des Metallkor-
pers (B,5) angeordnete Schicht aus Nanopartikeln (A,4), wobei die Nanopartikel (A,4) einen
mittleren Durchmesser oder eine mittlere GréBe von 10 nm bis 100 nm haben und wobei der
Metallkérper (B,5) unter besagter Oberflache eine Dicke von 30 pum bis 500 pm hat, und
wobei die Oberflache eine flache Oberflache in einer angrenzenden Flache von mindestens
1 mm?ist und/oder keine nanostrukturierte Oberflache des Metallkdrpers (B,5) ist, wobei die
nanostrukturierte Oberflache durch Vertiefungen oder Erh6hungen mit einem Mittenabstand
von mindestens 100 nm und mit einer Tiefe bzw. Héhe von mindestens 10 nm gebildet ist.

Substrat nach Anspruch 1, wobei die Oberflache des Metallkérpers (B,5) ein Metalloxid auf-
weist.

Substrat nach Anspruch 2, wobei das Metalloxid Aluminiumoxid ist.

Substrat nach einem der Anspriiche 1 bis 3, wobei mindestens 0,01 % der Nanopartikel (A,4)
Aggregate oder Agglomerate bilden, wie Nanopartikelmultimere und/oder Nanostébchen,
vorzugsweise Aggregate oder Agglomerate mit einer GréBe in ihrer langsten Abmessung
von mindestens 100 nm.

Substrat nach einem der Anspriiche 1 bis 4, wobei die Nanopartikel (A,4) aus einem Edel-
metall, vorzugsweise Gold oder Silber, bestehen.

Substrat nach einem der Anspriiche 1 bis 5, wobei der Metallkdrper (B,5) Aluminium oder
Kupfer aufweist.

Substrat nach einem der Anspriiche 1 bis 6, wobei mindestens 90 % der Nanopartikel (A,4)
in interpartikularen Abstanden im Bereich von 0 nm bis 100 nm angeordnet sind.

Substrat nach einem der Anspriiche 1 bis 7, wobei die Schicht aus Nanopartikeln (A,4) eine
Dicke von 0 bis 6 Nanopartikeln auf einer Oberflache von mindestens 1 mm? auf dem Me-
tallkérper (B,5) hat.

Substrat nach einem der Anspriiche 1 bis 8, wobei die Nanopartikel (A,4) oberflachenver-
starkte Raman-Spektroskopie(SERS)-aktiv sind.

Substrat nach einem der Anspriiche 1 bis 9, wobei mindestens 0,1 % der Nanopartikel (A,4)
in Kontakt mit anderen Nanopartikeln sind.

Substrat nach einem der Anspriiche 1 bis 10, wobei die Oberflache 100 Mio. Nanoparti-
kel/mm? bis 100000 Mio. Nanopartikel/mm? aufweist.

Substrat nach Anspruch 11, wobei die Oberflaiche 2000 Mio. Nanopartikel/mm? bis 10000
Mio. Nanopartikel/mm? aufweist.

Substrat nach einem der Anspriiche 1 bis 12, wobei das Volumen Gber der Oberflache von
einem beliebigen Teil des Substrats frei ist.

Substrat nach einem der Anspriiche 1 bis 13, wobei das Substrat flexibel oder elastisch ist.

Verfahren zur Herstellung eines Substrats nach einem der Anspriiche 1 bis 14, aufweisend
das Abscheiden einer Suspension aus Nanopartikeln (A,4) in einem Dispersionsmedium auf
einer Oberflache eines Metallkérpers (B,5), wobei der Metallkérper (B,5) unter der Oberfla-
che eine Dicke von 30 um bis 500 um hat, wobei die Suspension in Mengen abgeschieden
wird, die 100 Mio. Nanopartikel/mm? bis 100000 Mio. Nanopartikel/mm? der Oberflache auf-
weisen, und das Entfernen des Dispersionsmediums, wobei die Nanopartikel (A,4) auf der
Oberflache verbleiben.

Verfahren nach Anspruch 15, wobei die Suspension aus Nanopartikeln (A,4) auf der Ober-
flache des Metallkérpers (B,5) in einem Gefal mit Seitenwanden und/oder mit einer Héhe
der abgeschiedenen Suspension von mindestens 0,1 mm abgeschieden wird.
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20.
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Spektroskopieverfahren, aufweisend das Bereitstellen eines Substrats nach einem der An-
spriiche 1 bis 14, das Abscheiden eines die Nanopartikel (A,4) aufweisenden Analyten auf
der Oberflache des Substrats, das Bestrahlen des Analyten auf dem Substrat mit Licht mit
einer Wellenlange von 200 bis 1200 nm, das Messen eines reflektierenden Lichts von dem
Analyten, wobei das reflektierende Licht vorzugsweise Streulicht ist.

Verfahren nach Anspruch 17, wobei die Bestrahlung mit Licht mit einer Intensitat von min-
destens 1 kW/cm? erfolgt und/oder die aufgebrachte Energie mindestens 0,1 Ws betragt
und/oder eine Bestrahlung mit Licht von einem Laser mit einer Leistung von mindestens 100
mW fir mindestens 1 s.

Verfahren nach Anspruch 17 oder 18, wobei die Bestrahlung in einem Winkel zwischen ei-
nem Lichtstrahl und der Flache der Oberflache von mindestens 40°, vorzugsweise mindes-
tens 60°, erfolgt.

Verfahren nach einem der Anspriiche 17 bis 19, wobei ein Detektor fir reflektiertes Licht
konfiguriert ist, um Licht, das in einem Winkel von mindestens 40°, vorzugsweise mindestens
60° von der Oberflache reflektiert wird, zu empfangen; wobei vorzugsweise ein oder mehrere
optische Elemente, vorzugsweise ein oder mehrere Spiegel oder eine oder mehrere optische
Faser(n), das Licht, das in dem Winkel von der Oberflache reflektiert wird, zu dem Detektor
leiten.

Hierzu 5 Blatt Zeichnungen
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