
Analytische Methoden
DOI: 10.1002/ange.200605190

Direkte und markierungsfreie Detektion von festphasengebundenen
Substanzen durch oberfl�chenverst�rkte Raman-Streuung**
Carsten Schmuck,* Peter Wich, Bernd K�stner, Wolfgang Kiefer und Sebastian Schl�cker*

Festphasengebundene Substanzen finden heutzutage vielf�l-
tigen Einsatz in der Chemie: nicht nur bei der Synthese (z.B.
f�r Nucleins�uren, Peptide oder Kohlenhydrate), sondern
auch f�r die weitere Untersuchung und direkte Anwendung
in der supramolekularen Chemie[1] oder der medizinischen
Chemie.[2] In der Regel wird dabei ein vernetztes Polystyrol-
harz mit einer Beladung von einigen 100 pmol Substanz pro
Harzk�gelchen verwendet. Wegen dieser sehr geringen
Mengen ist es sehr schwierig, die gebundenen Substanzen auf
den Harzk�gelchen direkt zu analysieren. Meistens werden
daher die Eigenschaften der harzgebundenen Substanzen
(z.B. ihre F�higkeit zur Bindung eines spezifischen Substrats)
in Screening-Experimenten mit fluorophor- oder chromo-
phormarkierten Substraten untersucht.[3] Dabei ist es aber oft
nicht m7glich, direkt die Identit�t der auf dem Harz befind-
lichen Substanz oder gar die Struktur der gebildeten Kom-
plexe zu bestimmen.[4] F�r Bibliotheken aus chemisch sehr
unterschiedlichen Substanzen gelingt manchmal eine direkte
massenspektrometrische (MS) Analyse,[5] da die Substanzen
hierf�r aber vom Harz abgespalten werden m�ssen, ist eine
solche Analyse unmittelbar w�hrend eines Screening-Expe-
riments nicht m7glich. Eine Alternative besteht in der Ein-
f�hrung eines Markers („chemical tagging“), was aber den
Aufwand der Festphasensynthese erh7ht, da zus�tzlich zur
Substanz auch noch der Marker auf dem Harz angebracht
werden muss, der es sp�ter erm7glicht, die Identit�t der
harzgebundenen Substanz zu bestimmen. Weil der Marker
weder bei der Synthese der Substanz noch beim anschlie-
ßenden Screening st7ren darf,[4] stehen h�ufig nur wenige
Marker zur Auswahl.[6]

Eine direkte und markierungsfreie Detektion einer fest-
phasengebundenen Substanz w�re daher eine interessante
Alternative. Allerdings muss jede spektroskopische Charak-

terisierung einer festphasengebundenen Substanz zwei Her-
ausforderungen meistern: die geringe Beladung und den
großen ?berschuss an Harzmaterial, das meistens ebenfalls
spektroskopisch erfasst wird. Bei picomolarer Beladung
scheiden dadurch, zumindest f�r die �blichen Harzmateria-
lien, Techniken wie die nicht ausreichend empfindliche Fest-
k7rper-NMR-Spektroskopie aus. Auch hoch empfindliche
Techniken wie die UV-Absorptions- oder die Fluoreszenz-
spektroskopie sind nicht geeignet. Prinzipiell w�ren schwin-
gungsspektroskopische Techniken wie die Raman-[7] oder die
IR-Spektroskopie gut einsetzbar,[8] da sie nicht nur ausrei-
chend empfindlich sind, sondern (im Unterschied zu UV-
Absorptions- und Fluoreszenzspektroskopie) auch detaillier-
te Informationen �ber die chemische Zusammensetzung und
Struktur der harzgebundenen Substanzen liefern.[9] Norma-
lerweise gelingt es mit schwingungsspektroskopischen Tech-
niken aber nicht, die eigentliche Substanz von dem ebenfalls
spektroskopisch aktiven Harzmaterial zu unterscheiden. In
diesem Zusammenhang berichten wir hier – unseres Wissens
nach – erstmalig, dass die oberfl�chenverst�rkte Raman-
Streuung (SERS, surface-enhanced Raman scattering) er-
folgreich eingesetzt werden kann, um direkt und markie-
rungsfrei innerhalb weniger Sekunden eine gebundene Sub-
stanz auf einem einzelnen Harzk�gelchen zu detektieren.[10]

SERS vereint dabei die Vorteile der Raman-Spektroskopie
mit einer hoch empfindlichen Detektion von Substanzen in
der N�he der Oberfl�che von Edelmetallnanostrukturen.[11]

Edelmetallnanopartikel verst�rken Raman-Signale f�r
Molek�le, die sich in unmittelbarer N�he ihrer Oberfl�che
befinden, um bis zu 14 Gr7ßenordnungen. Die starke Ab-
standsabh�ngigkeit des SERS-Effekts (~ r�10) l�sst sich nun
nutzen, um eine festphasengebundene Substanz vom Harz-
material zu unterscheiden (Abbildung 1). Als Beispiel f�r die
Anwendung von SERS zur direkten und markierungsfreien
Detektion einer festphasengebundenen Substanz haben wir
den k�nstlichen Peptidrezeptor CBS-Lys-Lys-Phe-NHR (1;
CBS=Guanidiniocarbonylpyrrol-Kation) auf einem han-
dels�blichen TentaGel-NH2-Harz synthetisiert.

[12]

Die Silbernanopartikel wurden durch die Reduktion einer
Silbernitratl7sung mit Natriumcitrat hergestellt. 400 mL
dieser kolloidalen L7sung wurden dann mit gequollenen
Harzk�gelchen vermischt, die vorher mindestens 3 h mit
einer 0.1m KCl-L7sung versetzt worden waren. Auf demHarz
war zuvor durch Standard-Festphasenpeptidchemie mithilfe
einer Fmoc-Schutzgruppenstrategie die Verbindung 1 syn-
thetisiert worden.[12b] Die Aggregation der Nanopartikel
wurde durch die Zugabe von 60 mL einer 0.1m KCl-L7sung
eingeleitet. Nach der Aggregation der Nanopartikel wurde
durch Zugabe von 30 mL 0.1m HCl der pH-Wert auf 2.5 ein-
gestellt. Die Aufnahme der SERS-Spektren erfolgte dann mit
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einem Raman-Mikrospektrometer (Anregungswellenl�nge
633 nm). Da die Nanopartikel im vorliegenden Fall etwa um
den Faktor 10000 kleiner sind als die Harzk�gelchen (Ab-
bildung 2), wechselwirken die Silbernanopartikel nur mit
kleinen Ausschnitten der Oberfl�che der Harzk�gelchen. Das

Nanopartikel „sieht“ daher im Wesentlichen nur die Mole-
k�le von Verbindung 1, die �ber lange Polyethylenglycol-
Ketten (M� 2000 gmol�1, n> 45) auf der Polystyrolmatrix
angebracht sind. Die Matrix ist dagegen zu weit entfernt, um
noch eine signifikante SERS-Verst�rkung zu erfahren. Unter
diesen Bedingungen war es uns m7glich, mit 50 fmol der
Verbindung 1 auf einem Harzk�gelchen innerhalb weniger
Sekunden ein Raman-Spektrum zu erhalten (Abbildung 3,
oben). Ein qualitativer Vergleich mit dem konventionellen
Raman-Spektrum einer L7sung von 1 (R=H), f�r das eine

20 mm w�ssrige L7sung und etwa 30 Minuten Zeit ben7tigt
wurden, best�tigt, dass im SERS-Spektrum keine Beitr�ge
der Polystyrolmatrix zu beobachten sind (Abbildung 3,
unten). Diese Methode zur direkten Detektion auf dem Harz
mit SERS ist etwa 106- bis 107-mal empfindlicher als die
Raman-Spektroskopie in L7sung und ben7tigt nur Sekunden
gegen�ber einigen Minuten.[13] Wir konnten somit zeigen,
dass eine direkte und markierungsfreie Detektion von fest-
phasengebundenen Substanzen auch auf den �blicherweise
bei Synthesen verwendeten Harzen mit entsprechend gerin-
ger Beladung m7glich ist.

Ebenso wurde das FT-Raman-Spektrum von 1 im Fest-
k7rper aufgenommen (Abbildung 4, Mitte) und mit einem
berechneten Raman-Spektrum verglichen (Abbildung 4,
unten). Auf diese Weise k7nnen einzelne Banden im SERS-
Spektrum von 1 zugeordnet werden: So stammt die mit einem
Stern markierte Bande bei ca. 1700 cm�1 imWesentlichen von
Schwingungsbeitr�gen der CBS-Einheit. Dies konnte auch
durch den Vergleich mit dem experimentellen Festk7rper-
Raman-Spektrum f�r den Guanidiniocarbonylpyrrol-Diester
2 (CBS-Diester, Abbildung 4, oben) sichergestellt werden.
Verbindung 2 fehlt der Tripeptid-Teil von 1, aber ihr Spek-
trum weist trotzdem die gleiche charakteristische Bande bei
1700 cm�1 auf.

Wir haben weiterhin die Reproduzierbarkeit unseres
neuen schwingungsspektroskopischen Ansatzes zur direkten
Detektion von festphasengebundenen Substanzen unter-
sucht. Dazu wurden einerseits jeweils SERS-Spektren an
unterschiedlichen Stellen der Oberfl�che eines Harzk�gel-
chens aufgenommen, andererseits Spektren von verschiede-
nen Harzk�gelchen. In allen F�llen wurde nahezu das gleiche
SERS-Spektrum f�r 1 erhalten (siehe die Hintergrundinfor-
mationen).[14] Selbst die Intensit�ten der einzelnen Banden
variierten nur sehr wenig, wie exemplarisch f�r die Marker-
bande bei 1700 cm�1 an verschiedenen Stellen auf einem
Harzk�gelchen in Abbildung 5 gezeigt ist. Unsere Methode
ist auch in der Lage, zwischen verschiedenen harzgebundenen

Abbildung 1. Kolloidale Silbernanopartikel als SERS-Substrat f'hren zu
einer enormen Verst*rkung der Raman-Signale von Substanzen, die
sich in unmittelbarer N*he der Oberfl*che der Nanopartikel befinden.
Somit werden selektiv nur die Signale von 1 verst*rkt, nicht aber dieje-
nigen der Polystyrolmatrix.

Abbildung 2. Ein Mikroskopiebild der Polystyrolk'gelchen (TentaGel),
auf denen 1 synthetisiert wurde (links), und eine TEM-Aufnahme der
Silbernanopartikel, die zum SERS-Effekt f'hren (rechts). Die Nanopar-
tikel sind um den Faktor 104 kleiner als die Polystyrolk'gelchen.

Abbildung 3. SERS-Spektrum von 1 auf einem einzelnen Harzk'gel-
chen (oben). Als Referenz ist ein konventionelles Raman-Spektrum ge-
zeigt, das in LAsung aufgenommen wurde (unten).
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Substanzen zu unterscheiden. Dazu haben wir das SERS-
Spektrum einer zu 1 strukturell �hnlichen Verbindung, CBS-
Ala-Ile-Val-NHR, aufgenommen, die aber eine andere
Aminos�uresequenz im Tripeptidteil enth�lt. Das SERS-
Spektrum, das wir von dieser Substanz wiederum innerhalb
weniger Sekunden direkt von einem einzelnen Harzk�gel-
chen aufgenommen haben, entspricht dem konventionellen
Raman-Spektrum im Festk7rper. Allerdings weist dieses
SERS-Spektrum charakteristische Unterschiede zum Spek-
trum von 1 auf, sodass unsere Methode zwischen verschie-
denen harzgebundenen Substanzen unterscheiden kann. Da-
durch er7ffnen sich zus�tzliche M7glichkeiten, diese Metho-
den zur Strukturbestimmung und Identifizierung unbekann-
ter Substanzen einzusetzen oder anhand von Lnderungen im
Raman-Spektrum eine Komplexierung an der Harzoberfl�-
che zu verfolgen. Die Technik ist zudem nicht auf das Ten-
taGel-Harz beschr�nkt – auch andere Harze wie PAM (=
Phenylacetamidomethyl-Harz) k7nnen eingesetzt werden.
Allerdings ist die Qualit�t dann etwas schlechter als bei
TentaGel, was wir auf den st�rkeren Untergrund f�r die Po-
lystyrolmatrix in diesen Spektren zur�ckf�hren. Wegen k�r-
zerer Linker ist der Abstand zu den Nanopartikeln geringer
als bei TentaGel (Abstandsabh�ngigkeit von SERS).

Unseres Wissens ist dies der erste direkte und markie-
rungsfreie Nachweis einer festphasengebundenen Substanz
auf einem einzelnen Harzk�gelchen mit SERS-Spektrosko-
pie. Die ortsaufgel7ste Detektion, d.h. die Kombination mit
der Raman-Mikrospektroskopie,[15] sollte nun auch die Ana-
lyse von kombinatorischen Bibliotheken erlauben. In weite-
ren Arbeiten wollen wir testen, inwieweit SERS genutzt
werden kann, um die Wechselwirkung von harzgebundenen
Substanzen mit anderen Molek�len unmittelbar zu beob-
achten.

Experimentelles
Zur Synthese der Silbernanopartikel wurde ein Ansatz von Lee und
Meisel modifiziert.[16] Frisch entgastes und mit Argon ges�ttigtes
deionisiertes Wasser (18 MW) wurde in allen Experimenten verwen-
det. Alle Glasger�te wurden sorgf�ltig mit K7nigswasser gereinigt
und mit deionisiertem Wasser gesp�lt. Die Umsetzung erfolgte unter
Argon in einem 500-mL-Rundkolben mit K�hler. Zu einer siedenden

Abbildung 4. Experimentelle FestkArper-FT-Raman-Spektren eines CBS-
Diesters 2 (oben) und von CBS-Lys-Lys-Phe-NH2 (1; Mitte) bei einer
Anregungswellenl*nge von 1064 nm. Das unten abgebildete Raman-
Spektrum wurde f'r 1 auf dem B3LYP/6-311G(d,p)-Niveau berechnet.
Durch einen Vergleich dieser Spektren kann die mit einem Stern mar-
kierte Bande eindeutig der CBS-Einheit zugeordnet werden. Diese
Bande wurde daher als Markerbande im Rasterexperiment in Abbil-
dung 5 verwendet. Abbildung 5. Mikroskopiebild eines einzelnen TentaGel-Harzk'gel-

chens mit aggregierten Silbernanopartikeln auf der Oberfl*che (oben).
An jedem weiß eingezeichneten Punkt wurde ein SERS-Spektrum von 1
aufgenommen (Messdauer 10 Sekunden). Die Reproduzierbarkeit
dieser Spektren zeigt sich anhand der 3D-Darstellung der grundlinien-
korrigierten Raman-Intensit*ten der Markerbande bei 1700 cm�1 (siehe
SERS-Spektrum in Abbildung 3) (unten).
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L7sung von AgNO3 (45 mg) in Wasser (250 mL) wurde unter hefti-
gem R�hren eine 1-proz. Natriumcitrat-L7sung (5 mL) gegeben. Die
Reaktionsmischung wurde anschließend weitere 90 min erhitzt.

Die SERS-Spektren wurden mit einem Raman-Mikrospektro-
meter (Horiba-Jobin-Yvon, Modell LabRam, holographisches Gitter
mit 1800 Strichen pro Millimeter) aufgenommen. Die Strahlung eines
HeNe-Lasers (632.8 nm) wurde mit einem 50fach vergr7ßernden
Mikroskopobjektiv (Olympus, Model LMPlanFL) auf die Probe fo-
kussiert und in R�ckstreugeometrie gesammelt. Die Laserleistung
auf der Probe betrug bei diesen Messungen etwa 10 mW. Die De-
tektion des Raman-Spektrums erfolgte mit einer Peltier-gek�hlten
CCD-Kamera. Die Autofluoreszenz der Verbindungen, wie sie bei
den konventionellen Raman-Spektren auftritt, wird in den SERS-
Experimenten auf dem Harz effizient gel7scht.
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