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Kurzfassung

Paare sphérischer metallischer Nanopartikel sind das ideale Modellsystem, um gekoppelte plasmonische
Resonanzen und die von ihnen hervorgerufenen Phidnomene oberflichenverstiarkter Ramanstreuung
und Fluoreszenz zu untersuchen. Denn solche Nanopartikeldimere sind die einfachsten plasmonischen
Systeme, in denen ein ausgeprégter elektromagnetischer Heiffpunkt auftritt: eine massive Uberhbhung der
elektrischen Feldstdrke und der Modendichte des elektromagnetischen Feldes im Partikelzwischenraum.
Uber den Abstand der Partikel lisst sich die Frequenz, bei der dieser Heifspunkt auftritt, durchstimmen.
Gleichzeitig sind Dimere einfach genug, dass das Spektrum der elastischen Lichtstreuung sie eindeutig
charakterisiert. Diese beiden Tatsachen werden in der vorliegenden Arbeit zum ersten Mal konsequent
ausgenutzt, und zwar um den Einfluss des Dimer-HeifSpunkts auf Fluoreszenz und Ramanstreuung von
organischen Molekiilen zu untersuchen.

Es wird gezeigt, dass das Fluoreszenzspektrum des Farbstoffes Cy3 in Dimerresonatoren durch den
Purcell-Effekt selektiv bei der jeweiligen Resonanzfrequenz {iberhoht wird, wodurch sich die relati-
ven Intensitdten der vibronischen Subbanden des Spektrums drastisch d&ndern und teilweise sogar
umkehren. Die experimentellen Ergebnisse werden im Rahmen einer eigens entwickelten Theorie der
Fluoreszenzverstarkung in Anordnungen von zwei oder mehr Nanopartikeln interpretiert. Diese Theorie
der Fluoreszenzverstarkung berticksichtigt die vibronischen Unterniveaus des Grundzustands realer
Fluorophore und geht damit tiber die derzeit in der Literatur tibliche Behandlung von Fluoreszenz-
farbstoffen in der Nahe von Nanopartikeln als reine Zwei-Niveau-Systeme hinaus. Dadurch werden
genaue Vorhersagen der spektralen Verschiebung der Farbstoffemission durch den Purcell-Effekt in
Nanopartikeldimeren mdoglich. Die berechnete Verformung der Fluoreszenzspektren stimmt sehr gut
mit den experimentellen Ergebnissen tiberein. Dies zeigt, dass die Verformung der Spektren wie im
Modell angenommen ausschliellich auf die Anderung der Wahrscheinlichkeiten strahlender Ubergénge
zurtickzuftihren ist. Der gleichzeitig auftretende Energietransfer vom Farbstoff zu den Nanopartikeln
beeinflusst die Form der Spektren nicht. Damit ist dieses Experiment die erste direkte Messung der
Anderung der Wahrscheinlichkeiten strahlender Ubergénge in einem einzelnen plasmonischen Resonator
mit Abmessungen von weniger als der halben Wellenlédnge.

Durch Experimente zur Ramanstreuung an Proteinen in einzelnen Nanopartikeldimeren bringt diese
Arbeit eine zuvor unentdeckte Ursache fiir die starke Fluktuation von Spektren der oberflichenverstark-
ten Ramanstreuung aus einzelnen elektromagnetischen HeifSpunkten zum Vorschein. Die korrelierten
Messungen von Ramanstreuung und elastischer Lichtstreuung zeigen eine Verschiebung der Dimerre-
sonanz genau dann, wenn zuvor Ramanaktivitidt gemessen worden ist. Dies erlaubt den Schluss, dass
Raman-angeregte Molekiile auf die Geometrie und die Resonanzen von Nanopartikelaggregaten, wie sie
tiblicherweise zur Messung oberflichenverstarkter Ramanstreuung eingesetzt werden, zurtickwirken
konnen. Als wahrscheinlichster Mechanismus dieser Riickwirkung wird in der vorliegenden Arbeit
die Anregung mechanischer Freiheitsgrade des ramanstreuenden Proteins und seine anschliefsende
Konformationsdnderung diskutiert.

Zur systematischen experimentellen Untersuchung von Nanopartikeldimeren ist es erforderlich, diese
in ausreichender Zahl und Reinheit reproduzierbar herzustellen. In den Experimenten der vorliegenden
Arbeit werden dazu proteinkonjugierte Nanopartikel mittels Protein-Ligand-Wechselwirkungen gezielt zu
Dimeren verkniipft. Gelelektrophorese mit anschliefender Elektroelution entfernt grofiere Aggregate aus
der Probe und erhoht den Dimeranteil von 20 % auf 60 %. Bei Goldnanopartikeln mit 40 nm Durchmesser
werden breite Abstandsverteilungen mit Oberflichenabstinden zwischen 0,5 nm und 14 nm erzielt. Diese
breiten Abstandsverteilungen ermdglichen in der optischen Einzeldimerspektroskopie die Untersuchung
von Dimeren mit Resonanzfrequenzen zwischen dem griinen Spektralbereich (550 nm) und dem nahen

Infrarot (720 nm).






Zeitschriftenbeitrage zum Themenfeld

dieser Dissertationsschrift

ii.

1ii.

iv.

M. Ringler, A. Schwemer, M. Wunderlich, A. Nichtl, K. Kiirzinger, T. A. Klar und
J. Feldmann. Shaping emission spectra of fluorescent molecules with single plasmonic
nanoresonators. Phys. Rev. Lett. Im Druck.

M. Ringler, T. A. Klar, A. Schwemer, A. Susha, J. Stehr, G. Raschke, S. Funk, M. Borowski,
A. Nichtl, K. Kiirzinger, R. T. Phillips und J. Feldmann. Moving Nanoparticles with Raman
Scattering. Nano Lett. 7(9), 2753 (2007).

A. Bek, R. Jansen, M. Ringler, S. Mayilo, T. A. Klar und ]. Feldmann. Fluorescence
Enhancement in Hot Spots of AFM-Designed Gold Nanoparticle Sandwiches. Nano Lett.
8(2), 485 (2008).

T. Soller, M. Ringler, M. Wunderlich, T. Klar, J. Feldmann, H.-P. Josel, Y. Markert, A. Nichtl
und K. Kiirzinger. Radiative and Nonradiative Rates of Phosphors Attached to Gold
Nanoparticles. Nano Lett. 7(7), 1941 (2007).

E. Dulkeith, M. Ringler, T. A. Klar, J. Feldmann, A. Mufioz Javier und W. J. Parak. Gold
Nanoparticles Quench Fluorescence by Phase Induced Radiative Rate Suppression. Nano
Lett. 5(4), 585 (2005).

Weitere Zeitschriftenbeitrage

Vi.

Vii.

Viii.

E. V. Shevchenko, M. Ringler, A. Schwemer, D. V. Talapin, T. A. Klar, A. L. Rogach,
J. Feldmann und A. P. Alivisatos. Self-Assembled Binary Superlattices of CdSe and Au
Nanocrystals and their Fluorescence Properties. J. Am. Chem. Soc. 130(11), 3274 (2008).

A. S. Susha, M. Ringler, M. Paderi, N. Li Pira, G. Carotenuto und A. L. Rogach.
Luminescent gold films by thermolysis of gold-thiolate complexes in a polymer matrix. In
Vorbereitung.

T. Soller, M. Ringler, M. Wunderlich, T. A. Klar, J. Feldmann, H.-P. Josel, J. Koci, Y. Markert,
A. Nichtl und K. Kiirzinger. Streptavidin Reduces Oxygen Quenching of Biotinylated
Ruthenium(Il) and Palladium(II) Complexes. In Vorbereitung.


http://dx.doi.org/10.1021/nl0712466
http://dx.doi.org/10.1021/nl0712466
http://dx.doi.org/10.1021/nl072602n
http://dx.doi.org/10.1021/nl072602n
http://dx.doi.org/10.1021/nl070623b
http://dx.doi.org/10.1021/nl070623b
http://dx.doi.org/10.1021/nl0480969
http://dx.doi.org/10.1021/nl0480969
http://dx.doi.org/10.1021/ja710619s
http://dx.doi.org/10.1021/ja710619s




Vortrage

ii.

ii.

iv.

vi.

Vii.

Viii.

iX.

M. Ringler, T. A. Klar, G. Raschke, A. Schwemer und J. Feldmann. Optical manipulation of
nanostructures built from organic molecules and gold nanoparticles. Eingeladener Vortrag.
International Conference on Coherent and Nonlinear Optics 2007, Minsk (Belarus).

M. Ringler, T. A. Klar, A. Schwemer, J. Stehr, G. Raschke und J. Feldmann, A. Nichtl und
K. Kirzinger, R. T. Phillips. Surface-enhanced Raman scattering (SERS) in single gold
nanoparticle dimers. Molecular Plasmonics 2007, Jena.

M. Ringler, T. A. Klar*, A. Schwemer, J. Stehr, A. Nichtl, K. Kiirzinger, R. T. Phillips und
J. Feldmann. Surface-enhanced Raman scattering (SERS) in single gold nanoparticle
dimers. European Conferences on Biomedical Optics 2007, Miinchen.

M. Ringler, T. Soller, M. Wunderlich, Y. Markert, H. Josel, A. Nichtl, K. Kiirzinger, T. A.
Klar* und J. Feldmann. Phosphorescence quenching in the vicinity of gold nanoparticles.
European Conferences on Biomedical Optics 2007, Miinchen.

M. Ringler, T. A. Klar, A. Schwemer, J. Stehr, A. Nichtl, K. Kiirzinger, G. Raschke, R. T.
Phillips und J. Feldmann. Surface-enhanced Raman scattering (SERS) in single gold
nanoparticle dimers. DPG Friihjahrstagung 2007 , Regensburg.

T. Soller, M. Ringler*, T. A. Klar, ]. Feldmann, M. Wunderlich, Y. Markert, H.-P. Josel,
A. Nichtl und K. Kiirzinger. Phosphorescence quenching in the vicinity of gold
nanoparticles. DPG Friihjahrstagung 2007 , Regensburg.

M. Ringler, S. Funk, M. Borowski, T. Soller, A. Susha, G. Raschke, T. A. Klar, and
J. Feldmann. Spectroscopic properties of molecules in small gold-nanoparticle aggregates.
DPG Friihjahrstagung 2006 , Dresden.

M. Ringler, E. Dulkeith, T. A. Klar, J. Feldmann, A. Mufoz Javier und W. J. Parak. Gold
Nanoparticles quench fluorescence by phase induced radiative rate suppression.
Bunsentagung 2005, Frankfurt.

M. Ringler, E. Dulkeith, T. A. Klar, J. Feldmann, A. Mufioz Javier und W. J. Parak. Distance
dependence of fluorescence quenching by gold nanoparticles. DPG Friihjahrstagung 2005,
Berlin.

“Vortragender


http://congress.phys.msu.ru/iconolat07/
http://mtin.de/DNA/molplasmon07/index.html
http://spie.org/x14810.xml
http://spie.org/x14810.xml
http://regensburg07.dpg-tagungen.de/
http://regensburg07.dpg-tagungen.de/
http://dresden06.dpg-tagungen.de/

X.

Xi.

M. Ringler, E. Dulkeith, T. Niedereichholz, T. A. Klar und J. Feldmann, A. Mufioz-Javier
und W. ]. Parak. Fluorescence Lifetime Investigations of DNA mediated Dye/Gold
Nanoparticle Conjugates. DPG Friihjahrstagung 2004, Regensburg.

M. Ringler. Fluorescence Lifetime Investigations of DNA mediated Dye/Gold
Nanoparticle Conjugates. SFB 486 Manipulation von Materie auf der Nanometerskala,
Workshop 2004, Ringberg.

10


http://www.nanoman.physik.uni-muenchen.de/special/specialneu.html
http://www.nanoman.physik.uni-muenchen.de/special/specialneu.html

melius ergo est duos simul esse quam unum

habent enim emolumentum societatis suae.

(Ecclesiastes 4,9)

1 Einleitung

Der dieser Arbeit vorangestellte Leitsatz bedeutet, dass zwei in vielen Fillen etwas wesentlich An-
deres, ja Besseres sind als eins, da aus ihrer Gemeinsamkeit eine neue Qualitdt erwéchst. Dies trifft
genau den Kern der in dieser Arbeit untersuchten Physik plasmonischer Nanopartikel. Zwar zeigt
bereits ein einzelnes metallisches Partikel eine Plasmonschwingung der Leitungsbandelektronen
und die damit einhergehende Resonanz in den optischen Spektren. Kommt aber ein weiteres
Partikel hinzu, um mit dem ersten ein Dimer zu bilden, so ergeben sich durch die Kopplung der
Plasmonen zwei wesentlich neue Phanomene: zum einen wird die Frequenz der Resonanz tiber
den Abstand der Partikel durchstimmbar, und zum anderen kommt es im Zwischenraum der
Partikel zu einer enormen Uberh6hung der Modendichte des elektromagnetischen Feldes und —
bei resonanter Anregung — der elektrischen Feldstdrke. Damit hat das Nanopartikeldimer beinahe
ebenso viel mit einem durch den Abstand der Spiegel durchstimmbaren Hohlraumresonator
gemeinsam wie mit einem einzelnen Nanopartikel. Eine vergleichbar neue Qualitét ist beim
Ubergang von zwei zu drei oder mehr Partikeln nicht mehr zu erwarten. Martin Moskovits, einer
der Begriinder der elektromagnetischen Theorie der oberflichenverstirkten Ramanstreuung,
schreibt dazu ,,although perhaps another order of magnitude may be achievable by constructing
a cluster of optimal geometry, the dimer configuration already accounts for the lion’s share of the
extra enhancement due to aggregation” [1]. Dies macht Dimere metallischer Nanopartikel zu
dem Modellsystem schlechthin fiir die Untersuchung gekoppelter plasmonischer Resonanzen
und der von ihnen hervorgerufenen Phianomene verstarkter Ramanstreuung und verstarkter

Fluoreszenz auf nanostrukturierten Metalloberflichen.

Das Studium des gekoppelten Plasmons eines Nanopartikeldimers setzt das detaillierte Ver-
standnis der ungekoppelten Plasmonen der Einzelpartikel voraus. Das grundlegende theoretische
Verstdndnis des Plasmons eines einzelnen Nanopartikels und seine erste direkte Beobachtung
gehen bereits auf den Beginn des 20. Jahrhunderts zuriick. Lorenz und Mie erarbeiteten die nach
ihnen benannte Losung der Maxwellgleichungen in sphérischer Symmetrie [2, 3], Siedentopf
und Zsigmondy beobachteten erstmalig die Lichtstreuung einzelner Goldnanopartikel [4]. Ein
umfassendes Verstandnis des Einzelpartikelplasmons ist jedoch erst in den letzten zehn Jahren
entstanden, in denen einerseits empfindliche Detektoren verfiigbar wurden und andererseits mit
der Geburt der Nanotechnologie und der damit moglichen Manipulierung und Beobachtung
von Materie auf der Nanometerskala das Interesse an der Physik von Systemen in der Grofle
plasmonischer Nanopartikel neu erwacht ist. Insbesondere die Moglichkeit, einzelne Nanoparti-
kel zu spektroskopieren, ermoglichte dabei wesentliche Durchbriiche, da sie es erlaubt, den

11



Einfluss der inhomogenen Verbreiterung des Plasmons im Ensemble zu eliminieren. Linien-
breite des Plasmons [5], optisches Heizen und Elektron-Phonon-Kopplung [6, 7], Abhdngigkeit
der Resonanzfrequenz vom Brechungsindex des umgebenden Mediums [8], elektrochemische
Einfliisse [9], intrinsische Grofienabhangigkeit [10], Photolumineszenz [11] und nichtlineare
Phénomene wie die Erzeugung der dritten Harmonischen [12] wurden studiert und sind im we-
sentlichen verstanden. Dadurch wurde es moglich, Hybride einzelner metallischer Nanopartikel
mit organischen Molekiilen zu untersuchen. Besonderes Augenmerk richtete sich dabei auf die
Messung von Fluoreszenz und Ramanstreuung in der Ndhe von Nanopartikeln, die beide grofses
Potential zur Entwicklung von hochempfindlichen Sensoren bergen. Es zeigte sich dabei jedoch
eine deutliche Diskrepanz zwischen Resultaten, die an einzelnen Partikeln erzielt wurden, und
den Beobachtungen an grofien, chaotischen metallischen Nanostrukturen und Nanopartikel-
aggregaten. Einzelne Nanopartikel mindern fast immer die Lumineszenz eng benachbarter
Farbstoffmolekiile [13-22]. Nur wenn Abstand und Orientierung des Farbstoffmolekiils genau
kontrolliert werden und das Plasmon fiir eine kriftige Anregungsverstarkung genutzt wird,
kann bei Einzelpartikeln Fluoreszenzverstarkung erreicht werden [23, 24]. Dagegen zeigt sich
auf Nanopartikelaggregaten und an fraktalen Metallstrukturen praktisch immer eine Erhéhung
der Fluoreszenz [25-33]. Ahnlich ist die Situation bei oberflichenverstarkter Ramanstreuung:
Waihrend an Nanopartikelaggregaten und ungeordneten Nanostrukturen gewaltige Erhohungen
der Ramanstreuung um einen Faktor von bis zu 10 gemessen wurden [34-40], konnte an

einzelnen Partikeln keine vergleichbare Verstirkung der Ramanstreuung festgestellt werden.

Die Erkldrung dafiir liegt darin, dass die Kopplung zwischen den Plasmonen der einzelnen
Nanopartikel der ausschlaggebende Faktor fiir die Verstarkung von Fluoreszenz und Raman-
streuung in Nanopartikelaggregaten ist. Die Plasmonenkopplung sorgt zum einen dafiir, dass
bei einem ungeordneten Aggregat die Resonanzfrequenzen tiber das ganze Spektrum verteilt
sind und deshalb fiir eine gegebene Anregungsfrequenz stets die passende Plasmonresonanz
dabei ist. Zum anderen sorgt sie dafiir, dass das bei einem Einzelpartikel im wesentlichen auf
das Partikelinnere beschriankte resonant tiberhohte Feld aus dem Partikel heraustritt und so an
die ramanstreuenden oder fluoreszierenden Molekiile koppeln kann.

Wie eingangs erldutert, ist das Dimer zweier sphirischer Nanopartikel das einfachste und damit
das ideale Modellsystem fiir die Kopplung von Nanopartikelplasmonen und ihre Auswirkung
auf Fluoreszenz und Ramanstreuung benachbarter Molekiile. In der jiingsten Vergangenheit ist
daher das Nanopartikeldimer ins Zentrum des Interesses der Grundlagenforschung tiber oberfla-
chenverstirkte Ramanstreuung und Fluoreszenz gertickt [41-46]. Die Studien, die Gegenstand
der vorliegenden Dissertation sind, reichen wesentlich tiber diese Vorgangerarbeiten hinaus. Es ist
hier erstmalig gelungen, das Wechselspiel von Plasmonkopplung einerseits und Fluoreszenz bzw.
Ramanstreuung andererseits direkt zu beobachten, da beide erstmalig unabhéngig voneinander
am gleichen einzelnen Nanopartikeldimer gemessen werden konnten.

Im Grundlagenkapitel dieser Arbeit werden die Konzepte des Plasmons einzelner Gold-
nanopartikel und der Plasmonkopplung bei Dimeren eingefiihrt. Gleichzeitig wird mit dem
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Formalismus der verallgemeinerten Mie-Theorie das theoretische Riistzeug bereitgestellt, das
fiir ein quantitatives Verstdandnis der durchstimmbaren Resonanz von Nanopartikeldimeren
erforderlich ist und das es — in Kapitel 5 dieser Arbeit — ermoglichen wird, eine Theorie der
Raman- und Fluoreszenzverstirkung in Nanopartikelaggregaten zu entwickeln. Die Phanomene
der Ramanstreuung und Fluoreszenz selbst werden beschrieben und ihre Verstarkung in einem
Nanopartikelaggregat wird qualitativ erldutert. Schliefilich werden einige Aspekte aus der
Biochemie présentiert, die zum Verstandnis der gezielten Herstellung von Nanopartikeldimeren

mittels Protein-Ligand-Wechselwirkung notwendig sind.

Das folgende Methodenkapitel behandelt zunichst einige Techniken zur Ensemblecharak-
terisierung von Nanopartikelproben, die bei der Herstellung der Dimere zum Einsatz kommen.
AnschlieSend wird die im Mittelpunkt dieser Arbeit stehende, neuentwickelte Technik der
korrelierten Streu- und Fluoreszenz- bzw. Ramanspektroskopie vorgestellt, die es erstmalig
ermoglicht, zunédchst das gekoppelte Plasmon eines Nanopartikeldimers zu charakterisieren,
dann seine Auswirkung auf Fluoreszenz und Ramanstreuung von Molekiilen zu untersuchen,
die in den Partikelzwischenraum des Dimers eingelagert sind, und schliefilich eine eventuelle

Riickwirkung auf das Dimerplasmon zu messen.

Kapitel 4 ist der Herstellung von Nanopartikeldimeren fiir die Einzeldimerspektroskopie
gewidmet. Dazu wurde von mir eine neue Methode entwickelt, bei der Protein-Ligand-Bindungen
ausgenutzt werden, um Nanopartikel in grofSer Zahl zu Dimeren zu verkniipfen, und anschliefend
grofiere Aggregate und unverkniipfte Einzelpartikel mittels Gelelektophorese aus der Probe
entfernt werden. Elektronenmikroskopisch gewonnene Daten zur Verteilung der Partikelabstdnde
in den Dimeren werden vorgestellt und diskutiert.

In Kapitel 5 wird aufbauend auf der verallgemeinerten Mie-Theorie eine umfassende theo-
retische Beschreibung zur Raman- und Fluoreszenzverstirkung in Nanopartikelaggregaten
entwickelt, die zu analytischen Ausdriicken fiir Anregungsverstarkung, Energietransferfaktor
und Purcellfaktor in solchen Aggregaten fiihrt. Die Implementierung dieser neu entwickelten
theoretischen Beschreibung als Computer-Programm wird im Anhang der Arbeit vorgestellt
und anhand der Ergebnisse fiir ein Einzelpartikel mit etablierten Methoden verglichen und
validiert. Wir leiten her, wie sich aus Anregungsverstarkung, Energietransferfaktor und Purcell-
faktor Fluoreszenz- und Ramanverstarkung fiir ein reales Molekiil mit mehreren vibronischen
Unterniveaus des elektronischen Grundzustands berechnen lassen. Als Beispiel fiir die Anwen-
dung der in Kapitel 5 entwickelten Theorie berechnen wir die Fluoreszenzverstarkung fiir eine
Farbstoffkugel in der Mitte eines mit dem Rasterkraftmikroskop zusammengesetzten Dimers.

In den experimentellen Ergebniskapiteln der Dissertation werden sodann zwei wesentliche
Aspekte von oberflichenverstarkter Ramanstreuung und oberfldchenverstédrkter Fluoreszenz an
einzelnen Protein-Ligand-verbundenen Dimeren beleuchtet. Im Kapitel zum Purcell-Effekt in
Nanopartikeldimer-Nahfeldresonatoren wird erstmalig die Anderung des Fluoreszenzspektrums
von Farbstoffen in Nanopartikeldimeren untersucht. Es zeigt sich, dass das Dimer wie ein

makroskopischer Resonator resonante Ubergénge verstirkt und nichtresonante Uberginge
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unterdriickt und dadurch das Farbstoffmolekiil zwingt, bei der Frequenz des gekoppelten
Plasmons zu emittieren. Die experimentellen Daten stimmen sehr gut mit Daten iiberein, die
nach dem im vorangehenden Kapitel entwickelten Modell berechnet worden sind.

Im Kapitel 7 zeigen wir eine bisher unbeachtet gebliebene Ursache fiir die bei Ramanspektren
aus einzelnen elektromagnetischen HeifSpunkten hdufigen Fluktuationen der Intensitdten und
Wellenzahlen. Aus dem Vergleich des Streuspektrums vor und nach Ramanstreuung ergibt sich,
dass das ramanaktive Molekiil auf das Dimer und sein Plasmon zuriickwirken kann, indem es
die Nanopartikel auseinanderdriickt oder ndher zusammenbringt. Mogliche Mechanismen fiir
diesen Vorgang werden erortert, wobei sich als wahrscheinlichste Erklarung eine Konformati-
onsdnderung des Proteins durch die untrennbar mit der Ramanstreuung verbundene Anregung
seiner mechanischen Freiheitsgrade ergibt.

Die Arbeit schliefst mit einer Zusammenfassung der Hauptresultate, deren Einordnung in den
wissenschaftlichen Kontext und einem Ausblick auf sich ergebende Moglichkeiten fiir kiinftige
Forschung und Anwendungen.
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2 Grundlagen

2.1 Optische Eigenschaften einzelner Goldnanopartikel

2.1.1 Partikelplasmonen

Goldnanopartikel sind Festkorper aus 30 000 bis 250 Millionen Goldatomen mit Abmessungen
zwischen 5 nm und 100 nm. Sie zeigen sowohl gegeniiber dem einzelnen Atom oder Molekiil als
auch gegentiber dem ausgedehnten Festkorper deutlich verschiedene optische Eigenschaften.
Denn zum einen besitzen Nanopartikel bereits eine metallische Bandstruktur mit einem Leitungs-
band von frei beweglichen Elektronen, zum anderen sind ihre Abmessungen klein im Vergleich
zur Wellenldnge des sichtbaren Lichts, so dass die Phase einer Lichtwelle im Partikel zu einem
gegebenen Zeitpunkt nur wenig variiert. Dadurch kénnen die gesamten Leitungsbandelektronen
phasengleich gegentiber dem Gitter der positiv geladenen Atomriimpfe ausgelenkt werden. Diese
in Abb. 2.1a gezeigte Polarisierung des Nanopartikels bewirkt eine riickstellende Coulombkraft,
so dass sich das gesamte Nanopartikel wie ein durch die elektromagnetische Welle getriebener
Oszillator verhilt. Eigenfrequenz und Oszillatorstirke hangen dabei neben dem Material auch

von Form und Grofie des Partikels sowie von seiner dielektrischen Umgebung ab.

(a) (b)
Matrix 40

£0
E x

(nicht maB-
stabsgetreu)

o
o (0,001 pm?)

-40 0 0
-40 0 40 500 600 700

z (nm) A (nm)

Abbildung 2.1: Einzelpartikelplasmon (a) Schematische Darstellung eines Goldnanopartikels, in dem durch
einfallendes Licht die Plasmonresonanz angeregt wird; nach [47]. (b) Berechnetes Nahfeld eines Goldnanopartikels
mit 40nm Durchmesser in Wasser. Das in +z-Richtung einfallende Feld ist eine ebene Welle der Wellenldnge
A=532nm mit Polarisation wie in (a). (c) Berechnete Streu- (rot), Absorptions- (blau) und Extinktionsspektren
(schwarz) eines 40-nm-Goldpartikels in wassriger Losung. Fiir die Rechnungen wurden die im Anhang beschriebenen
Programme GMM und GMM-FIELD und die dielektrische Funktion von Gold nach [48] benutzt.
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Die bei der Eigenfrequenz eines solchen Nanopartikeloszillators auftretende Resonanz in den
optischen Spektren wird als Partikelplasmonresonanz, kurz als Partikelplasmon oder Plasmon,
gelegentlich auch als (lokalisierte) Oberflachenplasmonresonanz oder als Plasmon-Polariton
bezeichnet. Fiir Goldnanopartikel mit Radien von weniger als ca. 20 nm in wéssriger Umgebung
tritt die Partikelplasmonresonanz im Griinen auf: bei einer Wellenldnge von 520 nm entsprechend

einer Photonenenergie von 2,38 eV.

Nahfeld

Wie in Abb. 2.1b zu erkennen, reicht das Feld des polarisierten Nanopartikels teilweise in den
Aufienraum und vermindert oder erhcht dort je nach Betrag und Orientierung zum einfallenden
Feld E;, die lokale elektrische Feldstarke E, wodurch Fluoreszenz [20, 23, 24] und Raman-Streuung
dort befindlicher Molekiile beeinflusst werden [34, 35, 49].

Allerdings ist die maximale Uberhshung der elektrischen Feldstérke bei einem einzelnen spha-
rischen Nanopartikel vergleichsweise klein (Abb. 2.1b). Die gerade Verbindungslinie zwischen
den getrennten Ladungen liegt stets innerhalb des Nanopartikels, und so verlaufen auch die
Feldlinien grof3teils innerhalb des Partikels.

Strahlende und nichtstrahlende Dampfung — Streuung und Absorption

Bei der Schwingung der Leitungsbandelektronen im Nanopartikeloszillator werden Ladungen
beschleunigt, und so kommt es zur Emission einer elektromagnetischen Welle mit der Frequenz
des anregenden Lichts: die einfallende Welle wird gestreut. Der Wirkungsquerschnitt o, fiir die
Streuung ist proportional zur Polarisierung des Nanopartikels und weist daher in der Ndhe der
Eigenfrequenz des Oszillators ein ausgepréagtes Maximum auf. Diese Streuresonanz ermoglicht
es, einzelne Goldnanopartikel in einem geeigneten Streulicht-Mikroskop als helle griine Punkte
sichtbar zu machen [4] und zu spektroskopieren [5, 50, 51]. Das berechnete Streuspektrum fiir
ein 40-nm-Goldpartikel in Wasser ist in Abb. 2.1c gezeigt.

Das Partikelplasmon erfahrt eine nichtstrahlende Dampfung, die bewirkt, dass die anregende
Welle nicht nur gestreut, sondern auch absorbiert wird. Die nichtstrahlende Dampfung um-
fasst zwei Hauptkomponenten: Dephasierung durch St63e der oszillierenden Elektronen und
Plasmonzerfall unter Erzeugung eines Elektron-Loch-Paares [5, 52, 53]. Bei den Stofsen kann
zwischen Stoflen der oszillierenden Elektronen untereinander, an Fehlststellen im Gitter und
an der Partikeloberfldche differenziert werden, wobei der Einfluss der Oberflachenstreuung
mit abnehmendem Partikelradius immer grofler wird. Bei den Elektron-Loch-Paar-Anregungen
unterscheidet man zwischen Intrabandanregungen, bei denen Elektron und Loch im sp-Band
erzeugt werden, und Interbandanregungen, bei denen das Loch im d-Band und das Elektron im
sp-Band erzeugt werden.

Die nichtstrahlenden Dampfungsprozesse bewirken letztendlich, dass elektromagnetische

Energie durch das Plasmon dufierst effizient in Warme umgesetzt wird. Das Plasmon ist also
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2.1 Optische Eigenschaften einzelner Goldnanopartikel

eine Senke fiir die Energie des Lichtfeldes. Daher nimmt auch der Absorptionsquerschnitt ,ps
der Goldnanopartikel in der Nédhe der Eigenfrequenz der Plasmonoszillation ein Maximum an
(Abb. 2.1c). Die erzeugte Warme kann dazu genutzt werden, einzelne Nanopartikel abzubil-

den [54], Tumorgewebe zu zerstoren [55] oder Nanopartikelaggregate aufzuschmelzen [56].

2.1.2 Mie-Theorie

Zur theoretischen Behandlung der optischen Eigenschaften von Goldnanopartikeln miissen die
Maxwellgleichungen mit den entsprechenden Randbedingungen geltst werden. Dabei wird das
Goldnanopartikel als eine Kugel im Ursprung des Koordinatensystems idealisiert und seine
Materialeigenschaften werden durch eine dielektrische Funktion €7 modelliert.

Streuung und Absorption eines Lichtfeldes Ei, mit Kreisfrequenz w an einem auf diese Weise
idealisierten Partikel konnen berechnet werden, indem man die Maxwellgleichungen unter

geeigneten Randbedingungen 16st.

Formulierung des Problems

In einem quellenlosen, isotropen und homogenen Medium gelten fiir Felder mit harmonischer
Zeitabhingigkeit' e7! die Maxwellgleichungen

V-E=0 (2.1.1a)
V-H=0 (2.1.1b)
VXE =iw pouH (2.1.1¢)
VxH = —iweoeE (2.1.1d)

mit den Vektoren des elektrischen und magnetischen Feldes E und H, der magnetischen
Permeabilitat pop und der Permittivitét ege. Die Gleichungen (2.1.1c) und (2.1.1d) kénnen durch

Anwendung des Rotationsoperators entkoppelt werden zu

VX(VXE)-KE=0 (2.1.2a)
Vx(VxH)-KH=0 (2.1.2b)

wobei das Quadrat der Wellenzahl im Medium k?= w?pgpéoe eingefiihrt wurde. Das Gleichungs-
system (2.1.2) ldsst sich durch Verwendung der Divergenzfreiheit Gl. (2.1.1a) und Gl. (2.1.1b) zur
vektoriellen Helmholtzgleichung umformen:

VZE+KE=0 (2.1.3a)
V?H +K*H =0 (2.1.3b)

Im folgenden wird diese Zeitabhangigkeit e ! der Felder als gegeben betrachtet und nicht mehr explizit
mitgeschrieben.
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Dabei steht V? fiir den Vektor-Laplaceoperator. Die Gleichungen (2.1.3) miissen separat im Innen-
wie im Auflenraum des Partikels erfiillt sein.

An der Oberflaches des Partikels miissen die Tangentialkomponenten des elektrischen und
des magnetischen Feldes stetig sein [57, Gl. 3.7], die zu erfiillenden Maxwell-Randbedingungen
lauten also

(Ew+Ew —Er)x2,=0  fir |irl=R (2.1.4a)
(Hin + Hgy — HI) xé, =0 fiir |lr]|=R (2.1.4b)

Dabei sind Ei, und Hj, die einfallenden Felder, Eg und Hy, die gestreuten Felder und E; und
H die Felder im Partikelinneren. &, ist der radiale Einheitsvektor, ¥ der Ortsvektor und R der
Radius des Nanopartikels.

Die Gleichungen (2.1.3) und (2.1.4) wurden zuerst von Ludvig Lorenz [2] und Gustav Mie [3]
gelost. Im Folgenden wird eine moderne Form der Losung unter Benutzung der sphérischen
Vektorwellenfunktionen vorgestellt. Dies geschieht in solcher Weise, dass die Erweiterung auf
mehrere Partikel in Abschnitt 2.2.2 leicht zu bewerkstelligen ist. Die Darstellung stiitzt sich dabei
im wesentlichen auf [57-59].

Die sphirischen Vektorwellenfunktionen

Die spharischen Vektorwellenfunktionen M{;m und N f,m bilden fiir j = 1,2 und fiir j = 3,4 je eine
Basis der divergenzfreien Losungen der vektoriellen Helmholtzgleichung (2.1.3). In sphérischen
Koordinaten {r, ¢, 0} lauten sie

M}, = (i Tun(c0s 0) 9 — Tyn(cos 0) 24) z)(kr) €™ (2.1.5a)

N{nn ==V XM{nn

k
o Zhkn)
= (71(71 + 1) P} (cos 6) . e + (2.1.5b)
. 1 d i in
(Tmn(COS 0) g + i Tt (cos O) e¢,) o dr (rzn(kr)) e’

Dabei sind z} = j, und z2 = v, die sphirischen Besselfunktionen der ersten und zweiten Art,
z3 = hl und z} = K2 die spharischen Hankelfunktionen der ersten und zweiten Art. P/" bezeichnet
die assoziierte Legendrefunktion der ersten Art mit Grad n € IN\ {0} und Ordnung m € {-n,...n},
und 7, und T, sind gegeben durch

d
Tlun(cos ) = ﬁpf(cos 0) Tn(cos 8) = @P;"(cos 0) (2.1.6)
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2.1 Optische Eigenschaften einzelner Goldnanopartikel

Entwicklung der Felder in sphérischen Vektorwellenfunktionen

Die einfallende Welle mit Amplitude Ey und das Feld im Inneren des Partikels werden nun nach
der Basis {M,,, N}, M%,,, N2, } entwickelt. Dabei verschwinden die Entwicklungskoeffizienten
fiir M2,, und N2,,, da die spharischen Besselfunktionen der zweiten Art und mit ihnen M?, und
N?, am Ursprung divergieren, wohingegen sowohl die einfallende Welle als auch das Feld im
Partikelinneren am Koordinatenursprung einen endlichen Wert haben. So ergeben sich, wenn

man die Normierungskonstanten

. (n —m)!
Emn =1 (21’1 + 1) (1’1 + Tﬂ)' 0 (217)
einfiihrt, die Entwicklungen
00 n
En =—i Z Z En (Pmn Ny + Gun Milnn) (2.1.8a)
n=0 m=-n
00 n
[€a€
Hin == il Z Z Emn (an N}nn + Pmn M:rm) (218b)
HAato n=0 m=-n
und!
Er=—i Z Eun (nin Nbyy + Con M) (2.1.92)

n,m
ETE
Hy = [HX Y B (con Nbys + s M}, (2.1.9b)
Hrito 4=

wobei der Index A fiir den Auflenraum und der Index 7 fiir den Innenraum des sphérischen

Partikels gewdhlt worden sind.
Das gestreute Feld wird nach der Basis {M>,,, N>,,, M3,,, N} entwickelt. Hier verschwinden

mn’s mn’ mn’s

nun die Entwicklungskoeffizienten von M%,, und N, da diese im Fernfeld eine einlaufende Ku-

gelwelle beschreiben, wihrend das gestreute Feld im Fernfeld den Charakter einer auslaufenden

Kugelwelle haben muss. Es ergibt sich also

Ey =i Z Ejn (amn sz + by Mim) (2.1.10a)

nm
EAE
Hye = |22 By (b Ny + i M) (2.1.10b)
Hatto =

00 n
IWir schreiben fortan Y, Y vereinfachtals Y.

n=0m=-n n,m
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Losung: die Streukoeffizienten

Die Losung des Streuproblems besteht nun darin, die Entwicklungskoeffizienten des gestreuten
Feldes a,,, und b,,, in Abhangigkeit von denen des einfallenden Feldes p,,, und g, zu erhalten.
Zu diesem Zwecke werden nun die Entwicklungen der Felder in die Gleichungen (2.1.4) der

Maxwellrandbedingungen eingesetzt.

Die Losung dieser Gleichungen nach den Streukoeffizienten a,,, und b,,, lautet dann

L1 ju(v) %(x jn(x)) — U1 Ju(x) %(vx jn(VX)))Pmn — (2.1.11a)

Apn =

A ju(v) E(xBh@) = pr hh ) & (vx ju(er)
_ K Jp) §5(p np) = i np) (v jnCvp)
Uz ju(vp) (0 hh(0)) = na (o) (v ju(vp))

Gmn =: by, qmn (2.1.11b)

mn

wobei die dimensionslosen Grofien

k
p=kaR v=-2L (2.1.12)
ka
eingefiihrt wurden. Die in Gleichung (2.1.11) definierten Groflen a,, und b, werden Miekoeffizi-
enten des Partikels genannt. Ebenso erhélt man die uns hier nicht interessierenden Entwicklungs-
koeffizienten des Feldes im Inneren des Partikels [58, Gl. (13)].

Es sei bemerkt, dass im Gegensatz zur Behandlung in [57] bis hier keine Annahmen hinsichtlich
des einfallenden Feldes gemacht worden sind, insbesondere ist nicht angenommen worden,
dass es sich beim einfallenden Feld um eine ebene Welle handelt. Dies werden wir uns bei der
Verallgemeinerung der Mietheorie auf Systeme mehrerer Partikel in Abschnitt 2.2.2 zunutze

machen.

Absorptions-, Streu- und Extinktionsquerschnitte

Die Absorptions-, Streu- und Extinktionsquerschnitte konnen nun berechnet werden, indem der

zeitgemittelte Poynting-Vektor im Auflenraum

Sa = 1Re(Eax Hy)
= 5Re((Ein + Es) X (Hin + Hstr)")

1 . . X . X X (2.1.13)
= 5Re(Ein X HY) + 5Re(Egey X Hy,) + 3Re(Ein X Hyy, + Ege X HY)

Sin S str Sext

fiir eine einfallende ebene Welle betrachtet wird. Man erhélt die Wirkungsquerschnitte durch In-
tegration der entsprechenden Poynting-Vektoren tiber eine das Partikel einschliefende Sphire dK
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2.2 Optische Eigenschaften kleiner Nanopartikelaggregate

und Division durch den einfallenden Lichtstrom S;, = % Veaeo/(uapo) |Eol? [57, 58]:

1
Ostr = o f Sstr - €, dA (2.1.14a)
Sin JK
1
Oext = —5— Sext * & dA (2114b)
Sin oK
Oabs = Oext — Ostr (2114C)

Die Koeffizienten der Entwicklung einer x-polarisierten ebenen Welle in Vektorwellenfunktionen
lauten [58, Gl. (85)].

1 1
Pmn = E (6;111 - mém —1) (2115a)
Y PN S (2.1.15b)
an—z m 1 Tl(l’l+1) m -1 A

Damit ergeben sich durch Einsetzen der Entwicklungen (2.1.8) fiir die einfallende Welle und
(2.1.10) fiir die gestreute Welle in Gl. (2.1.14) die Wirkungsquerschnitte in Abhédngigkeit von den
Miekoeffizienten (2.1.11) zu

21
ow = 3 Z(zn +1) (lal + Ibul?) (2.1.16a)
21
Oe = T )2+ 1) Rela, +by) (2.1.16b)
Oabs = Oext — Ostr (2.1.16¢)

Die nach diesen Formeln berechneten Wirkungsquerschnitte fiir ein Goldpartikel mit 40 nm

Durchmesser in Wasser sind in Abb. 2.1c dargestellt.

2.2 Optische Eigenschaften kleiner Nanopartikelaggregate

2.2.1 Gekoppelte Partikelplasmonen

Wie zu Anfang des Kapitels erldutert dndert ein metallisches Nanopartikel die lokale elektrische
Feldstarke in seiner Umgebung. Innerhalb eines Radius von der Gréfienordnung des Nano-
partikeldurchmessers (vgl. Abb. 2.1b) erreicht sein Streufeld ein Mehrfaches der Amplitude der
einfallenden Welle. Werden nun zwei oder mehr Nanopartikel einander so weit angenéhert,
dass ihr Abstand kleiner wird als ihre Abmessungen, so fiihrt dies dazu, dass das Nahfeld eines
Nanopartikels die Plasmonoszillation der benachbarten Partikel beeinflusst: die Plasmonen der
Partikel koppeln. Diese Kopplung der Plasmonen kann mit der Hybridisierung der elektronischen

Niveaus zweier Atome zu den gemeinsamen Niveaus eines Molekiils verglichen werden [60].
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Alternativ kann man die Plasmonenkopplung als Kopplung zwischen zwei Dipolen veranschau-
lichen. Dies wird hier kurz fiir ein Dimer aus zwei gleich grofien Nanopartikeln desselben
Materials mit uz = uy = 1 demonstriert, um die wesentlichen qualitativen Einsichten zu erhalten.
Im folgenden Abschnitt wird dann die Mie-theoretische Beschreibung auf Systeme mehrerer
Nanopartikel erweitert, um auch eine quantitative Berechnung der optischen Eigenschaften eines
Nanopartikelaggregats zu ermoglichen.

Quasistatische Dipolndherung

Das Streufeld von Nanopartikeln, deren Abmessungen wesentlich kleiner als die Wellenldnge
sind, hat tiberwiegend dipolaren Charakter. Dies ist intuitiv einleuchtend und kann z. B. auch
gezeigt werden, indem man die Miekoeffizienten Gl. (2.1.11) fiir kleine Gréflenparameter p
entwickelt [57, Kap. 5]. Beschrankt man sich auf ein Gebiet, dessen Abmessungen wesentlich
kleiner als die Wellenldnge des einfallenden Lichtes sind, so kann man das Feld im Auflenraum
eines am Ort r; befindlichen Nanopartikels ndherungsweise als statisches Dipolfeld beschreiben

r—r; . r—r; _
3(||r—r,-u ”i) Tr=rll ~ Pi
drte geollr — rill®

Eiip,i(r) = (2.2.1)

wobei p; das durch die Polarisierung des Partikels hervorgerufene Dipolmoment bezeichnet.

Dipolkopplung

Nun beeinflusst das von jedem der beiden Nanopartikel ausgehende Dipolfeld die Polarisierung

des anderen. Es muss also gelten

P1 = QE €A (Ein(ﬁ) + Edip,z(ﬁ)) (2.2.2a)
P, = Qg €A (Ein(fz) + Edip,l(rz)) (2.2.2b)

Hierbei ist ag die Dipolpolarisierbarkeit eines einzelnen Partikels!.

Die Situation ist in Abb. 2.2 dargestellt. Je nach Polarisation des einfallenden Feldes verstarkt
oder schwacht das Dipolfeld des einen Partikels das einfallende Feld am Ort des anderen.
Ist die Polarisation des einfallenden Feldes senkrecht zur Dimerachse, so wirken die Felder
der induzierten Dipole dem einfallenden Feld entgegen, in diesem Fall spricht man von der
transversalen Mode des Dimers. Ist E;, parallel zur Achse des Dimers, so verstirken die
induzierten Dipole das einfallende Feld. Man spricht von der longitudinalen Mode des Dimers.

Imit der Dimension eines Volumens
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2.2 Optische Eigenschaften kleiner Nanopartikelaggregate

(a) (b
Ein

)
Abbildung 2.2: Kopplung zweier Nanopartikelplasmonen, Schema. (a) Transversale Mode. Die Dimerachse steht
senkrecht auf dem Vektor des einfallenden elektrischen Feldes. Das Feld des einen polarisierten Nanopartikels wirkt
am Ort des anderen Nanopartikels dem einfallenden Feld entgegen. Dies hat eine geringere Polarisierbarkeit der
Nanopartikel zur Folge. (b) Longitudinale Mode. Die Dimerachse verlduft parallel zum Vektor des elektrischen

Feldes. Das Feld des einen polarisierten Nanopartikels verstarkt am Ort des anderen Nanopartikels das einfallende
Feld. Dies hat eine erhthte Polarisierbarkeit der Nanopartikel zur Folge.

Transversale und longitudinale Resonanzen eines Dimers

Lost man nun das Gleichungssystem (2.2.2) unter der fiir A > ||r; — ;|| gerechtfertigten Annahme

Ein(r1) = Ein(r2) =: Ejn, so erhdlt man die Polarisierbarkeit des Dimers ap aus
Py + P, = ap éacoEin (2.2.3)

zundchst zu

ikl ) (2.2.4)

ap = 2ag /(1  4nd3

wobei der Abstand der Mittelpunkte der Nanopartikel d = ||r; — r;|| eingefiithrt wurde und t = 2
fiir die longitudinale Mode und 7 = —1 fiir die transversale Mode einzusetzen ist.

Um dieses Ergebnis besser zu verstehen, modellieren wir jedes der Nanopartikel und ihre
gemeinsame Umgebung auf die einfachstmogliche Weise: Fiir die Umgebung setzen wir e = 1,
und fiir das Nanopartikel verwenden wir die dielektrische Funktion eines Drudemetalles
erw)y=1- a)pz / (w?* + ilw) mit Plasmafrequenz wp und Ddmpfung I' [53]. Dies setzen wir in die
Clausius-Mosotti-Polarisierbarkeit ag = 47 R? (e — £4) /(e + 2e4) [53] ein und diese wiederum
in Gleichung (2.2.4).

Als Frequenzen maximaler Polarisierbarkeit des Einzelpartikels |ag| bzw. des Dimers |ap|

ergeben sich dann

wy T2
Wg = \7 ~ 5 (Einzelpartikel) (2.2.5a)

R\ @}
wp(t) = \|wg? -7 (E) ?p (Dimer) (2.2.5b)
Das heifst, die transversale Resonanz mit 7 = —1 ist, wie in Abb. 2.3a dargestellt, gegentiber
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Abbildung 2.3: Gekoppelte Plasmonresonanzen eines Drudedimers in Abhingigkeit vom Abstand, quasista-
tische Dipolniherung. (a) Resonanzfrequenzen. Berechnet nach Gl. (2.2.5) fiir ein Dimer aus zwei identischen
Nanopartikeln, die aus einem Drudemetall mit /iw, = 9,1eV und ilI' = 40 meV bestehen und von Luft umgeben
sind. Die Resonanz der longitudinalen Mode (rot) verschiebt sich ins Rote, die der transversalen Mode (blau)
verschiebt sich ins Blaue. Die Resonanzfrequenz der longitudinalen Mode ist empfindlicher auf Abstandsanderungen.
(b) Absolutbetrag der Polarisierbarkeit bei der Resonanzfrequenz. Die Polarisierbarkeit des Dimers ist in der
longitudinalen Mode (rot) grofler und in der transversalen Mode (blau) kleiner als die zweier ungekoppelter
Nanopartikel (grau), vgl. Abb. 2.2.

der Einzelpartikelresonanz blauverschoben, wihrend die longitudinale Resonanz mit 7 = 2
gegeniiber der Einzelpartikelresonanz rotverschoben ist. Fiir grofie Abstiande d erhdlt man durch
Entwicklung der Wurzel in Gl. (2.2.5b)

lwp — wg| ~d™® fir d— oo (2.2.6)

Bei grofien Partikelabstinden d gilt allerdings die quasistatische Ndherung nicht, so dass dieses
Ergebnis nur von geringem Wert ist. Fiir die Maximalpolarisierbarkeit ergibt sich kein einfacher
Ausdruck. Durch Einsetzen von Zahlenwerten, wie in Abb. 2.3b geschehen, sieht man aber, dass
die Polarisierbarkeit des Dimers in der longitudinalen Mode grofier und in der transversalen
Mode kleiner ist als die zweier ungekoppelter Nanopartikel.

2.2.2 Verallgemeinerte Mie-Theorie

Im vorangehenden Abschnitt konnte in der quasistatischen Dipolnidherung fiir zwei gleiche
Partikel aus einem Drudemetall in Luft gezeigt werden, wie sich die Kopplung der Plasmonen
in einem Dimer auf die optischen Eigenschaften des Systems auswirkt: die Plasmonresonanz
wird polarisationsabhingig. In der longitudinale Mode ist sie, verglichen mit den ungekoppelten
Plasmonen der beiden Nanopartikel, rotverschoben und verstérkt, in der transversalen Mode
aber blauverschoben und abgeschwicht.

Im folgenden soll nun gezeigt werden, wie Streufeld sowie Streu- und Absorptionsquerschnitt
vieler beliebig angeordneter Partikel aus im allgemeinen verschiedenen Materialien und mit
verschiedenen Radien, die in ein nicht absorbierendes Medium eingebettet sind, exakt berechnet
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2.2 Optische Eigenschaften kleiner Nanopartikelaggregate

werden konnen. Es wird dabei lediglich vorausgesetzt, dass die Partikel sphérisch sind und ebenso
wie das einbettende Medium durch eine skalare dielektrische Funktion beschrieben werden
konnen. Es sei darauf hingewiesen, dass die Losung ,voll retardiert’ ist, d. h. es wird an keiner
Stelle die durch die Wellenpropagation bedingte raumliche Anderung der Phase vernachlassigt.
Eine Implementierung des hier vorgestellten Losungswegs als Computerprogramm GMM-FIELD
wird in Anhang A beschrieben, numerische Ergebnisse fiir Dimere werden in Abschnitt 2.3
gezeigt.

Im wesentlichen sind bereits in Abschnitt 2.1.2 die grundlegenden Konzepte eingefiihrt
worden. Die dort erlduterte Losung der Maxwellgleichungen im Innen- und Aufienraum eines
einzelnen sphérischen Partikels wird nun Xu [58, 59] folgend lediglich auf den Fall beliebig
vieler Partikel erweitert. Es werden wie zuvor die Maxwellgleichungen (2.1.1) gelost, indem
die einfallenden Felder, die Felder im Partikelinneren und die gestreuten Felder in sphérischen
Vektorwellenfunktionen entwickelt werden, um dann aus den Maxwellrandbedingungen an der
Partikeloberfldche die Entwicklungskoeffizienten der gestreuten Felder in Abhdngigkeit von den
Entwicklungskoeffizienten der einfallenden Felder zu erhalten.

Die Partikel werden mit griechischen Kleinbuchstaben durchindiziert, um die Einfithrung der
folgenden partikelabhdngigen Grofien zu ermoglichen:

E;—>E, H;—>H, Eu—E, Hu-H,
] ] ] 3
Ay — aﬁ,m by — bfm Con — ci,m Ay — dfnn (2.2.7)

P by, — U p—pf v— P R—RF
Aufierdem schreiben wir

M7/11[:l = M{nn(rﬁ,({?ﬁ/ 95) und (2.2.8a)
N = Nbu(rs, 05, 65) (2.2.8b)

fiir die sphérischen Vektorwellenfunktionen beziiglich der am Ort rg des Partikels mit dem Index
p zentrierten Kugelkoordinaten {rg, ¢4, Og}. Wenn wir die Ersetzungen (2.2.7) und M — anl,i
sowie N/, — Nﬁnﬁn vornehmen, gelten die Entwicklungen der inneren und der gestreuten Felder

Gl. (2.1.9) und Gl. (2.1.10) fiir jedes Partikel § in unveranderter Form.

Der wesentliche Unterschied zum Ein-Partikel-Fall kommt nun dadurch zustande, dass das
totale einfallende Feld am Partikel f nicht mehr nur aus der von aufien einfallenden Welle,
sondern zusitzlich aus den gestreuten Feldern der anderen Partikel besteht. Wir ersetzen also in
Entwicklung (2.1.8)

En—>E =Ep+ Z E, (2.2.9a)
v#p
Hy, —» H' =H;, + Z H, (2.2.9b)
v#p
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Die Hauptschwierigkeit besteht nun darin, fiir ein Partikel g die totalen einfallenden Felder
Eﬁl und Hiﬁn gemdfs Gl. (2.1.8) in den spharischen Vektorwellenfunktionen M,lﬂﬁ und N,lﬂﬁ zu
entwickeln, d. h. eine Abhidngigkeit der Form

P = Pmn (¥, Do G 1l 0P (2.2.10a)
Gon = o0, Do, G 207 ,a7F )7 (2.2.10b)

zu konstruieren, wobei p?nf, und q?,,ﬁ die Entwicklungskoeffizienten der von aufien einfallenden
Welle beziiglich der zu Partikel g gehorigen Vektorwellenfunktionen sind. Gelingt dies, so ergeben
die Maxwellrandbedingungen Gl. (2.1.4) fiir jedes Partikel § ein Paar von Gleichungen der Form
Gl. (2.1.11), das die Entwicklungskoeffizienten der von Partikel § gestreuten elektrischen und
magnetischen Felder aﬁm und bﬁm mit den Entwicklungskoeffizienten der gestreuten Felder der
anderen Partikel a%:;ﬁ und bﬁ,ﬁ und den Entwicklungskoeffizienten des einfallenden Feldes pomﬁ
und qgﬁ verbindet. Die Losung des resultierenden Gleichungssystems liefert dann alle Streuko-
effizienten afin und bﬁm in Abhédngigkeit von den Entwicklungskoeffizienten der einfallenden
Welle p?ng und q?,,ﬁ, von den Radien RF, von der Anordnung der Partikel ausgedriickt durch die rg
und von den Materialeigenschaften ausgedriickt durch die Permissivitdten und Permeabilitdten
der Partikel und des einbettenden Mediums. Hat man die Streukoeffizienten u’fnn und bfm, SO
kann man aus diesen das gesamte gestreute Feld und daraus wiederum das vollstdndige Feld
im Aufien- und Zwischenraum der Partikel sowie Streu- und Absorptionsquerschnitte geméfs
Gleichung (2.1.14) berechnen.

Das Problem, das durch GL (2.2.9) gegebene gesamte einfallende Feld am Partikel § in dessen
Koordinatensystem beziiglich der Vektorwellenfunktionen zu entwickeln, also den Zusammen-
hang GL. (2.2.10) herzustellen, ldsst sich in zwei Teile aufspalten: erstens die Entwicklung der

einfallenden Welle E;, und Hj, und zweitens die Entwicklung der Streufelder E’ und H_der

str str
anderen Partikel.

Entwicklung der einfallenden Welle E;,, Hi,

Als wichtiges Beispiel fiir den ersten Teil betrachten wir eine einfallende ebene Welle mit Wellen-
vektor k. In Abschnitt 5.2 wird dartiber hinaus die Entwicklung des von einem oszillierenden
Dipol emittierten Feldes hergeleitet. Fiir die ebene Welle nutzen wir die Entwicklung GI. (2.1.15)
beziiglich des Koordinatensystems eines beliebigen einzelnen Partikels, wir wahlen hier das
Partikel mit Index 1. In dieser Darstellung habe die ebene Welle die Entwicklungskoeffizienten
POt und ¢} beziiglich der Vektorwellenfunktionen M. und N},}. Nun gilt aber

Ein(r})) = Ein(rp) exp(ika - (r}) — 1)) (2.2.11)
und damit erhélt man die Entwicklungskoeffizienten p% und q?nz, beztiglich M;fn' und N ,1,121 zu

P = Pomexplika - () =) und g0 = g%} exp(ika - () — Y)) (2.2.12)
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2.2 Optische Eigenschaften kleiner Nanopartikelaggregate

y
strr Hapr der anderen Partikel

Entwicklung der Streufelder E’,

Die Entwicklung der Streufelder der anderen Partikel beruht auf der Entwicklung der Vektorwel-
lenfunktionen ]\/Ifnz und N i% beziiglich M,l,,ﬁ und N ,1,1’,3, Diese Entwicklung wurde zum ersten Mal
von Stein [61] und Cruzan [62] erfolgreich durchgefiihrt. Die Koeffizienten dieser Entwicklung,
die sogenannten Translationskoeffizienten, die den aus der quantenmechanischen Drehimpuls-
kopplung bekannten Clebsch-Gordan-Koeffizienten verwandt sind, seien mit A7 (rg - rg) sowie
i (rg - ré) bezeichnet. Wenn man sodann

Ay —10) = 5 W - ;) (2.2.13a)
und
B(rh—10) = E’” B - 1)) (2.2.13b)

setzt so erhdlt man die Entwicklungskoeffizienten pme und qz,’qf der gestreuten Felder E,_ und
Lp

H’,_ beziiglich an und N, fir y # p zu
P = Z Z @l AT(E )+ bl B ) (2.2.14a)
=1 m=-1
G = Z Z @ Brn(rh = 10) + Ul Anii(r = 70) (2.2.14b)

Entwicklung des gesamten einfallenden Feldes e, H
m m
Die Entwicklung des gesamten einfallenden Feldes ergibt sich nun zu

. B 1p 1p
Elfn =1 Z Em” (piﬂn mlil + ann Mmél) (2215a)

[6‘ €|
- ij(z) ZEmn qmn Nmn +pmn 1/3) (2-2-15b)

mit
Ph =P+ ) P und (2.2.16a)
VEp
G = Doty + Y O (2.2.16b)
VEp

gemdfd Gl. (2.2.12) und Gl. (2.2.14).
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Streukoeffizienten

Mit den in den vorhergehenden Abschnitten hergeleiteten Entwicklungskoeffizienten pfn,, und

qﬁm ergibt sich analog zu (2.1.11) das Gleichungssystem

fjm = ﬂann - a’fl Pg/:l - Z (az/nn Anm;Z(rg - ”g) bmn an(r(g) g)) (2217&)

v#p
i

0 o
bfnn = bnqmn - bg qmg - Z (az/nn Bm;

v#p
1,1

(5= 1) + by Al — 1)) (2.2.17b)

Die Losung dieses Gleichungssystems mit den Unbekannten b, und b5, in Abhingigkeit

von den Miekoeffizienten der Partikel a,ﬁl und b‘,g,, den Entwicklungskoeffizienten pgfl und q?nﬁ
der einfallenden Welle und den Translationskoeffizienten A7 (rﬁ ) und Bm(rg rg) stellt die
Losung des Streuproblems dar. Verschiedene Methoden zur numerischen Losung des Gleichungs-
systems sind in der Literatur vorgeschlagen worden. Die Entwicklungen werden immer bei
einem geeignet gewdhlten 11ma bzw. fimax abgebrochen, wobei die Konvergenz der Reihen nach
unterschiedlichen Kriterien beurteilt wird. Die numerische Schwierigkeit liegt darin, eine in der
Regel grofle Zahl der Translationskoeffizienten A7 und B/'" in vertretbarer Zeit zu berechnen.

Eine schnelle Implementierung wird in Anhang A Vorgestellt.

Totale gestreute Felder, Streu- und Absorptionsquerschnitt

Ist das Gleichungssystem (2.2.17) gelost, so konnen die totalen gestreuten elektrischen und

magnetischen Felder als Summe der Einzelstreufelder konstruiert werden.

ER(r) = ZEm(r) HYSl(r) = ZHm(r) (22.18)

Die partiellen Streufelder £ (r) und H* (r) berechnen sich dabei aus den Streukoeffizienten

gemafs Gl. (2.1.10). Die Summation der totalen Streufelder und der einfallenden Felder E;,

str str

beziehungsweise Hj, liefert die tatsdchlich herrschenden elektrischen und magnetischen Felder
im Auflen- und Zwischenraum der Partikel. Aus diesen lassen sich mit Hilfe der Gleichun-
gen (2.1.14) Streu-, Absorptions- und Extinktionsquerschnitt der Partikelansammlung berechnen.
Die Integrale konnen dabei symbolisch ausgefiihrt werden. Die expliziten Ausdriicke fiir die
Wirkungsquerschnitte in Abhiangigkeit von den Koeffizienten der einfallenden Welle und den
Streukoeffizienten finden sich in [63] und [64]. Aus den leicht abgewandelten Gleichungen (5.2.8)
und (5.2.9) in Kapitel 5 dieser Arbeit lassen sie sich durch Anwendung von Gl. (5.2.6) unmittelbar

zuriickerhalten.
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2.2 Optische Eigenschaften kleiner Nanopartikelaggregate

2.2.3 Andere Methoden zur Lésung des Streuproblems

Die verallgemeinerte Mie-Theorie ist die exakte Losung der Maxwellgleichungen fiir eine
Ansammlung isotroper, kugelférmiger Partikel. Damit ist sie die genaueste und zugleich auch
die schnellste Methode, um das Streuproblem fiir eine derartige Geometrie zu 16sen. Genau
diese Tatsache, dass es moglich ist, die Maxwellgleichungen fiir den Fall kugelférmiger Partikel
exakt zu losen, war entscheidend dafiir, dass Systeme aus sphérischen Partikeln in dieser Arbeit
experimentell untersucht wurden und auch von anderen Gruppen erforscht werden.

Es ist jedoch wahrscheinlich, dass im Zuge der Fortsetzung der hier beschriebenen Forschung
auch das Interesse besteht, Systeme zu untersuchen, die nicht aus kugelférmigen Partikeln
bestehen. Hierzu steht eine Vielzahl approximativer Methoden zur Verfiigung. Besondere Be-
deutung gewonnen haben unter diesen in jiingerer Zeit die Diskrete Dipolapproximation! [65],
die Methode mehrerer Multipole? [66, und Referenzen darin] und die direkte Losung der Max-
wellgleichungen mit der Finite Difference Time Domain Methode® (FDTD) [67, und Referenzen
darin]. Ein ausfiihrlicher Vergleich dieser Methoden wiirde den Rahmen der vorliegenden Arbeit
sprengen und ist fiir diese auch nicht relevant, da hier nur Systeme betrachtet werden, fiir die in
der Gestalt der verallgemeinerten Mie-Theorie eine exakte Losung vorliegt. Deshalb sei an dieser
Stelle nur auf die einschliagigen Ubersichtsartikel [68] und [69] hingewiesen. Lediglich auf die
Diskrete Dipolapproximation mochte ich kurz eingehen. Diese Methode wird oftmals, z. B. in
[70, 71], zur Berechnung plasmonischer Nanostrukturen verwendet, ist dazu meines Erachtens
jedoch ungeeignet.

Die Diskrete Dipolapproximation beruht darauf, das streuende und absorbierende Objekt
durch eine Anordnung von Dipolen zu beschreiben. Die Losung des Streuproblems erfolgt dann
vergleichbar zur in Abschnitt 2.2.1 vorgestellten Behandlung der Kopplung zweier Dipole, indem
das lineare Gleichungssystem gelost wird, das die Kopplung zwischen den Dipolen untereinander
und an das einfallende Feld beschreibt. Hierbei wird im Unterschied zu Abschnitt 2.2.1 der
Retardierung Rechnung getragen.

Die Approximierung des Streuers durch diskrete Dipole ist laut den Autoren von DDSCAT
nur fiir schwach brechende, schwach absorbierende Materialien, fiir die

[Ver/Vea—11<1 (2.2.19)

gilt [72], eine gute Naherung. Selbst fiir Systeme, die diese Bedingung erfiillen, ist die Genauigkeit
der Ergebnisse begrenzt [73]. Fiir Metalle aber ist die Ungleichung (2.2.19) schlichtweg nicht
erfiillt. Fir Gold in Luft bei 520 nm ist | /e oy — 1| = 2,1. Fiir Gold in Wasser liegt der entsprechende
Wert immer noch bei 1,6. Die Diskrete Dipolapproximation ist daher fiir die Berechnung der

1Die DDA-Implementierung ,DDSCAT" ist unter http://purl.org/NET/ddscat/current inklusive Quelltext kostenlos
erhaltlich.

2Das Windows-Programm ,3D MMP” kann kostenlos von http://purl.org/NET/MMP bezogen werden (kein
Quelltext).

Die GPL-lizensierte FDTD-Implementierung ,Meep’ ist unter http://purl.org/NET/meep erhaltlich.
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Abbildung 2.4: Komplexer Brechungsindex von Gold nach [48]. Die als Kéastchen eingezeichneten Datenpunkte
sind die Messwerte aus [48], die durchgezogenen Linien stellen die in dieser Arbeit verwendete, den Datenpunkten
angepasste glatte Funktion dar.

optischen Eigenschaften kleiner Aggregate metallischer Nanopartikel ungeeignet. Hingegen kann
sie erfolgreich fiir die sehr verschiedene Problemstellung angewandt werden, ndherungsweise
den Absorptionsquerschnitt grofier Aggregate mit vielen tausend Partikeln zu berechnen, wobei
dann nicht mehr jedes Nanopartikel in Dipole zerlegt wird, sondern ein Dipol genutzt wird,
um eine Einheitszelle des Aggregates zu modellieren [74]. Die Aggregats-Einheitszelle umfasst
dabei ein ganzes Nanopartikel und seine direkte Umgebung. Die effektive dielektrische Funktion
dieser Einheitszelle erfiillt Bedingung (2.2.19) [75].

2.3 Die durchstimmbare Resonanz des Nanopartikeldimers

In Abschnitt 2.2.1 wurde qualitativ erldutert, wie die Plasmonen zweier Goldnanopartikel in
einem Dimer koppeln, wie dadurch zwei neue Resonanzen, die transversale und die longitudi-
nale Resonanz, entstehen, und dass Polarisierbarkeit und Resonanzfrequenz der longitudinalen
Resonanz stark vom Abstand abhdngen. Wir wollen nun mit Hilfe der in Abschnitt 2.2.2 einge-
fiihrten verallgemeinerten Mie-Theorie quantitativ berechnen, wie sich die abstandsabhéngige
Plasmonkopplung auf Streuspektrum und Nahfeld eines Nanopartikeldimers auswirkt.

Wir betrachten zwei sphérische Goldnanopartikel mit Radius R = 20 nm in Wasser. Die elektro-
magnetischen Eigenschaften der Goldnanopartikel werden mit dem experimentell bestimmten
komplexen Brechungsindex +/eay von Johnson und Christie [48] beschrieben. Den diskreten
Datenpunkten aus [48] fiir Realteil und Imaginérteil des komplexen Brechungsindexes wurden,

wie in Abb. 2.4 gezeigt, stiickweise Polynome fiinften Grades angepasst.

2.3.1 Fernfeld — elastische Lichtstreuung

Abbildung 2.5a zeigt das Streuspektrum der longitudinalen Mode eines Nanopartikeldimers
abhingig vom Abstand zwischen den Partikeln. In Abbildung 2.5b und ¢ sind die Wellenldnge
Amax, bei der das Streumaximum auftritt, und der jeweilige maximale Streuquerschnitt gegen
den Abstand der Partikel aufgetragen.
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Abbildung 2.5: Elastische Lichtstreuung an einem Goldnanopartikel-Dimer in Wasser in Abhingigkeit von
Partikelabstand und Polarisation. Streuquerschnitt fiir eine einfallende ebene Welle in (a) der longitudinalen Mode
und (d) der transversalen Mode bei Oberfldchenabstinden zwischen 0,4 nm und 400 nm. Zum Vergleich ist jeweils
grau gestrichelt das Zweifache des Streuspektrums des Einzelpartikels eingezeichnet (d = o0). Wellenldngen und
Streuquerschnitte der Maxima sind in (b) und (c) fiir die longitudinale Mode und in (e) und (f) fiir die transversale
Mode gegen den Partikelabstand aufgetragen. In (a) und (b) zeigt sich deutlich, wie der Partikelabstand die Frequenz
der longitudinalen Resonanz des Dimers bestimmt. Die rote Kurve in (b) ist eine x*-angepasste Funktion nach
Gl. (2.3.1): man sieht, dass Gl. (2.3.1) das System nicht korrekt beschreibt.

31



Mit abnehmendem Partikelabstand koppeln die Plasmonen mehr und mehr, die Streuresonanz
der longitudinalen Mode verschiebt sich ins Rote. Fiir ein Dimer zweier identischer Partikel
mit gegebenem Radius gibt es keinen weiteren Parameter, der das Spektrum beeinflusst. Die
spektrale Lage der longitudinalen Streuresonanz kann also dazu genutzt werden, den Abstand
zwischen den beiden Nanopartikeln eines Dimers spektroskopisch zu ermitteln. Fiir Dimere aus
realen Nanopartikeln ist die Bestimmung absoluter Abstinde aufgrund von Aspherizitat und
Polydispersitdt nur mit begrenzter Genauigkeit moglich. Abstandsdanderungen kénnen jedoch
hochempfindlich nachgewiesen werden, da die spektrale Lage der Streuresonanz bei kleinen
Abstanden sehr stark auf eine solche Anderung reagiert.

Der funktionale Zusammenhang zwischen Resonanzwellenldange Amax und Oberfldchenabstand
d = d — 2R der Partikel ist dabei durchaus nicht trivial. Kiirzlich ist nichtsdestoweniger eine
einfache exponentielle Abhidngigkeit der Art

AmaX(J)
AE

140G exp(—%ZR) 23.1)
als , Plasmonenzollstock-Gleichung” vorgeschlagen worden [71], wobei Ag die Wellenlédnge
des Streumaximums des Einzelpartikels ist und C; und C, Konstanten bezeichnen, die von
Partikelmaterial, Partikelradius und dielektrischer Umgebung abhidngen. In Abb. 2.5b ist eine
solche Funktion nach der Methode der kleinsten Quadrate den per Mie-Theorie berechneten
Datenpunkten angepasst worden (rote Kurve). Die Ubereinstimmung ist unzureichend, GI. (2.3.1)
ist daher abzulehnen.

Fiir Oberfldchenabstdnde grofier als 1 nm geht in Abb. 2.5a und ¢ die zunehmende Rotverschie-
bung bei kleiner werdenden Abstanden mit einer Zunahme des maximalen Streuquerschnitts
einher. Fiir sehr kleine Abstdnde sinkt der maximale Streuquerschnitt allerdings wieder, gleich-
zeitig tritt im Streuspektrum eine weitere Resonanz auf, die sich ebenfalls mit abnehmendem
Abstand ins Rote verschiebt (griine, rote und schwarze Kurve). Diese Nebenresonanz verschwin-
det, wenn man die Entwicklungen in Vektorwellenfunktionen bei niedrigen Ordnungen abbricht.
Dies deutet darauf hin, dass es sich um eine Kopplung des Dipolplasmons des einen Partikels
mit hoheren Multipolen des jeweils anderen Partikels handelt [60]. Von der Energie her wére
auch eine Interpretation als ,anti-bindende Hybridisierung” der Nanopartikeldipole im Sinne
von [60] moglich, bei der die beiden Dipole antiparallel orientiert sind. Jedoch ist diese Mode mit

Licht nicht ohne weiteres anzuregen, da in ihr das Gesamtdipolmoment verschwindet.

Abbildung 2.5d zeigt die transversalen Streuspektren der gleichen Dimere wie in Abb. 2.5a—c.
Sowohl die spektrale Lage des Plasmons als auch die Starke der Resonanz héngen hier nur
schwach vom Abstand ab. Auffillig ist die Unterdriickung der Streuung, wenn der Abstand der
Mittelpunkte der Partikel ungefahr der halben Resonanzwellenldnge entspricht.
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2.3 Die durchstimmbare Resonanz des Nanopartikeldimers

Abbildung 2.6: Entstehung des elektromagnetischen
HeiSpunkts im Partikelzwischenraum eines Dimers. In
(a) (b) der longitudinalen Mode (a) stehen sich an den Seiten des
Partikelzwischenraumes Ladungen verschiedenen Vorzei-
chens gegeniiber, es entsteht ein starkes elektrisches Feld.

Ein >
pt o ph o
.y -1-|_ E In der transversalen Mode (b) erfolgt die Ladungstrennung
_&T~ *F'_ n senkrecht zur Dimerachse, der Partikelzwischenraum ist
d

weitgehend feldfrei. Nach [1].

2.3.2 Nahfeld

Durch die Anregung des gekoppelten Nanopartikelplasmons kommt es zu einer starken An-
derung des elektrischen Nahfeldes. Fiir zwei repréasentative Oberflichenabstdnde! von 0,8 nm
und 16 nm ist in der Abbildung 2.7 der Betrag des elektrischen Nahfeldes in der longitudinalen
Mode bei fiinf Wellenldngen kartiert. Diese Wellenldngen sind anhand der Streuspektren in
Abb. 2.5a gewdhlt: A = 450 nm liegt fiir beide Dimere deutlich auf der blauen Seite aufSerhalb der
Resonanzen. Bei 550 nm befindet sich fiir d = 0,8 nm das Nebenmaximum, fiir d = 16 nm das
Hauptmaximum des Streuspektrums. Bei 600 nm nimmt das Streuspektrum des 0,8 nm-Dimers
ein lokales Minimum an, bei 655 nm sein globales Maximum. Die Wellenldnge 750 nm liegt
schliefilich fiir beide Dimere auf der roten Seite abseits der Resonanzen.

Zunichst féllt in Abbildung 2.7 auf, dass fiir beide Partikelabstinde und fiir alle Wellenldngen
das Nahfeld im Partikelzwischenraum tiberhoht ist. Der Partikelzwischenraum bildet somit
einen elektromagnetischen Heifspunkt (engl. /ot spot). Die Polarisierung der beiden Nanopartikel
in der longitudinalen Mode bewirkt, dass an den einander zugewandten Seiten der Partikel
Ladungen verschiedenen Vorzeichens auftreten (Abb. 2.6). Dadurch entsteht in dem schmalen
Spalt zwischen den Partikeln ein hoher Potentialgradient und damit ein starkes elektrisches Feld.
Auch an den beiden Polen des Dimers tritt eine Feldiiberhohung auf, jedoch etwas schwacher als
im Partikelzwischenraum. Insbesondere bei dem Dimer mit d = 0,8 nm sieht man, dass bei der
Hauptresonanz (A = 655nm) das Feld besonders stark im Partikelzwischenraum konzentriert ist
und an den Polen des Dimers keine vergleichbar starke Feldiiberh6hung auftritt. Dagegen ist bei
der Nebenresonanz (A = 550 nm) das Feld an den Polen im Vergleich zum Partikelzwischenraum
eher deutlicher tiberhoht als abseits der Resonanzen (A = 450 nm bzw. 750 nm). Bei beiden
Dimeren zeigt sich tiberdies eine Schwachung des einfallenden Feldes an den langen Seiten
des Dimers, die durch die hier zuriick- und damit dem einfallenden Feld entgegenlaufenden
Feldlinien der Nanopartikeldipole verursacht wird (vgl. Abb. 2.2). Diese Schwiachung ist bei
langen Wellenlidngen ausgeprégter als bei kurzen.

In den Abbildungen 2.8 und 2.9 sind auf einem weitmaschigeren Gitter die zu Abb. 2.7
gehorigen Feldvektoren E dargestellt. Hier zeigt sich bei dem Nanopartikeldimer mit 0,8 nm
Partikelabstand, dass sich durch das starke Koppeln zwischen den Plasmonen das Feld im
Partikelzwischenraum stark entlang der Dimerachse ausrichtet. Bei dem Dimer mit 16 nm Parti-

kelabstand ist dagegen der Einfluss der zwei getrennten Nanopartikeldipole ausgeprégter, die

Irote und gelbe Kurven in Abb. 2.5a und Abb. 2.10a
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Abbildung 2.7: Betrag des lokalen elektrischen Gesamtfeldes in der longitudinalen Mode, fiir Nanopartikel-
dimere mit Partikelradius 20nm und Oberflachenabstand 0,8 nm bzw. 16 nm bei ausgewéhlten Wellenldngen;
Ebene L k durch die Mittelpunkte der Nanopartikel. Die angegebenen Werte sind als Vielfache der Feldstérke des
einfallenden Feldes zu verstehen. Zwischen 0 und 1 wird eine lineare Farbskala mit Ubergang von Schwarz nach
Blau verwendet, dunkelblaue Bereiche haben somit ein reduziertes Gesamtfeld. Zwischen 1 und dem jeweiligen
Maximum geht die Farbskala von Blau tiber Griin und Gelb nach Rot.
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Abbildung 2.8: Realteil des lokalen elektrischen Gesamtfeldes zu Abb. 2.7. Das einfallende Feld ist in der
abgebildeten Ebene rein real, somit entspricht der Realteil dem Anteil des Gesamtfeldes, der mit dem einfallenden

Feld in Phase ist.
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Abbildung 2.9: Imaginirteil des lokalen elektrischen Gesamtfeldes zu Abb. 2.7. Der Imaginérteil entspricht hier
dem Anteil des Gesamtfeldes, der gegeniiber dem einfallenden Feld um /2 phasenverschoben ist.
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Abbildung 2.10: Elektrisches Feld im Partikelzwischenraum eines Goldnanopartikel-Dimers in Abhidngigkeit
vom Partikelabstand. Die Parameter sind die gleichen wie in Abb. 2.5. Das Feld ist auf der Mitte der Verbindungslinie
zwischen den Partikelmittelpunkten berechnet. (a) Longitudinale Mode. Phase (oben) und Betrag (unten) des
Feldes. (b) Korrelation mit dem Streuspektrum. Maximale Streuung und maximales Nahfeld treten fiir einen
gegebenen Abstand bei den gleichen Wellenldngen auf. (c) Transversale Mode. Phase (oben) und Betrag (unten)
des Feldes.

Feldlinien im Partikelzwischenraum sind nach aufSen gebogen. Daneben féllt in der vektoriellen
Darstellung die teilweise deutliche Phasenverschiebung gegentiber dem einfallenden Feld ins
Auge, die hier als ausgeprégter Imaginérteil bzw. als Umkehr des Vorzeichens des Realteils in
Erscheinung tritt.

In Abbildung 2.10 sind Phase ¢ = arg(E - Ei,") und Betrag des Feldes E = Ei, + Eg, in der
Dimermitte fiir alle Abstdnde aus Abb. 2.5 gegen die Wellenldnge aufgetragen. Die auftretenden
Phasenverschiebungen liegen fiir die longitudinale Mode (a) im Intervall [0, r]. Der Maximalwert
der Phasenverschiebung wichst dabei mit abnehmendem Partikelabstand, er wird bei etwas
kleineren Wellenldngen als das Hauptmaximum der Feldstérke erreicht. Wie bei einem getriebenen
harmonischen Oszillator tendiert die Phase fiir hohe Frequenzen (also niedrige Wellenldngen)

gegen einen von Null verschiedenen Wert, wahrend sie bei niedrigen Frequenzen (also grofsen




Wellenldngen) verschwindet. Ebenso gehen die Maxima der Feldstarke mit Wendepunkten der
Phase einher.

Wie die Streuresonanzen verschieben sich die Feldstdrkemaxima mit abnehmendem Abstand
zunehmend ins Rote. Gleichzeitig steigt der Betrag des Feldes bis auf das nahezu 100fache
der Amplitude der einfallenden Welle. Es werden also sehr hohe Feldverstiarkungen erreicht.
Abbildung 2.10b zeigt die Korrelation zwischen der Wellenldnge maximalen Nahfeldes und
der Wellenldnge maximaler Streuung: die Ubereinstimmung ist nahezu perfekt. Das Streu-
spektrum kann also in der longitudinalen Mode als einfach zuganglicher Indikator fiir die
Feldstéarketiberhchung im Nahfeld des Dimers genutzt werden.

In der transversalen Mode (Abb. 2.10c) gibt es keine vergleichbaren Feldverstarkungen, bei
einigen Abstdnde kommt es sogar zur Unterdriickung des Feldes im Partikelzwischenraum.

2.4 Plasmonverstarkte Fluoreszenz und Ramanstreuung

Optische Spektroskopie organischer Molekiile umfasst unter anderem die Messung von Fluo-
reszenz und Ramanstreuung. Die Fluoreszenz gibt dabei in erster Linie Aufschluss iiber die
elektronischen Zustidnde des Molekiils, die Ramanstreuung hauptsachlich tiber seine vibronischen
Zustdnde. Die Wahrscheinlichkeiten beider Prozesse werden durch das erhchte Nahfeld und
die Anderung der Zustandsdichte in der spektralen Umgebung der plasmonischen Resonanzen
eines Nanopartikelaggregats drastisch modifiziert.

In Abschnitt 2.4.1 und Abschnitt 2.4.2 werden zunéchst einige grundlegende Fakten zu Fluo-
reszenz beziehungsweise Ramanstreuung in Erinnerung gerufen. Dann wird jeweils qualitativ
erldutert, wie Fluoreszenz und Ramanstreuung durch einen plasmonischen Resonator verstarkt
oder unterdriickt werden konnen. Eine detaillierte quantitative Theorie der Beeinflussung von
Fluoreszenz und Ramanstreuung durch ein Aggregat beliebig vieler spharischer Nanopartikel
wird in Kapitel 5 entwickelt.

2.4.1 Fluoreszenz, resonanter Energietransfer und Purcell-Effekt

Wir betrachten hier nur Fluoreszenz eines Molekiils, die mit Licht angeregt wird, man spricht in
diesem Fall auch von Photolumineszenz. Das Molekiil absorbiert dabei zunéchst ein Photon und
geht dadurch von seinem Grundzustand Sy in einen elektronisch angeregten Zustand S; tiber. Es
verbleibt dort eine gewisse Zeit und kehrt dann durch spontane Emission eines Photons in den
Grundzustand zuriick. Bei einem Molekiil bestehen sowohl der elektronische Grundzustand als
auch der angeregte Zustand aus einer Serie vibronischer Unterzustinde, was dazu fiihrt, dass
sowohl Absorptions- als auch Emissionsspektrum aus mehreren vibronischen Banden bestehen.

Das Molekiil wird in der Regel in einen htheren vibronischen Unterzustand von S; angeregt
und relaxiert dann durch schnelle phononische Relaxation in den vibronischen Grundzustand
von S1. Dies fiihrt dazu, dass das emittierte Fluoreszenzphoton meist eine niedrigere Energie hat
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2.4 Plasmonverstirkte Fluoreszenz und Ramanstreuung

als das absorbierte Anregungsphoton (Stokes-Verschiebung). Zugleich bewirkt dies — in Losung
gemeinsam mit der Wechselwirkung mit dem Losungsmittel — einen Verlust der Kohérenz, so
dass Absorption und Emission als zwei inkohdrente Ein-Photonen-Prozesse betrachtet werden
miissen.

Der Absorptionsquerschnitt von Fluoreszenzfarbstoffen am Maximum des Absorptionsspek-
trums liegt typischerweise im Bereich oa,s = 107 cm? bis 10715 em?. So hat zum Beispiel der
Farbstoff Indocarbocyanin(Cy3) in Wasser einen Absorptionsquerschnitt von oaps(540nm) =
5,09 X 107! ¢cm? [76]. Bei monochromatischer Anregung mit Frequenz wey. berechnet sich die
Anregungsrate .y des Farbstoffes aus der einfallenden Lichtintensitét S;, und dem Absorptions-

querschnitt gemafs

Sin
Vexe = o Oabs(Wexc) (2.4.1)

exc

solange die Anregungsrate wesentlich kleiner als die Zerfallsrate des angeregten Zustands ist.

Die Wahrscheinlichkeit, dass der angeregte Zustand strahlend — also durch spontane Emission
eines Photons — zerfillt, wird durch die Quanteneffizienz ) des Molekiils ausgedriickt. Diese
berechnet sich aus den Raten des strahlenden und des nichtstrahlenden Zerfalls des angeregten
Zustands, yr und ynr, gemafs

= yr
Vr + Vnr

n (2.4.2)
Typische Werte fiir die strahlende Zerfallsrate von Fluoreszenzfarbstoffen liegen in der Gro-
Benordnung von y; = ﬁ, Quanteneffizienzen guter Fluoreszenzfarbstoffe liegen im Bereich
1 = 0,1 bis nahezu 1,0. Die Rate der bei einer bestimmten Anregungsintensitét S;, von einem
Farbstoffmolekiil emittierten Fluoreszenzphotonen Fies(Siy) ist das Produkt der Anregungsrate

mit der Quanteneffizienz:

Fges(sin) = Vexc(Sin) 7 (2.4.3)

Resonanter Energietransfer

Befindet sich ein Fluorophor néher als ca. 20nm an einer absorbierenden plasmonischen Nano-
struktur, tritt ein zusétzlicher nichtstrahlender Zerfallskanal des angeregten Zustands auf, der
sich fluoreszenzmindernd auswirkt: der resonante Energietransfer. Klassisch gesehen beruht
dieser darauf, dass das absorbierende Nanopartikel als Senke fiir das elektromagnetische Nahfeld
des Fluorophors wirkt, indem es die von seinem Plasmon aufgenommene elektromagnetische
Energie in Warme umsetzt. Quantenmechanisch gesehen relaxiert das angeregte Fluorophor
durch Erzeugung eines Quasiteilchens der Plasmonoszillation. Durch den zusatzlichen Zer-
fallskanal verkiirzt sich die Lebensdauer des angeregten Zustands des Fluorophors und die

Quanteneffizienz sinkt. Der Energietransfer ist umso schneller, je ndher der Farbstoff sich an der
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dissipierenden Nanostruktur befindet und je mehr das Emissionsspektrum des Farbstoffes mit
dem Absorptionsspektrum der Nanostruktur tiberlappt.

Zuerst wurde dieses Phinomen in der Nihe rauher Metallfilme beobachtet [25]. Fiir ein
Fluorophor in der Nidhe eines einzelnen Nanopartikels ist der resonante Energietransfer in den
letzten Jahren umfassend experimentell untersucht worden. Die Abhingigkeit der Transferraten
und der Fluoreszenzintensitdt von Nanopartikelradius [13], Abstand zwischen Nanopartikel
und Fluorophor [20, 21, 23, 24, 77-79] und spektralem Uberlapp zwischen Fluorophoremission
und Plasmonabsorption [80, 81] sowie qualitativ von der Dipolorientierung [23, 24] sind ge-
messen worden. Auch bei Phosphoren mit im Vergleich zu Fluorophoren wesentlich langeren
Lebensdauern kann der Effekt beobachtet werden [22].

Verschiedene Modelle sind zur Beschreibung des resonanten Energietransfers zwischen einem
Fluorophor und einem einzelnen sphéirischen Nanopartikel vorgeschlagen worden. Neben
dem benutzten Formalismus unterscheiden sie sich hinsichtlich der einfliefenden Details von
Molekiil, Nanopartikel und Wechselwirkung. So berticksichtigt beispielsweise das Gersten-
Nitzan-Modell [82] die (im allgemeinen kleine) Anregung des Fluorophors durch sein eigenes
vom Nanopartikel gestreutes Feld. Andere Modelle bemiihen sich, die bei kleinen Abstianden
wirksamen Nichtlokalitdten zu berticksichtigen [83], oder darum, die elektronische Konfiguration
des Farbstoffes moglichst exakt abzubilden [84]. Im Rahmen dieser Dissertation habe ich die
Modelle von Gersten-Nitzan [82] und Leung [83] in der Programmiersprache C implementiert,
um zum Beispiel fiir [22] eine schnelle Berechnung von Transferraten fiir verschiedene Ab-
stande, Radien und Frequenzen zu ermoglichen. Auch das in Kapitel 5 entwickelte Modell fiir
Nanopartikelaggregate kann fiir einzelne Partikel benutzt werden. Dieses Modell zeichnet sich
gegeniiber den erwdhnten Modellen dadurch aus, dass es voll retardiert ist und beliebig hohe
Multipolordnungen berticksichtigt werden konnen.

Der resonante Energietransfer von Fluorophoren zu wohldefinierten Nanopartikel-Aggregaten
ist bisher theoretisch und experimentell noch weitgehend unerforscht. Die vorliegende Arbeit
prasentiert in Kapitel 5 ein Modell, mit dem die Energietransferrate in einer solchen Anordnung
berechnet werden kann. In den in Kapitel 6 beschriebenen Experimenten wurden keine zeitauflo-
senden Messungen durchgefiihrt, daher kann die Energietransferrate hier nicht direkt bestimmt
werden. Der Energietransfer wirkt sich jedoch im Zusammenspiel mit Anregungsverstarkung

und Purcell-Effekt auf die gemessenen Intensitdten aus (s. Kapitel 5).

Purcell-Effekt

Nicht nur der nichtstrahlende Zerfall, sondern auch der strahlende Zerfall des angeregten
Zustands eines Fluorophors wird durch eine plasmonische Resonanz beeinflusst. Ursache ist der
auch bei Fernfeldresonatoren auftretende Purcell-Effekt [85]. Ein Resonator dndert die lokale

Modendichte g des elektromagnetischen Feldes und verursacht damit geméf; Fermis Goldener
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2.4 Plasmonverstirkte Fluoreszenz und Ramanstreuung

Regel [86, 87]
2
i [CfIHLD
W= |fh—2l| 0(w/(2m) (2.4.4)

eine Verstdrkung oder Unterdriickung der Rate der spontanen strahlenden Uberginge zwischen
den Zustanden i) und |f Y [87-91]. Bei einem Mehr-Niveau-System wie einem fluoreszierenden
Molekiil werden resonante Ubergénge verstarkt und nicht-resonante Uberginge unterdriickt.
Daher dndert sich nicht nur die Gesamt-Emissionsrate sondern auch das Fluoreszenzspektrum
[92, 93]. Die Modendichte in einem elektromagnetischen Stehende-Welle-Resonator ist bei der
Resonanz gegeben durch [87]

21 Q

OReso(@/(27)) = W (2.4.5)

wobei Q den Giitefaktor und V das Volumen des Resonators bezeichnen. Der Purcellfaktor g, (w)
gibt das Verhiltnis der strahlenden Rate im Resonator zur strahlenden Rate im freien Raum an.
Man erhélt ihn durch Normierung von g aus Gl. (2.4.5) auf die Modendichte im freien Raum zu
[94]

6713 Q

e (im Vakuum) (2.4.6)

gr(w) =
Um einen nennenswerten Purcell-Effekt zu erreichen, muss daher ein moglichst kleiner Resonator
mit hoher Giite gewiahlt werden. Die kleinste Lénge fiir einen Fernfeld-Resonator mit einer
stehenden Welle ist die halbe Wellenldnge. Mit Resonatoren dieser Grofsenordnung, Mikroreso-
natoren genannt, ist es moglich, sowohl die Anderung der Lebensdauer als auch die Anderung
des Emissionsspektrums an einzelnen Farbstoffmolekiilen zu zeigen [95]. Eine Ubersicht iiber
Arbeiten zum Purcell-Effekt mit Mikroresonatoren findet sich beispielsweise in [94].

Die Miniaturisierungsgrenze der Mikroresonatoren, die halbe Wellenlidnge, kann unterschritten
werden, wenn man sich plasmonischer Nahfeld-Resonatoren bedient. Die in Kapitel 6 disku-
tierten Experimente zeigen zum ersten Mal eindeutig den Purcell-Effekt in Nanopartikeldimer-
Nahfeldresonatoren in Gestalt der partikelabstandsabhingigen Anderung von Fluoreszenzspek-
tren eingelagerter Fluorophore.

Der Purcellfaktor fiir Nahfeldresonatoren aus ein, zwei oder mehr Nanopartikeln kann mit
dem in Kapitel 5 dieser Arbeit entwickelten Modell berechnet werden.

Anregungsverstiarkung

Bei der Resonanzfrequenz wird in einem Resonator, sei es nun ein Fern- oder ein Nahfeldresonator,
das anregende Feld um ein Vielfaches tiberhoht. Wahlt man nun eine im Bereich der Resonanz

liegende Frequenz als Anregungsfrequenz fiir den im Resonator befindlichen Farbstoff, so

I fIHili) ist das volumennormierte Matrixelement [87].
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erfahrt der Farbstoff eine erhohte lokale Intensitit Sy, o« ||E||?, wird somit fern der Sittigung
nach GI. (2.4.1) auch hiufiger angeregt und kann daher auch haufiger ein Photon emittieren.
Dies fiihrt also zu einer Erhohung der gemessenen Fluoreszenzintensitét bei gegebener dufierer
Anregungsleistung.

Die Berechnung der Anregungsverstiarkung erfordert eine Berechnung der lokalen Feldstér-
ke ||E|| im Resonator. Fiir Nahfeldresonatoren aus ein, zwei oder mehr sphérischen Nanopartikeln
kann dazu der in Abschnitt 2.2.2 beschriebene Formalismus der verallgemeinerten Mie-Theorie
genutzt werden.

2.4.2 Ramanstreuung und oberflichenverstirkte Ramanstreuung

Ramanstreuung [96-98]! bezeichnet die inelastische, instantane Streuung von Licht an Materie,
im Kontext dieser Arbeit an Molekiilen in wassriger Umgebung. In einem Zweiphotonen-Prozess
wird ein Photon vernichtet und ein neues gednderter Energie erzeugt, wobei die Energiedifferenz
durch die Erzeugung oder Vernichtung eines Phonons ausgeglichen wird. Das Phonon entspricht
bei einem Molekiil der Anregung einer bestimmten Schwingungsmode. Wird ein Phonon erzeugt,
so ist die Frequenz des emittierten Lichtes um die Phononfrequenz vermindert, man spricht
in diesem Fall von Stokes-Ramanstreuung. Wird ein Phonon vernichtet, so ist die Frequenz
des emittierten Lichtes um die Phononfrequenz erhoht, und man spricht von Anti-Stokes-
Ramanstreuung. Die relativen Intensitdten von Stokes- und Anti-Stokes-Streuung sind dabei in
erster Linie durch die Population der betreffenden Schwingungsmode des Molekiils bestimmt.
Die Differenzfrequenz zwischen einfallendem und gestreutem Licht heifst Ramanverschiebung
einer Ramanlinie.

Ramanstreuquerschnitte fiir starke Ramanlinien liegen fiir Molekiile im Sichtbaren typischer-
weise in der Grolenordnung oraman = 107 cm? bis 1072° cm? [100, 101]. Damit sind sie etwa
100 bis 1000mal kleiner als der elastische Streuquerschnitt, der in der Grofienordnung von
ORayleigh = 1072 cm? liegt [102].

Die Polarisation des ramangestreuten Lichtes muss im allgemeinen nicht mit der Polarisation

des einfallenden Lichtes identisch sein. Man definiert daher den Ramantensor ag
ERaman = OéREin (247)

als 3 x 3-Matrix. Hat der Ramantensor einer Schwingung die Spur Null, so ist die resultie-
rende Ramanlinie depolarisiert. Ist er proportional zur Einheitsmatrix, so ist die resultierende
Ramanlinie vollstandig polarisiert. Welcher Fall vorliegt, hangt von der Symmetriegruppe der
angeregten Schwingung ab.

1Zur Geschichte der Entdeckung der Ramanstreuung siehe beispielsweise [99].
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2.4 Plasmonverstirkte Fluoreszenz und Ramanstreuung

Oberflachenverstarkte Ramanstreuung

Oberflachenverstarkte Raman-Streuung wurde zum ersten Mal im Jahr 1974 an einer aufge-
rauhten Silberelektrode beobachtet, zundchst aber als Effekt einer grofleren Oberfliche und
damit einer grofieren Zahl adsorbierter ramanaktiver Molekiile fehlinterpretiert [34]. Erst die
Wiederholung der Experimente im Jahr 1977 [35, 36] zeigte, dass die beobachtete enorme Vergro-
Berung des Ramansignals auf eine echte Verstarkung des Ramaneffekts selbst zurtickzufiithren
sein musste. Diese wird auf zwei Klassen von Mechanismen zurtickgefiihrt: chemische und
elektromagnetische. Unter der Bezeichnung chemische Verstirkung werden die Anderungen
des Ramanquerschnitts selbst durch die Chemisorption des ramanaktiven Molekiils auf die
Metalloberfldche zusammengefasst [103, 104]. Im allgemeinen wird der chemische Verstarkungs-
faktor auf maximal 10° abgeschatzt [105, 106]. Den Lowenanteil der Ramanverstirkung mit
Faktoren bis zu 10! stellt aber die elektromagnetische Verstirkung [1, 107]. Der Mechanismus der
elektromagnetischen Ramanverstiarkung ist im wesentlichen analog zur Anregungsverstarkung
und zum Purcell-Effekt im Falle der Fluoreszenzverstarkung in einer Nanostruktur. Zum einen
wird im erhohten Nahfeld einer Nanostruktur der Ramanprozess effektiv mit einer hoheren
lokalen Intensitit Si, o< ||E|[? ,angeregt”, zum anderen ,hilft” der Resonator beim Abstrahlen
eines Photons. Etwas salopp wird fiir gewohnlich argumentiert, die Verstarkung des emittierten
Feldes erfolge in genau der gleichen Weise (,in exactly the same manner” [1]) wie die Verstarkung
des anregenden Feldes und der elektromagnetische Ramanverstirkungsfaktor gpv sei daher fiir
kleine Ramanverschiebungen durch die vierte Potenz der lokalen Feldverstarkung gegeben:

113 )4

2.4.8
IEnl (248)

8EM ~ (
Tatsdchlich ist dies nicht richtig. Bei der Anregung handelt es sich um die Verstarkung einer
ebenen Welle, bei der Abstrahlung dagegen um die Verstarkung eines Dipolfeldes. Der Grund
fur die Popularitdt der genannten Behauptung ist vermutlich hauptsachlich darin zu sehen, dass
sie den Modellierungsaufwand halbiert.

Oberflachenverstirkte Ramanstreuung wird durch Energietransfer nicht beeinflusst, da das
Molekiil nicht in einen angeregten Zustand versetzt wird, aus dem es durch Energietransfer in den
Grundzustand zuriickkehren kénnte. Daher erreicht die elektromagnetische Ramanverstarkung
in Nanostrukturen wesentlich hohere Werte als die Verstarkung der Photolumineszenz.

Da Ramanstreuung an sich aber ein recht unwahrscheinlicher Prozess ist, kann oberflachen-
verstirkte Ramanstreuung an den wenigen Molekiilen in der Nihe eines einzelnen sphérischen
Nanopartikels kaum gemessen werden, da hier nicht gentigend grofle Feldverstirkungen auf-
treten. Dagegen kann oberflachenverstarkte Ramanstreuung leicht gemessen werden, wenn es
elektromagnetische HeifSpunkte (engl. hot spots) gibt, in denen besonders hohe Feldverstarkun-
gen auftreten. Dies ist zum Beispiel zwischen den beiden Partikeln eines Dimers [41-43, 108] in
groflen Nanopartikelaggregaten [38—40] oder in fraktalen Nanostrukturen [34-36, 109] der Fall.

Wie wir in Kapitel 5 zeigen werden, kann die elektromagnetische Ramanverstarkung fiir
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einzelne und mehrere sphérische Nanopartikel mit den gleichen Modellen berechnet werden
wie die Fluoreszenzverstarkung.

Eine grofie Schwierigkeit in der Anwendung der oberflichenverstirkten Ramanstreuung ist
die beobachtete starke Fluktuation von Intensitdten und Frequenzen der Linien des verstarkten
Ramanspektrums, insbesondere wenn das Spektrum von nur wenigen Molekiilen oder nur
wenigen Heifspunkten stammt. In Kapitel 7 werden wir dieses Problem eingehender diskutieren
und Experimente zur Ramanstreuung an Nanopartikeldimeren vorstellen, die eine Ursache dieser
Fluktuationen in der moglichen Riickwirkung des Ramanprozesses auf den ihn begiinstigenden
Heiffpunkt identifizieren.

2.5 Proteine als Verbinder fiir Nanopartikel

Kolloidale Goldnanopartikel werden hergestellt, indem ein Goldsalz in wéssriger Losung durch
Zugabe von Natriumcitrat und anschliefSendes Erhitzen zu elementarem Gold reduziert wird
[110, 111]. Das Natriumcitrat dient dabei nicht nur als Reduktionsmittel, sondern auch als
Stabilisator der entstehenden Goldpartikel: indem es sich an die Oberflache der Nanopartikel
anlagert, ladt es diese negativ auf und verhindert so ein weiteres Zusammenklumpen zu grofieren
Einheiten.

Will man nun Nanopartikel, wie in Kapitel 4 beschrieben, zu Dimeren verbinden, so erfordert
dies im wesentlichen drei Schritte: ein geeignetes Bindeglied zwischen den Nanopartikeln muss
gefunden werden, die Oberfliche der Goldnanopartikel muss mit einer funktionellen Einheit
versehen werden, die als Anker fiir das Bindeglied dienen kann, und die AbstofSung zwischen
den Nanopartikeln muss so eingestellt werden, dass sich kleine Aggregate bilden kénnen.

Fiir alle drei Schritte werden in dieser Arbeit Proteine benutzt, also biogene Makromolekiile,
die aus einer dreidimensional gefalteten Kette tiber Peptidbindungen verkniipfter Aminosduren
bestehen. Im folgenden werden nun kurz die Konzepte und Erkenntnisse aus der Biochemie
vorgestellt, die fiir die Herstellung von Protein-Ligand-verkniipften Nanopartikelaggregaten
grundlegend sind.

2.5.1 Biotin-Streptavidin-Bindung

Um Nanopartikel zu kleinen Aggregaten zu koppeln, wird in dieser Arbeit einerseits die Biotin-
Streptavidin-Bindung, andererseits die Bindung zwischen Hapten und Hapten-Antikorper
ausgenutzt. Die Mechanismen dhneln sich relativ stark, tatsdchlich wird das Biotin-Streptavidin-
System in der Entwicklung von diagnostischen Testformaten, die auf Antikérper-Antigen-
Wechselwirkung beruhen, regelmifSig als Modellsystem verwendet. Wir werden in dieser Arbeit
exemplarisch Biotin und Streptavidin diskutieren.
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2.5 Proteine als Verbinder fiir Nanopartikel

Abbildung 2.11: Protein-Struktur von Streptavidin mit gebundenem Biotin. Deutlich sichtbar sind die vier
Untereinheiten mit den Biotin-Bindungstaschen. Erstellt aus dem PDB-Datensatz 1MK5 [112].

Aminosiurereste | Molekiilmasse | Abmessungen | pI

159 [117] 60000u [120] | 5,4nm x 5,8nm x 4,8nm [121] | 5= 6 [116]
125-127[118,119] | 72000u [118] | 4,5nm x 4,5nm x 5,0nm [122]
52000 u [115]

Tabelle 2.1: Einige Eigenschaften von Streptavidin.

Streptavidin

Streptavidin [113] ist ein aus vier identischen Untereinheiten aufgebautes Protein, also ein
Tetramer bestehend aus vier Monomeren. Das Tetramer ist {iber einen weiten Temperatur- und
pH-Bereich stabil [114, 115], der isoelektrische Punkt pI (vgl. Abschnitt 2.5.3) liegt zwischen fiinf
und sechs [116].

Das Streptavidin-Monomer besteht zunédchst aus 159 Aminosduren mit einer rechnerischen
Molekiilmasse von 16491 u [117]. Vor dem Zusammenbau des in Abb. 2.11 gezeigten Tetramers
wird es jedoch auf eine Lange von 125 bis 127 Aminoséduren gekiirzt [118, 119]. Die Molekiilmasse
des Tetramers wurde urspriinglich zu 60000 u bestimmt [120], jiingere Studien geben eine
Molekiilmasse von 4x18 000 u = 72000 u an [118]. Fiir das in der vorliegenden Arbeit verwendete
rekombinant hergestellte Streptavidin spezifiziert Roche Diagnostics eine Molekiilmasse von
52000 u [115].

Die Angaben zur Grofie des Streptavidin-Tetramers variieren in der Literatur ebenfalls, in
[121] finden sich beispielsweise die Abmessungen 5,4nm X 5,8 nm X 4,8 nm, in [122] dagegen
4,5nm X 4,5nm X 5,0 nm. Die Tiefe der Biotin-Bindungstasche wird mit 0,9 nm angegeben.
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Abbildung 2.12: Biotin und Biotin X-OSu. (a) Strukturformel von Biotin mit einer Molekiilmasse von 244,3 u.
(b) Strukturformel des D-Biotinyl-e-Amido-Capronsdure-N-Hydroxysuccinimidesters (Biotin-X-OSu), der bei

Roche Diagnostics zur Biotinilierung von Albumin eingesetzt wird; nach [115]. Der Ester hat eine Molekiilmasse
von 454,5 u.

Biotin und Biotin-funktionalisierte Proteine

Biotin ist verglichen mit einem Protein ein kleines organisches Molekiil mit einer Masse von
2443 u; es ist in Abb. 2.12a dargestellt. Die Carboxy-Gruppe des Biotins kann mit einem N-
Hydroxy-Succinimid oder Sulfo-N-Hydroxy-Succinimid aktiviert werden, um sie dann unter
Bildung eines Carbonsdureamides an ein Seitenkettenamin eines Proteines zu binden! [116].
Ein solcherart modifiziertes Protein nennt man biotiniliert. Die maximale Anzahl der Biotine,
die so an ein Protein gebunden werden konnen, ist durch Anzahl und Zugénglichkeit der
Aminosduren mit einem freien Seitenkettenamin (Lysine) bestimmt. Grundsétzlich ist es auch
moglich, Aminoséduren, die eine freie Carboxyl-, Tyrosyl-, Histidyl- oder Sulfthydril-Gruppe
besitzen, mit einem Biotin zu versehen [116].

Biotin-Streptavidin-Wechselwirkung

Jede der vier identischen Streptavidin-Untereinheiten besitzt eine Bindungstasche, in der sie mit
sehr hoher Affinitit ein Biotin-Molekiil binden kann: Die Affinititskonstante ist mit K, = 101> M1
etwa 100mal grofler als diejenigen zwischen hochaffinen Antikérpern und ihren Liganden
[115, 120]. Die dreifache Ursache dieser hohen Affinitét ist durch Rontgenstrukturanalysen des
kristallisierten Streptavidin-Biotin-Komplexes (Abb. 2.11) aufgekldrt worden [123-126]: In der
Bindungstasche lagern sich vier Tryptophan-Seitenketten an das Biotin an und binden es dort
durch hydrophobe Van-der-Waals-Wechselwirkung, zusétzlich bildet sich ein Netzwerk von
Wasserstoffbriickenbindungen aus, und schliefilich faltet sich nach Bindung eines Biotins eine
Peptidkette tiber die Bindungstasche und verhindert so, dass das Biotin die Bindungstasche
wieder verlisst. Teilweise konnen diese Mechanismen behindert werden, wenn das Biotin wie
oben beschrieben kovalent an ein anderes Protein gebunden vorliegt. Dennoch bleibt diese
Bindung so stark, dass eine einmal eingegangene Bindung im wesentlichen als dauerhaft
betrachtet werden kann. In der vorliegende Arbeit zeigt sich sogar, dass die Bindung zwei

Nanopartikel wihrend einer 90mindiitigen Gelelektrophorese zusammenhalten kann.

!Das Biotin kann auch zunichst mit einem Abstandshalter —im Falle des in Abb. 2.12b gezeigten Biotin-X-OSu
dient dazu eine Amido-Capronsédure — modifiziert werden, dessen zweites Ende dann an das Protein gebunden wird.
Dies hat den Vorteil, dass aufgrund geringerer sterischer Hinderung die Funktionalitit weniger beeintréchtigt wird.
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2.5 Proteine als Verbinder fiir Nanopartikel

Aminosiurereste | Molekiilmasse | Abmessungen | pI
583 [128] 66430u [128] 14nm X 4nm X 4nm [130] 4,7 [132]
8,4nm X 8,4nm X 3,15nm [131] | 4,9 [132]

Tabelle 2.2: Einige Eigenschaften von Rinderserumalbumin.

2.5.2 Funktionalisierung von Goldnanopartikeln mit biotiniliertem Albumin

Um die im vergangenen Abschnitt beschriebene Biotin-Streptavidin-Bindung zum Verkniipfen
von Goldnanopartikeln ausnutzen zu konnen, muss einer der beiden Bindungspartner auf dem
Gold verankert werden. Prinzipiell konnen sowohl Streptavidin als auch Biotin an Gold gebunden
werden. In der vorliegenden Arbeit wurden Goldnanopartikel verwendet, die mit biotiniliertem
Rinderserumalbumin konjugiert sind, da sich diese Funktionalisierung der Goldnanopartikel als
duflerst stabil erwiesen hat.

Rinderserumalbumin

Rinderserumalbumin [127], kurz RSA, ist ein Protein aus 583 Aminosiuren mit einem Mole-
kulargewicht von 66430 u [128]. Unter diesen Aminosduren befinden sich 59 Lysine, die bei
entsprechender Zugéanglichkeit fiir die Biotinilierung genutzt werden kénnen, und 35 Cysteine.
Von letzteren bilden 34 strukturgebende Disulfidbriicken, wéhrend eines, das Cys34, ein freies
Thiol hat [129, 130], was, wie wir sehen werden, fiir die Bindung auf Gold eine besondere
Bedeutung hat.

Als raumliche Struktur des Rinderserumalbumins wurde und wird teilweise auch noch eine
zigarrenformige Geometrie mit Achsen von 140 nm und 40 nm angenommen; Rontgenstruktur-
daten an humanem Serumalbumin ergeben allerdings im Widerspruch dazu eine herzférmige
Konformation [130, und Referenzen darin]. Mit dieser eher im Einklang wiére die von [131]
vorgeschlagene Geometrie eines geraden Prismas, dessen Grundflédche ein gleichseitiges Dreieck
mit Seitenldnge 8,4 nm ist und dessen Hohe 3,15 nm misst.

Der isoelektrische Punkt pI von Rinderserumalbumin liegt zwischen 4,7 und 4,9 [132].

Gold-Protein-Konjugate

Goldnanopartikel besitzen nach der Synthese eine Citrathiille, die fiir eine negative Ladung sorgt
und so verhindert, dass die Nanopartikel zusammenklumpen und ausfallen. Diese Citrathiille
kann nun gegen eine Schicht von Proteinen ausgetauscht werden, die neben der Funktion,
das Goldkolloid stabil zu halten, noch weitere Funktionalititen wie etwa das Verankern von
Biotinen auf der Goldoberfldche tibernehmen kann. An der Bildung und Stabilitdt von solchen
Gold-Protein-Konjugaten sind im wesentlichen drei Wechselwirkungen beteiligt (Abb. 2.13),
deren Zusammenspiel und relative Wichtigkeit von Fall zu Fall variieren und insgesamt noch
nicht gut verstanden sind [133]. Es sind dies:
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Abbildung 2.13: Wechselwirkungen, die zur Bindung von Proteinen auf Gold beitragen.

o elektrostatische Anziehung zwischen negativ geladenem Goldnanopartikel und positiv
geladenem Protein

e Adsorptionsphdnomene wie das Anlagern hydrophober Bereiche des Proteins auf der
Metalloberfldche

e kovalente Bindung freier Thiol-Gruppen (-SH) des Proteins an die Goldoberfliche

In der Regel erfordert die Herstellung stabiler Goldkonjugate die Einstellung des pH-Wertes und
der Ionenstédrke des Puffers sowie die Wahl geeigneter Konzentrationen von Goldnanopartikeln
und Proteinmolekiilen. Der Austausch der Citrathiille durch eine Proteinhiille erfolgt dann,
indem die Proteine unter stetigem Riithren zur Nanopartikellosung zugegeben werden. Das
genaue Protokoll findet sich z. B. in [133, Kap. 14]. Ungebundenes Protein wird sodann durch
Ultrafiltration oder Dialyse abgetrennt. Der Erfolg der Konjugation kann indirekt nachgepriift
werden, indem man die Menge des ungebundenen Proteins misst, oder direkt, indem man die Zu-
nahme des hydrodynamischen Radius der Nanopartikel per Photonenkorrelationsspektroskopie
misst.

Konjugation von Goldnanopartikeln mit biotiniliertem Rinderserumalbumin

Die in dieser Arbeit verwendeten Goldnanopartikel-Konjugate wurden bei Roche Diagnostics
hergestellt. Das Rinderserumalbumin wurde mit Biotin-X-OSu biotiniliert, dabei wurden fiinf
Biotine pro Albumin angeboten. Das biotinilierte Serumalbumin wurde dann wie im vorange-
gangenen Abschnitt beschrieben auf Goldpartikel mit 40 nm Durchmesser aufgebracht. Dabei
wurden Goldnanopartikel verwendet, die nach dem Seed-Gold-Verfahren [47] hergestellt wur-
den und daher einheitliche Form und Grofe besitzen. Die Goldpartikel wurden sodann mit
nichtfunktionalisiertem Rinderserumalbumin abgesattigt. Der hydrodynamische Radius (s. u.)
der Partikel betrdagt nach Konjugation 28 nm bei pH 7,7 gegeniiber 20 nm vorher.
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2.5 Proteine als Verbinder fiir Nanopartikel

2.5.3 Zetapotential funktionalisierter Nanopartikel

Entscheidend fiir die Herstellung von Nanopartikeldimeren mit hoher Ausbeute ist die Einstel-
lung der elektrostatischen Abstoffung zwischen den funktionalisierten Partikeln. Quantitativ
kann diese Abstoflung als Zetapotential gemessen werden.

Diffuse Schicht
(Kat- und Anionen) o ®

®
@
©
Hydrodynamische
Scherflache
@
N

dy
L

Sternschicht
(nur Kationen)

Abbildung 2.14: Ionenschichten um ein kolloidales Partikel, Zetapotential. Bei einem negativen Partikel besteht
die innerste Schicht um das Partikel, die Stern-Schicht, ausschlief8lich aus Kationen. Die folgende Diffuse Schicht
besteht aus Kationen und Anionen. In ihr befindet sich die hydrodynamische Scherfldche, innerhalb derer die Ionen
dem Partikel bei seiner Diffusionsbewegung folgen. Das Potential an der hydrodynamischen Scherfldche ist das
Zetapotential. Die Zeichnung ist nicht mafistabsgetreu. Nach [134].

Ein geladenes Partikel, das sich in wassriger Losung bewegt, ist stets von einer lonenwolke
umgeben. Diese besteht aus einer inneren Schicht, der Stern- oder Helmholtzschicht, die
ausschliefllich Gegenionen zur Partikelladung enthélt und einer Diffusen Schicht, die Ionen
beider Ladungen enthilt. Innerhalb der Diffusen Schicht befindet sich die hydrodynamische
Scherfliche, eine gedachte Grenzfliache, innerhalb derer die Ionen dem Partikel bei seiner
diffusiven Bewegung folgen. Bei einem kugelférmigen Partikel ist diese Flache sphérisch, und
man nennt ihren Radius den hydrodynamischen Radius Ry des Partikels.

Das geladene Partikel hat gegentiber der Umgebung, deren Potential weit entfernt von dem
Partikel auf Null gesetzt wird, ein elektrostatisches Potential ¢(0). Das Potential in der lonenwolke
um das Partikel fallt aufgrund der Abschirmung durch die Gegenionen mit zunehmendem
Abstand vom Partikel stark ab (Abb. 2.14). Seinen Wert an der hydrodynamischen Scherfldche
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Abbildung 2.15: pH-Abhingigkeit des Zetapotentiales, Schema. Typische Abhédngigkeit des Zetapotentiales eines
Proteins vom pH-Wert. Bei niedrigen pH-Werten fiihrt die Protonierung basischer Aminoséurereste zu positiver
Ladung und positivem Zetapotential, bei hohen pH-Werten fiihrt die Deprotonierung saurer Aminosaurereste
zu negativer Ladung und negativem Zetapotential. Als Faustregel wird ein Kolloid als stabil angesehen, wenn
|Cl > 30mV. Der pH-Wert, bei dem das Zetapotential durch Null geht, das diffundierende Partikel also effektiv
ungeladen ist, heifit isoelektrischer Punkt pl.

nennt man das Zetapotential C.

Der Betrag des Zetapotentials entscheidet iiber die elektrostatische Abstofsung der Partikel und
damit iiber die Wahrscheinlichkeit, dass sich zwei Partikel nahe genug kommen, um aneinander
zu binden. Gemifs der nach den Initialen der Autoren benannten DLVO-Theorie [135, 136] hat
das repulsive Potential' zwischen zwei gleichen kugelférmigen Partikeln die Form [134, 137]

Viep = 211 €01 R O exp(—xd) (25.1)

wobei I1 die Permeabilitit des Losungsmittels, d der Oberflichenabstand der Partikel und
x die Debye-Hiickelsche Abschirmldnge sind. Letztere ist bestimmt durch die Ionenstédrke

1
I =1 X Cmol,i 72 der Losung gemif k = (2 Nae?3/(epeq kBT))Z. Hierbei sind c¢yo1; die molare

Konzentration und Z; die Ladungszahl einer Ionensorte, e die Elementarladung, kg die Boltzmann-
Konstante, T die Temperatur und N4 die Avogadrozahl.

pH-Abhingigkeit des Zetapotentials

Die Ladung von Proteinen riihrt hauptsichlich von deprotonierten Carbonsduren, von Glutamin-
sdure- und Asparaginsdureresten sowie von der Protonierung der freien Aminogruppe von
Lysin-, des Imidazolrings von Histidin- und des Guadinins von Argininresten. Ob diese Gruppen
jeweils protoniert oder deprotoniert vorliegen, hidngt von der Verfiigbarkeit von Protonen in der
Losung, also vom pH-Wert ab. Deshalb bestimmt der pH-Wert der kolloidalen Lésung Ladung
und Zetapotential von Proteinen und proteinfunktionalisierten Goldpartikeln. Eine typische

1Das durch Van-der-Waals-Krifte bewirkte attraktive Potential hat die Form V,; = —HA/ (12d~), wobei $ die
sogenannte Hamaker-Konstante ist [137].
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2.5 Proteine als Verbinder fiir Nanopartikel

Abhingigkeit ist schematisch in Abbildung Abb. 2.15 gezeigt. Der spezielle pH-Wert, bei dem
das Zetapotential verschwindet, heifst isoelektrischer Punkt, abgekiirzt pl. Durch die Wahl eines
geeigneten pH-Wertes ldsst sich also tiber das Zetapotential die wechselseitige AbstofSung der
Partikel GI. (2.5.1) einstellen.
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3 Experimentelle Methoden zur
Untersuchung kleiner

Nanopartikelaggregate

In diesem Kapitel werden die zur Untersuchung kleiner Nanopartikelaggregate eingesetzten
Methoden beschrieben.

Zunachst werden dabei kurz einige Techniken vorgestellt, mit denen die Eigenschaften einer
groflen Zahl von Nanopartikeln im statistischen Mittel gemessen werden. Sie erlauben, bei der
Synthese der Nanopartikelaggregate verschiedene Parameter zu iiberpriifen bzw. die Produkte
aufzutrennen und die Ausbeute an Dimeren zu messen.

Im zweiten Teil werden etwas ausfiihrlicher die Mikroskopiemethoden eingefiihrt, die Mes-
sungen an einzelnen Nanopartikeldimeren erméglichen und damit zu den Hauptresultaten
dieser Arbeit gefiihrt haben.

3.1 Prdparationsbegleitende Ensemblemessungen

3.1.1 Extinktionsspektroskopie

Wie im Abschnitt tiber die optischen Eigenschaften kleiner Nanopartikelaggregate erldutert
unterscheidet sich der Extinktionsquerschnitt von Aggregaten zumindest in der longitudinalen
Mode deutlich vom Extinktionsquerschnitt eines Einzelpartikels. Insbesondere unterscheiden
sich die Wellenlédnge, bei der das plasmonbedingte Maximum der Extinktion auftritt, und auch
die spektrale Breite dieses Maximums.

Im Ensemble kann der spektrale Verlauf des Extinktionsquerschnittes einer Probe von Nano-
partikeln iiber ihr Extinktionsspektrum gemessen werden. Es wird dabei tiber verschiedene
Partikelzahlen im Aggregat, verschiedene Aggregatgeometrien und verschiedene Orientierun-
gen der Aggregate gemittelt, so dass bei der Bildung kleiner Aggregate nur eine recht geringe
Rotverschiebung und Verbreiterung der Plasmonresonanz gemessen wird. Das Ausmafs der
Rotverschiebung und Verbreiterung kann bei der Herstellung der Nanopartikeldimere als grobes
Maf fiir den Anteil an Partikeln, die Teil von Aggregaten sind, genutzt werden.

Zur Messung des Extinktionsspektrums kommt das in Abb. 3.1 skizzierte Spektrophotometer
Varian Cary 50 zum Einsatz. Eine Xenonblitzlampe dient als gepulste Weifilichtquelle, die
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Abbildung 3.1: Varian Cary-50 Spektrophotometer zur Extinktionsmessung, Schema. Das Spektrophotometer
besteht im wesentlichen aus einer gepulsten Weifllichtquelle, einem Monochromator, Detektoren zur Messung
von Anregungsleistung und transmittierter Leistung und einem Lock-In-Verstarker. Als Monochromator ist ein
Czerny-Turner-Gittermonochromator mit beweglichem Gitter (G), sowie einstellbaren Ein- und Austrittsspalten (ES,
AS) eingebaut.

Auswahl des Wellenldngenbereichs erfolgt mit einem Czerny-Turner-Gittermonochromator
sowie geeigneten Glasfiltern. Gemessen und verglichen werden einfallende und transmittierte
Lichtleistung, wobei Lock-In-Detektion das Spektrometer gegen Raumlicht unempfindlich macht.
Aus dem Verhiltnis der einfallenden und der transmittierten Leistung wird der Transmissionsgrad
7 der Probe bei gegebener Wellenldnge berechnet. Nach dem Lambert-Beerschen-Gesetz ergibt
sich der Transmissionsgrad der Probe aus dem mittleren Extinktionsquerschnitt pro Nanopartikel
Oext, der molaren Konzentration cymol der Nanopartikel und der Lange des Lichtwegs € durch die
Probe zu

T = exp(— N4 Oext Cmol £) (3.1.1)

Fiir gewohnlich wird statt des Transmissionsgrades die zum Extinktionsquerschnitt proportionale
Optische Dichte

OD = —log,, T (3.1.2)

verwendet. Dabei muss im Prinzip ¢ stets mit angegeben werden, in der Literatur wird allerdings

oft, ohne ausdriicklich darauf hinzuweisen, von ¢ = 1 cm ausgegangen.

3.1.2 Zetapotentialmessung mittels Phasenanalysen-Lichtstreuung

Die Messung des Zetapotentials erfolgt mit einem Malvern Zetasizer Nano ZS. Das Zetapotential

wird hier indirekt tiber die elektrophoretische Beweglichkeit 11, bestimmt. Auf ein Partikel mit
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3.1 Prédparationsbegleitende Ensemblemessungen
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Abbildung 3.2: Prinzipskizze der Phasenanalysen-Lichtstreuung (PALS, Zetasizer). Die elektrophoretische Mo-
bilitat wird aus der zeitabhéngigen Doppler-Phasenverschiebung des Lichtes bestimmt, das von dem einem
elektrischen Wechselfeld ausgesetzten Kolloid gestreut wird.

effektiver Ladung Q = 4m ege# C Ry wirkt in einem elektrischen Feld E die Coulombkraft
F=QF =4mepeq Ry E (3.1.3)

Der Beschleunigung durch die Coulombkraft wirkt die Stokes-Reibung entgegen, bei einem
kugelformigen Partikel

F =-6nfjRyv (3.1.4)

wobei 1j die Viskositédt des Losungsmittels und v die Geschwindigkeit des Partikels symbolisieren.
Im Gleichgewicht folgt daher die Henry-Gleichung [138]

1 Il _ 3
eoea llEll 2

Ul

el
€0éA

3
= (3.1.5)

Tatsachlich ist der Vorfaktor nicht wie hier exakt 3/2, sondern eine Funktion von xR [138].

Das Zetapotential kann also durch Messung der elektrophoretischen Beweglichkeit bestimmt
werden. Dazu wird im Zetasizer das in Abb. 3.2 dargestellte Verfahren der Phasenanalysen-
Lichtstreuung (PALS) [139, 140] benutzt. Hierbei wird die Probe elektrisch kontaktiert und einem
elektrischen Wechselfeld der Frequenz w, ausgesetzt, dadurch werden die Partikel beschleunigt
und bewegen sich mit der Geschwindigkeit v(t) = sin(w, t)u.l|Eoll. Licht von einer Laserquelle wird
in einen Referenzstrahl und einen Probenstrahl geteilt. Der an der Probe gestreute Probenstrahl
hat zum Zeitpunkt t eine Dopplerphasenverschiebung

COS w,t

(3.1.6)

We

¢
AD() = f o) -qdt’ =ugEo-q
0

wobei g = k¢ — k; der Impulstibertragsvektor der Lichtstreuung ist. Der Referenzstrahl wird mit
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Abbildung 3.3: Agarose-Gele. (a) Struktur der Agarose. (b) Geliermechanismus der Agarose. Adaptiert nach [144].
Bei hoher Temperatur liegt das Polysaccharid zufillig aufgewickelt und einzeln vor. Bei niedrigerer Temperatur
bilden sich Doppelhelizes aus, die sich durch weiteres Kiihlen zum Gelnetzwerk verkniipfen. Der Prozess ist
reversibel, jedoch erfolgt der Schmelziibergang beim Heizen (H) des Gels bei hoherer Temperatur als die Erstarrung
des Gels beim Kiihlen (K).

wp frequenzmoduliert. Der gestreute Probenstrahl und der modulierte Referenzstrahl werden auf
dem Detektor tiberlagert und erzeugen dort ein Signal S(t) = A exp(—i(wot + AD(t))). Dieses kann
durch Multiplikation mit dem Referenzsignal Syef(t) = exp(i(wot)) demoduliert werden, so dass
die Dopplerphasenverschiebung A®(t) und aus dieser nach Gl. (3.1.6) die elektrophoretische
Mobilitat und damit nach Gl. (3.1.5) das Zetapotential erhalten werden.

3.1.3 Nanopartikel-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese wurde in den 50er Jahren des 20. Jahrhunderts als Methode zur
Auftrennung von Proteingemischen entwickelt [141, 142]. Spéter wurde sie zur Standardmethode
fur die Auftrennung ldngerer DNS-Fragmente nach ihrem Molekulargewicht [143]. Eine ausfiihr-
liche Darstellung der Geschichte der Methode und ihrer verschiedenen Einsatzgebiete findet
sich zum Beispiel in [144].

Bei der Gelelektrophorese wandern geladene Partikel unter dem Einfluss eines konstanten
elektrischen Feldes durch eine wissrige, porose Matrix. Positiv geladene Partikel laufen zur
Kathode und negativ geladene Partikel zur Anode. Die Geschwindigkeit hédngt dabei von der
effektiven Ladung des Partikels, genauer seinem Zetapotential, und von der Partikelgrofie ab.
Ein grofieres Partikel erfahrt im Gel mehr Reibung als ein kleineres und ist deshalb langsamer;
ein stdrker geladenes Partikel erfahrt eine grofiere Coulombkraft und ist deshalb schneller als ein
gleich grofles schwicher geladenes Partikel. Auf diese Weise erfolgt eine Auftrennung der Probe
in verschiedene Fraktionen unterschiedlicher Partikelgrofie und -ladung. Sind diese Grofsen
diskret verteilt, so erhdlt man im Gel mehrere Banden. Der Abstand der Banden wichst mit
zunehmender Feldstdrke und Laufzeit, gleichzeitig wichst in der Regel allerdings auch ihre

Breite.
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3.1 Praparationsbegleitende Ensemblemessungen
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Abbildung 3.4: Apparat zur submarinen Gelelektrophorese. Das Gel ist vollstindig in den Elektrophorese-Puffer
eingetaucht. In dieser Anordnung befindet sich das Gel horizontal zwischen den beiden Elektroden. Die Beladung
des Gels erfolgt in Taschen, die beim Guss durch einen von oben eingesetzten Kamm freigehalten werden. Das
Elektrophorese-Netzgerat kann sowohl spannungs- als auch strombegrenzt betrieben werden.

Agarose ist ein lineares Polysaccharid, das aus abwechselnden D-Galactose- und 3,6-Anhydro-
L-Galactose-Einheiten besteht (Abb. 3.3). Ein Elektrophorese-Gel wird hergestellt, indem die
Agarose durch Erhitzen im Elektrophorese-Puffer bei 80°C bis 100°C geltst wird. Die Losung
wird leicht vorgekiihlt und in die Gelform gegossen, ein Kamm zur Erzeugung von Geltaschen
fur die Beladung mit den Proben wird eingesetzt, und bei Abkiihlung unter ca. 30°C bis 40°C
erfolgt der Ubergang zum Gel. Die Porengrofienverteilung des Gels ist sehr breit [144, 145]. Die
mittlere Porengrofie ist im wesentlichen bestimmt durch den Gewichtsanteil A der Agarose
in der Losung, daneben héngt sie vom eingesetzten Agarosetyp ab. Ublicherweise wird der
Zusammenhang als Potenzgesetz formuliert. Serwer [144] gibt fiir IsoGel-Agarose die Formel

p = 140,7nm x (100 A)™%7 (3.1.7)

an. Die Porengrofie kann auch direkt mit dem Rasterkraftmikroskop gemessen werden, Pernodet
et al. [145] erhalten auf diese Weise!

p = 574,7nm x (100 A)~0%4 (3.1.8)

Ackers und Steere [146] geben fiir ein einprozentiges Agarose-Gel einen Porenradius von 120 nm
an. Die Angaben zur Porengrofie aus verschiedenen Quellen sind also kaum miteinander in
Einklang zu bringen. Wir kénnen nur festhalten, dass in einem einprozentigen Agarose-Gel die

mittlere Porengrofle zwischen 120 nm und einigen hundert Nanometern liegt.

IDer Wert von p(A = 0,01) = 574,7 nm ist in [145] nicht genannt. Der angegebene Wert wurde daher bestimmt,
indem die quadratische Abweichung zwischen den Messpunkten aus [145] und den mittels Gl. (3.1.8) berechneten
Daten minimiert wurde.
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Gelelektrophorese zur Separierung von Nanopartikeln

Zur Auftrennung von Nanopartikelfraktionen wurde die Gelelektrophorese erstmals 1998
eingesetzt und zwar fiir kleine Goldcluster mit Durchmessern von 0,9 nm [147]. In der Gruppe
von Paul Alivisatos wurde die Technik dann auf Nanopartikel mit Durchmessern zwischen
5nm und 10 nm angewandt und wesentlich weiterentwickelt [148-153]. In den Alivisatosschen
Arbeiten wird die Elektrophorese hauptsichlich dazu genutzt, Goldnanopartikel mit einer genau
definierten Anzahl von DNS-Strangen zu erhalten. Diese Nanopartikel-Fraktionen kénnen dann
zur kontrollierten Herstellung von Nanopartikeldimeren, Trimeren [148, 150, 152] und hoheren
Aggregaten [153] genutzt werden. Die direkte Auftrennung von fertigen DNS-verkniipften
Aggregaten wurde erstmals im Jahr 2005 veroffentlicht [153] — in etwa zeitgleich zu dem
in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Einsatz der Gelelektrophorese zum Auftrennen
proteinverkniipfter Aggregate von Nanopartikeln mit 40 nm Durchmesser. In einer kiirzlich
erschienenen Studie wurden einzelne Nanopartikel unterschiedlicher Form und Grofle per
Gelelektrophorese separiert [154].

In der vorliegenden Arbeit wird die Gelelektrophorese dazu genutzt, nach der Mischung
der Biotin-funktionalisierten Nanopartikel mit Streptavidin die Dimerfraktion zu isolieren. Die
Gelelektrophorese wird in einem einprozentigen Agarose-Gel mit 1 x TAE-Puffer! bei pH 8,3
durchgefiihrt. Bei diesem pH-Wert sind die BSA-funktionalisierten Goldnanopartikel (pI ~ 4,8)
stark negativ geladen (vgl. Abb. 2.15) und wandern dementsprechend von der Kathode zur
Anode. Es erfolgt eine Auftrennung der verschieden grofien Aggregate und der Einzelpartikel in
separat diffundierende Banden. Ndheres hierzu findet sich im Ergebnisteil in Abschnitt 4.2.

Bei der DNS-Gelelektrophorese wird ein interkalierender Fluoreszenzfarbstoff verwendet,
um die Banden im UV-Licht nachzuweisen. Bei der Elektrophorese von Goldnanopartikeln
ist dies nicht nétig, da die Plasmonabsorption die Nanopartikelbanden im Tageslicht sichtbar
macht, wenn eine hochkonzentrierte Ausgangslosung eingesetzt wird. In dieser Arbeit wird eine
Ausgangslosung mit Optischer Dichte OD(520nm; 1 cm) = 2 verwendet.

Extraktion der Nanopartikeldimere aus dem Gel

Fiir Messungen an einzelnen Nanopartikeldimeren muss die Dimer-Bande aus dem Gel extrahiert
werden. Die dazu in der Alivisatos-Gruppe eingesetzte Technik, die Partikel in einen Filter laufen
zu lassen und aus diesem herauszuzentrifugieren [148], erbrachte keine Proben mit ausreichender
Qualitat fiir optische Einzeldimermessungen.

Bessere Ergebnisse konnten mit der in Abb. 3.5 dargestellten Methode der Elektroelution
erzielt werden. Dabei wird die Gelbande mit einem Skalpell aus dem Gel herausgeschnitten und

in einen mit Puffer gefiillten Dialyseschlauch eingeschlossen. Der Dialyseschlauch wird dabei

Tris-Acetat-EDTA Puffer bestehend aus 40 mM Tris(hydroxymethyl)-aminomethanacetat und 10 mM Ethylen-
diamintetraacetat in destilliertem, entionisiertem Wasser.
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3.1 Prédparationsbegleitende Ensemblemessungen
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Abbildung 3.5: Schema der Gelextraktion mittels Elektroelution. Der Dialyseschlauch wird an den Seiten (vor
und hinter der Bildebene) durch Klammern verschlossen.

so gewdhlt, dass die Nanopartikel ihn nicht passieren kénnen.! Dann wird der Schlauch mit
der Gel-Bande noch einmal im Pufferbad dem elektrischen Feld ausgesetzt. Die Nanopartikel
treten dabei aus dem Gel und sammeln sich an der der Anode zugewandten Innenwand
des Dialyseschlauches. Sind die Nanopartikel vollstindig aus dem Gel ausgetreten, so wird
die Richtung des angelegten Feldes fiir einige Sekunden umgekehrt, um die Partikel von der
Dialysemembran zu 16sen. Die Partikel sind nun im Puffer gelost und konnen mit diesem aus dem
Dialyseschlauch herauspipettiert werden. Um eventuell vorhandene Gelfragmente abzutrennen,
wird die Losung noch durch einen wenig proteinbindenden Celluloseacetat-Spritzenfilter mit
Porengrofie 200 nm gedriickt.

Bei der Gelextraktion gehen in der Regel mehr als 80 % der Partikel verloren. Die Hauptverluste
entstehen dadurch, dass sich die Nanopartikel nur schlecht von der Wand des Dialyseschlauches
ablosen lassen. Dariiber hinaus gibt es grofsere Verluste dadurch, dass Nanopartikel an der
Schnittkante des Gels hdangenbleiben und deshalb nicht aus dem Gel austreten, sowie dadurch,

dass Nanopartikel bei der Filtration im Spritzenfilter verbleiben.

Die Verluste sind allerdings fiir die Einzeldimerspektroskopie nicht gravierend, da die re-
sultierende Dimerlosung zur Messung hier immer noch um einen Faktor 1000 bis 10 000 mit
Wasser verdiinnt werden muss. Falls in der Zukunft fiir Ensemblemessungen hoher konzentrierte
Proben benétigt werden, sollte untersucht werden, ob das Herauslosen der Dimere aus dem Gel
durch Diffusion ohne dufieres Feld [153] eine hohere Ausbeute ergibt. Diese Extraktionsmethode
hat freilich den Nachteil, dass sie wesentlich langsamer ist als die Elektroelution.

Fiir die vorliegende Arbeit wurde ein Dialyseschlauch mit einem Molecular Weight Cutoff von 5000 eingesetzt,
das heif3t, nur sehr kleine Molekiile mit einer Masse von weniger als 5000 u konnen diesen Schlauch passieren.
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3.2 Mikroskopie einzelner Dimere

Die bisher beschriebenen Methoden der Extinktionsspektroskopie, Phasenanalysen-Lichtstreu-
ung und Nanopartikel-Gelelektrophorese vereint, dass mit Ihnen statistische Ensembles aus
einer grofien Zahl ~ N4 von Nanopartikeln untersucht werden kénnen. Damit erlauben sie
eine grobe Charakterisierung der Proben, aber die physikalisch interessanten Effekte bleiben
weitgehend durch die Heterogenitét der Proben verborgen. Bei kleinen Aggregaten ist diese
Heterogenitit noch deutlich grofier als bei einzelnen Nanopartikeln. Nehmen wir als Beispiel
die Extinktionsspektroskopie. An Proben einzelner Nanopartikel misst man eine inhomogene
Verbreiterung der Plasmonresonanz, da die Grofie der Nanopartikel typischerweise um ca. 10 %
schwankt und da die einzelnen Nanopartikel Abweichungen von der sphérischen Form zeigen.
Bei Nanopartikeldimeren kommt zum einen als zusétzlicher, statistisch verteilter Parameter der
Abstand der Nanopartikel hinzu, zum anderen auch noch die zufallig verteilte Orientierung
der Dimere gegeniiber dem einfallenden Licht. Da nun aber die Plasmonresonanz eines Dimers
drastisch von Orientierung und Partikelabstand abhingt (vgl. Abb. 2.3), bleibt der Effekt der
Dimerbildung im Ensemble schwach (vgl. Abschnitt 4.1).

Daher erfordert die Untersuchung kleiner Nanopartikelaggregate Methoden, die es erlauben,
z. B. ein einzelnes Nanopartikelpaar zu isolieren und zu vermessen. In diesem Kapitel werden vier
derartige Methoden vorgestellt. Die Transmissionselektronenmikroskopie gibt im wesentlichen
geometrische Informationen tiber die Probe. Streu-, Raman- und Fluoreszenz-Mikroskopie erlau-

ben die Untersuchung der optischen Eigenschaften einzelner Nanopartikeldimerresonatoren.

3.2.1 Transmissionselektronenmikroskopie

Die besonderen optischen Eigenschaften der Goldnanopartikel hangen wesentlich damit zusam-
men, dass Ihre Abmessungen deutlich kleiner als die Wellenldnge des sichtbaren Lichts sind. Da
aber die im Fernfeld erreichbare optische Auflosung beugungsbegrenzt ist, heifst dies gleichzeitig,
dass Nanostrukturen aus Nanopartikeln mit Lichtwellen nicht aufgelést werden konnen.
Moglich wird dies jedoch, wenn man statt Licht Elektronen zur Abbildung verwendet.

Durchlaufen Elektronen eine Potentialdifferenz U, so ist ihre de-Broglie-Wellenlédnge Agp =

h
V2 m, el
Beschleunigungsspannung lasst sich also die Wellenldnge der Elektronen im Prinzip beliebig

. Dabei ist h die Planck-Konstante und m, die Elektronenmasse. Durch Erhchung der

klein machen, theoretisch konnen also mit Elektronenwellen beliebig hohe Auflosungen erzielt
werden.

Im Transmissionselektronenmikroskop [155, 156] wird mit magnetischen Linsen ein Elektronen-
Strahlengang erzeugt, der im wesentlichen der Durchlichtabbildung im optischen Mikroskop
entspricht (Abb. 3.6). Elektronen streuende oder absorbierende Partien der Probe erscheinen im
Bild dunkler als die Umgebung. Die tatsachlich erreichbare Auflosung hiangt von den Aberratio-
nen der Elektronenoptik und von dem Streuvermogen der Probe ab. An Proben mit schweren
Atomen wie Gold sind Auflgsungen bis zu 0,1 nm moglich. Das in dieser Arbeit eingesetzte
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3.2 Mikroskopie einzelner Dimere
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Abbildung 3.6: Transmissionselektronenmikroskop. (a) Vereinfachter Strahlengang. (b) JEOL JEM 1011. Ein
solches Elektronenmikroskop wurde fiir die Messungen in dieser Arbeit eingesetzt. Bild: JEOL (Germany) GmbH.

Elektronenmikroskop JEOL JEM 1011 erreicht bei einer maximalen Beschleunigungsspannung
von 100kV eine Auflésung von 0,4 nm.
Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen in dieser Arbeit wurden zusammen mit Andrei

Susha angefertigt.

3.2.2 Elastische Streuspektroskopie einzelner Nanopartikeldimere

Verdiinnt man eine Probe von Nanopartikeln oder Dimeren stark genug, so kann man auf einem
Substrat einzelne von ihnen isolieren und im Mikroskop ihr elastisch gestreutes Licht aufsammeln
und spektroskopieren. Wichtig ist dabei, dass nur das von den Partikeln gestreute Licht und
nicht das Anregungslicht vom Mikroskop-Objektiv aufgesammelt werden. Dies ldsst sich mit
verschiedenen Methoden erreichen: So kann die Probe mit dem evaneszenten Feld einer an der
Substrat-Luft-Grenze totalreflektierten Lichtwelle angeregt werden, es kann in Riickstreuung
gemessen werden oder es kann — wie in dieser Arbeit — die in Abb. 3.7 dargestellte Methode der
Dunkelfeldmikroskopie [4, 51, 157] eingesetzt werden.

Bei der Dunkelfeldmikroskopie sorgt ein spezieller Kondensor dafiir, dass das Licht aus-
schliefllich unter flachen Winkeln auf die Probe fillt, so dass in Abwesenheit eines Streuers kein
Licht detektiert wird. Von einer Nanostruktur gestreutes Licht wird dagegen vom Mikroskop
aufgesammelt und als heller Punkt in der Farbe der Plasmonresonanz abgebildet.

Im hier verwendeten Aufbau dient eine 100 W-Halogenlampe als Lichtquelle. Ein Kurzpassfilter
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Abbildung 3.7: Dunkelfeldmikroskop. (a) Kondensor, Probe und Objektiv. Durch einen Zeiss-Dunkelfeld-
kondensor wird die Probe von unten ausschlieflich unter flachen Winkeln, entsprechend einem Aperturbereich von
NA = 1,2 bis 1,4, beleuchtet. Dieses Licht wird in Abwesenheit eines Streuers nicht vom Wasserobjektiv (NA = 1,0)
aufgesammelt. Streulicht von einem Nanopartikeldimer fallt dagegen in das Objektiv. Die Probe befindet sich unter
Wasser auf der Oberseite des als Substrat eingesetzten Mikroskop-Deckgldschens. Der optische Kontakt zwischen
Dunkelfeldkondensor und Substrat wird mit Immersionsol hergestellt. (b) Abbildung und Spektroskopie. Das
Streulicht-Bild der Nanopartikeldimere kann durch das Okular des Mikroskops betrachtet werden. Zur Streuspektro-
skopie wird ein einziges Dimer auf den Eintrittsspalt des Gitterspektrometers abgebildet. Am Spektrometerausgang
wird dann mit einem ortsauflosenden Detektor das komplette Streuspektrum des Nanopartikelpaares gemessen.
Mit einem Folienpolarisator kann eine bestimmte Polarisation ausgewéhlt werden. (a) und (b) adaptiert nach [158]
und [47].

am Lampenausgang blockiert Lichtwellenldngen von mehr als 800 nm und verhindert so eine
starke Erwdrmung der Probe durch in diesem Aufbau ohnehin nicht detektierbares Infrarotlicht.
Im Dunkelfeldkondensor, einem Zeiss Ultrakondensor, fokussieren Kugel- und Hohlspiegel
das Licht auf die Probe und erzeugen einen hohlen Lichtkegel mit einer numerischen Apertur
im Bereich NA = 1,2 bis 1, 4. Der optische Kontakt zu dem als Substrat dienenden Mikroskop-
Deckgldschen wird mit Immersionsél hergestellt.

Auf dem Deckgldschen befinden sich einzelne Nanopartikel und Nanopartikelaggregate.
Einzeln heifit hier, dass der Abstand deutlich grofer als die Auflosung des Mikroskops ist, im
allgemeinen betrégt er also einige Mikrometer.

Bei allen in dieser Arbeit gezeigten Messungen befindet sich die Probe unter Wasser. Der
wichtigste Vorteil von Wasser mit ¢4 = 1,77 gegentiber Luft als Umgebungsmedium besteht
darin, dass die Plasmonresonanz zu Frequenzen unterhalb der Interbandkante verschoben
wird, wodurch die Resonanziiberh6hung des Streuquerschnitts in Wasser wesentlich starker
ausgepragt ist als in Luft. Des weiteren sorgt die wéssrige Umgebung auch fiir einen effizienten
Wairmeabtransport aus dem Fokus des Dunkelfeldkondensors, und es wird verhindert, dass etwa
vorhandene Salze beim Trocknen der Probe auf dem Substrat auskristallisieren. Das Wasser wird
mit einer per Pipettenspitze angeschlossenen Minipumpe umgewdlzt [47], um zu vermeiden,
dass im Wasser diffundierende Partikel die Messung beeintrachtigen.

Das Streulicht eines einzelnen Nanopartikeldimers wird mit dem Wasserobjektiv (Zeiss-
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3.2 Mikroskopie einzelner Dimere

Achroplan, 100x, NA = 1,0) eines Zeiss-Axiotech-Mikroskops aufgesammelt. Das Mikroskop
besitzt drei Ausgidnge. Am ersten Ausgang befindet sich das Okular zur Betrachtung des
Mikroskopbildes, am zweiten eine Digital-Fotokamera zur Aufzeichnung desselben, am dritten
ein CCD-Mehrkanalspektrometer fiir die Streuspektroskopie. Zwei Spiegelstufen dienen dazu,
einen dieser Ausgénge auszuwahlen. In der ersten Stufe kann zur Justage statt des Spiegels auch
ein 50:50-Strahlteiler verwendet werden, der es ermoglicht, das Okular gleichzeitig mit einem

der beiden anderen Ausgénge zu nutzen.

Bei der eigentlichen Messung wird das gesamte aufgesammelte Licht auf den variablen Eintritts-
spalt eines Czerny-Turner-Gitterspektrometers (Acton Research; Typ SpectraPro 300i) fokussiert.
Das Spektrometer verfiigt tiber einen motorisierten Gitterwechsler mit zwei verschiedenen Git-
tern (300 Rillen pro mm, Blaze-Wellenlidnge 500 nm und 1200 Rillen pro mm, Blaze-Wellenlénge
750nm) und einem Spiegel. Am Spektrometerausgang detektiert ein stickstoffgekiihlter, riick-
seitig beleuchteter Full-Frame CCD-Chip (Princeton Instruments LN CCD-1340/400-EB/1) mit
400 x 1340 Pixeln das vom Gitter nach Wellenldngen aufgefdcherte Streulicht. Bei der optimalen
Betriebstemperatur von —110 °C erreicht der Detektor zwischen 450 nm und 750 nm eine Quan-
teneffizienz von tiber 80 %, zu grofieren Wellenldngen fallt die Quanteneffizienz auf ca. 50 % bei
870nm und 10 % bei 1000 nm.

Ein elektromechanischer Verschluss schiitzt den CCD-Detektor zwischen den Messungen
und wéhrend des Auslesevorganges vor Licht. Spektrometer und Kamera werden mit dem
Computer-Programm WinSpec32 von Princeton Instruments gesteuert und ausgelesen. Das Pro-
gramm erlaubt dabei, bekanntermafien defekte CCD-Pixel und Zahlereignisse durch kosmische

Hohenstrahlung zu ignorieren.

Zur polarisationsabhédngigen Streuspektroskopie wird das Streulichtbild eines einzigen Nano-
partikeldimers durch manuelles Verfahren des Probentisches in die Mitte des Mikroskop-
Sichtfeldes bewegt. Dann wird das Bild vom Okular auf das Spektrometer umgeschaltet, welches
sich zunéchst noch in der Stellung nullter Ordnung befindet, so dass das Dimer auf die Mitte
des CCD-Detektors abgebildet wird. Der variable Eingangsspalt des Spektrometers wird so
schmal eingestellt, dass gerade noch das gesamte Bild des Dimers hindurchtritt. Dann wird
das niedrigauflosende Spektrometergitter (300 Rillen pro mm, Blaze-Wellenldnge 500 nm) in die
Messstellung mit Zentralwellenldnge 578,5 nm gefahren, so dass das gestreute Licht spektral
aufgelost auf den CCD-Chip abgebildet wird. Im Steuerungsprogramm werden sodann zwei
Messbereiche definiert: einer, der gerade das gesamte Streulicht des Dimers enthilt, und ein
zweiter, gleich grofler abseits des Dimers zur Messung des Hintergrundes. In jedem dieser
Messbereiche wird die Auslesesoftware des CCD-Chips die registrierten Photonen senkrecht zur
Richtung der spektralen Auflosung integrieren. Ein drehbarer Folienpolarisator mit Gradeintei-
lung wird in den Detektionsstrahlengang gesetzt und in die 0°-Stellung gedreht. In rascher Folge
werden 19 Spektren —jeweils mit Hintergrund — aufgenommen, wobei nach jedem Spektrum der
Polarisator um 10° weitergedreht wird. Die Integrationszeit fiir ein Einzelspektrum betrdgt dabei

in der Regel eine Sekunde.
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Abbildung 3.8: Fluoreszenz- und Ramanspektroskopie am Dunkelfeldmikroskop. Zur Raman- und Fluores-
zenzspektroskopie wird ein monochromatischer Laserstrahl einstellbarer Polarisation tiber einen Strahlteiler in
das Mikroskop eingekoppelt. Aus dem von der Probe aufgesammelten Licht wird mit einem Langpassfilter der
elastisch gestreute Anteil eliminiert. Das Licht wird dann mit dem Aufbau aus Abb. 3.7b spektral aufgelost und
detektiert. Aufgrund der polarisierten Lichtquelle kann bei der Raman- und Fluoreszenzspektroskopie auf einen
Polarisationsanalysator verzichtet werden.

Die Anregungsleistung der Lampe und die Aufsammeleffizienz des Detektionsaufbaus
héngen von Polarisation und Wellenldnge ab. Fiir jede Polarisation werden daher nicht nur
Streuspektrum des Dimers und Hintergrundspektrum, sondern zusétzlich an einer isotrop und
iiber den sichtbaren Spektralbereich wellenlingenunabhéngig streuenden Milchglasscheibe je ein
Weifllichtspektrum gemessen. Die gemessenen Spektren werden falls notig mit einem 21-Punkt
Savitzky-Golay-Filter zweiter Ordnung [159] leicht geglattet, das Hintergrundspektrum wird von
Streu- und Weilichtspektrum abgezogen,! und schlie8lich wird durch das WeiSlichtspektrum
geteilt. Wenn die Spektren abhingig von der Lichtfrequenz oder der Photonenenergie statt der
Wellenldnge dargestellt werden, wird auf den in Frequenzeinheiten variablen Bandpass des
Spektrometers korrigiert [160, S. 52].

3.2.3 Raman- und Fluoreszenzspektroskopie an einzelnen Dimeren

Bei der im vergangenen Abschnitt vorgestellten elastischen Streuspektroskopie wird Licht
detektiert, das ohne Energieverlust gestreut wird. Im Gegensatz dazu wird bei der Stokes-
Ramanspektroskopie inelastisch gestreutes Licht aufgesammelt, das bei der Streuung Energie
verloren hat. Bei der Fluoreszenzspektroskopie farbstoffbeladener Dimere erfolgt die Detektion
ebenfalls rotverschoben zur Anregung.

Um Ramanspektren an den zuvor per elastischer Streuspektroskopie charakterisierten protein-
verkniipften Dimeren zu messen, wird der Laserstrahl eines Helium-Neon-Lasers mit einem
Bandpass (Semrock MaxLine, A¢g = 632,8nm, AApwam = 2,4nm) gefiltert und wie in Abb. 3.8
gezeigt liber einen Strahlteiler in das Mikroskop eingekoppelt. Die lineare Polarisation des
Laserstrahles kann mit Hilfe eines A/2-Verzogerungsplattchens gedreht werden. Der Detekti-

'In der Praxis zeigen Hintergrund und Weiflicht meist einen identische Wellenlangen- und Polarisationsab-
hangigkeit. Wenn dies der Fall ist, wird darauf verzichtet, das Hintergrundspektrum vom Weifslichtspektrum zu
subtrahieren.
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3.2 Mikroskopie einzelner Dimere

onsstrahlengang entspricht im wesentlichen dem bei der elastischen Streuung, jedoch wird ein
steiler Kantenfilter (Semrock Razor Edge, Ay = 641 nm, Ubergangsbreite < 156 cm™!) eingesetzt,
der das elastisch gestreute Licht blockiert und gleichzeitig das inelastisch gestreute Licht auch
bei kleinen Ramanverschiebungen passieren ldsst. Zur Auflosung der Ramanspektren wird
im Monochromator das hochauflosende Gitter mit 1200 Rillen pro mm und Blaze-Wellenldnge
750 nm benutzt.

Der Aufbau erlaubt damit das Umschalten zwischen elastischer und inelastischer Streuspek-
troskopie innerhalb von ca. 30 s. Es konnen so in kurzer zeitlicher Folge elastische Streuspektren
und Ramanspektren am gleichen proteinverkniipften Dimer gemessen werden.

Bei der Fluoreszenzspektroskopie farbstoffbeladener Dimere werden Laserquelle und Filter
fiir eine Anregung bei 532nm und das niedrigauflosende Spektrometergitter mit 300 Rillen
pro mm verwendet. Ansonsten sind Aufbau und Vorgehensweise identisch mit Aufbau und

Vorgehensweise bei der Ramanspektroskopie.
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4 Herstellung von
Protein-Ligand-verbundenen

Nanopartikeldimeren

Als wesentliches Ergebnis dieser Arbeit wurde eine Methode entwickelt, mit der Aggregate von
zwei oder drei Goldnanopartikeln schnell, einfach, relativ sortenrein und in fiir die optische
Ensemble-Spektroskopie ausreichender Menge und Konzentration hergestellt werden kénnen.

Als erfolgreichste Strategie erwies sich dabei, zur Verbindung der Nanopartikel Proteine zu
benutzen, die hochspezifisch ein bestimmtes kleines Molekiil, Ligand genannt, binden. Im folgen-
den wird exemplarisch die Herstellung der in Abb. 4.1 gezeigten Streptavidin-Biotin-verkniipften
Nanopartikel fiir die ramanspektroskopischen Experimente dieser Arbeit dargestellt. Die fiir
die Fluoreszenzmessungen verwendeten Dimere werden prépariert, indem Goldnanopartikel,
die mit einem gegen Digoxigenin gerichteten Antikorper (Anti-Digoxigenin) funktionalisiert
sind, mit mehrfach Digoxigenin-funktionalisiertem Rinderserumalbumin verkniipft werden. Das
Verfahren dhnelt dem Streptavidin-Biotin-Verfahren stark und wird daher an dieser Stelle nicht
gesondert behandelt.

biotiniliertes
N Rinderserumalbumin
x Streptavidin

Abbildung 4.1: Biotin-Streptavidin-verkniipftes Nanopartikeldimer, Schema. Goldnanopartikel mit einem Durch-
messer von 40 nm werden mit biotiniliertem Rinderserumalbumin funktionalisiert. Zwei solche Goldpartikel werden
durch das Biotin-bindende Protein Streptavidin miteinander verkniipft. Die Briicke aus biotiniliertem Rinderserum-
albumin und Streptavidin ist dabei nicht notwendigerweise gestreckt.
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Abbildung 4.2: Extinktion von biotinilierten Nanopartikeln nach Streptavidinzugabe. (a) Extinktion bei neutra-
lem pH. Das Diagramm zeigt elf normierte Extinktionsspektren von Nanopartikelproben, bei denen zwischen 0 und
1000 Streptavidin pro Nanopartikel zugegeben worden sind. Es sind weder Rotverschiebung noch Verbreiterung
sichtbar, die auf eine teilweise Aggregation hindeuten wiirden. (b) Extinktion bei pH 5,5. Der Ausschnitt aus
den Extinktionsspektren im linken Graphen von (b) zeigt eine deutliche Verbreiterung und eine leichte Rotver-
schiebung der Resonanz; das jeweilige Ausmaf3 hidngt von der Streptavidin-Konzentration ab. In den beiden
rechten Graphen sind die Wellenldnge maximaler Extinktion (oben) und die volle Breite der Extinktionsresonanz
bei dem 0,6-fachen des Extinktionsmaximums (unten) abhédngig von der Streptavidinkonzentration aufgetragen
(die Trendlinien sind frei eingezeichnet). Sowohl Rotverschiebung als auch Verbreiterung erreichen bei circa 150
Streptavidin/Goldnanopartikel ein Maximum.

4.1 Aggregation biotinilierter Nanopartikel mit Streptavidin

Das Protein Streptavidin bindet, wie in Abschnitt 2.5 erldutert, mit hoher Affinitdt und Spe-
zifitat bis zu vier Biotin-Molekiile. Es kann also genutzt werden, um wie in Abb. 4.1 gezeigt
Biotin-funktionalisierte Nanopartikel zu Aggregaten zu verkniipfen. Im Prinzip kann dabei ein
Nanopartikel mit so vielen Nachbarn verbunden werden, wie es Biotingruppen besitzt, wenn
dies sterisch moglich ist. Da diese Nachbarn wieder mit weiteren Nanopartikeln verbunden
sein konnen, erwartet man, dass sich grofie Aggregate ausbilden, wenn mehr als ein Biotin pro
Nanopartikel zur Verfiigung steht. Tatsachlich wurden solche grofien Streptavidin-vermittelten
Aggregate bei biotinilierten Nanopartikeln beobachtet, bei denen die Biotine iiber eine kurze
Kohlenstoffkette direkt auf dem Nanopartikel verankert werden [161].

Betrachten wir nun die bei der vorliegenden Arbeit eingesetzten Nanopartikel, die mit biotini-
liertem Rinderserumalbumin funktionalisiert sind. Ein Nanopartikel mit 40 nm Durchmesser
hat eine Oberfldche von 5000 nm?, und auf dieser finden konservativ gerechnet (vgl. Tabelle 2.2)
50 bis 100 Rinderserumalbuminmolekiile Platz. Geht man weiterhin davon aus, dass von den
funf pro Albumin angebotenen Biotinen nur eines fiir eine Bindung zur Verfiigung steht, so
erhdlt man immer noch die stattliche Zahl von > 50 moglichen Streptavidin-Bindungsstellen pro
Goldnanopartikel. Von daher wiirde man auch bei den tiber Rinderserumalbumin biotinilierten
Nanopartikeln erwarten, dass sich grofse Aggregate ausbilden, wenn man Streptavidin zugibt.

Tatsdchlich ldsst sich jedoch im Ensemble-Extinktionsspektrum keine Aggregation nachwei-
sen, wenn man bei neutralem pH-Wert Streptavidin zu einer ein-nanomolaren Losung dieser

Nanopartikel hinzugibt (Abb. 4.2a). Bei pH 7,4 messen wir im Zetasizer ein Zetapotential von
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4.1 Aggregation biotinilierter Nanopartikel mit Streptavidin

Bindung unwahrscheinlich Aggregation Passivierung mit Streptavidin
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Biotin-Gold ” Streptavidin |j‘> Zunehmende Streptavidinkonzentration

Abbildung 4.3: Modell der Streptavidin-vermittelten Aggregation biotinilierter Nanopartikel. Ist die Anzahl der
Streptavidin-Molekiile in Lésung kleiner als die der Goldnanopartikel oder vergleichbar (links) oder ist sie deutlich
grofier als die der Biotin-funktionalen Gruppen auf den Nanopartikeln (rechts), so ist Aggregation unwahrscheinlich.
Nur wenn die Anzahl der Streptavidin-Molekiile in Losung grob der Halfte der funktionalen Biotine auf den
Goldnanopartikeln entspricht (Mitte), konnen sich effizient Streptavidin-Biotin-verkniipften Nanopartikelaggregate
bilden.

C =(-26,4 £ 0,3)mV. Starke elektrostatischen Abstoffung verhindert also, dass die Nanopartikel
einander nahe genug kommen, um eine aggregatbildende Bindung eingehen zu kénnen. Das
stark negative Zetapotential erkldrt sich dadurch, dass das fiir die Oberflichenladung der
Nanopartikel hauptsichlich verantwortliche Rinderserumalbumin einen isoelektrischen Punkt
von pl = 4,7 hat (vgl. Tabelle 2.2) und die funktionalisierten Nanopartikel dementsprechend stark
negativ geladen sind (vgl. Abb. 2.15). Damit ergibt sich die reizvolle Moglichkeit, das Ausmaf3
der Aggregation zu steuern, indem man das Zetapotential mit dem pH-Wert der Losung einstellt.

Die Nanopartikel werden also in einem Citratpuffer! mit pH 5,5 verdiinnt. Das Zetapotential
steigt dann auf C = (=7,0 £ 0,8) mV, verringert sich also betragsméfliig. Die kolloidale Losung
ist dennoch tiber lange Zeitraume stabil, solange kein Streptavidin zugegeben wird. Erst wenn
Streptavidin zugegeben wird, ldsst sich nach einstiindiger Inkubation bei Raumtemperatur
Aggregation nachweisen, indem man eine geringe, aber signifikante Verbreiterung und eine
leichte Rotverschiebung der Extinktionsresonanz misst (Abb. 4.2b). Verglichen mit der in [161]
beobachteten Anderung der Extinktionsspektren ist der Effekt klein, was darauf hindeutet,
dass das Ausmaf3 der Aggregation eher gering bleibt. Die Aggregation nimmt bei geringer
Streptavidinkonzentration rasch mit dieser zu, erreicht bei ca. 150fachen Streptavidin-Uberschuss
ein Maximum und sinkt dann wieder ab.

Dies ldsst sich mithilfe des in Abb. 4.3 dargestellten Modells verstehen, in dem die Entstehung

IEine wissrige Losung von 20 mM Trinatriumcitrat und 50 mM NaCl wird mit 0,1 M HCI auf pH 5,5 titriert. Der
pH-Wert wird dabei mit einer pH-Elektrode gemessen.
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Abbildung 4.4: Elektronenmikroskopische und lichtmikroskopische Charakterisierung der nicht aufgereinig-
ten Probe mit Streptavidin-Biotin-vermittelten Aggregaten. (a) Elektronenmikroskopie der verdiinnten und
eingetrockneten Probe zeigt, dass die Probe nahezu ausschlief8lich aus Einzelpartikeln, Dimeren und Drei-Partikel-
Aggregaten besteht. Aggregate mit vier oder fiinf Partikeln sind bereits sehr selten. (b) Im Streulichtbild des
Dunkelfeldmikroskops ldsst sich aufgrund des grofien Gesichtsfeldes eine grofiere Zahl von Partikeln gleichzeitig
beobachten. Im unpolarisierten Licht erscheinen Einzelpartikel griin und eher schwach leuchtend, Aggregate
gelblich bis rot und heller. Circa 20 % der Streuer sind Aggregate. Eine Kontrollprobe ohne Streptavidin (nicht
abgebildet) zeigt weder im Elektronen- noch im Lichtmikroskop Aggregation.

einer Biotin-Streptavidin-Biotin-Verkniipfung als zweistufiger Prozess begriffen wird: Zunéchst
kollidiert ein Streptavidin mit einem Nanopartikel und bindet daran, dann kollidiert das nun
Streptavidin-funktionale Nanopartikel mit einem anderen Nanopartikel, wobei das Streptavidin
dann auch ein Biotin des zweiten Nanopartikels bindet. Wenn die Anzahl der Streptavidin-
Molekiile in Losung kleiner als die der Goldnanopartikel oder ihr vergleichbar ist (links), wird nur
ein geringer Teil der Oberfldche der Nanopartikel Streptavidin-aktiviert. Bei der Kollision zweier
Nanopartikel ist daher die Ausbildung eines Streptavidin-vermittelten Dimers unwahrscheinlich.
Wenn die Anzahl der Streptavidin-Molekiile in Losung grob der Hélfte der funktionalen Biotine
auf den Goldnanopartikeln entspricht (Mitte), so wird in etwa jede zweite Biotin-funktionale
Gruppe auf den Nanopartikeln durch Bindung von Streptavidin in eine Streptavidin-funktionale
Gruppe umgewandelt. Kollidieren zwei Nanopartikel, so ist es recht wahrscheinlich, dass eine
Streptavidin-funktionale Gruppe des einen Nanopartikels auf eine Biotin-Gruppe des anderen
trifft und sich eine Biotin-Streptavidin-Verkniipfung ausbildet. In diesem Konzentrationsbereich
ist daher die Aggregation maximal. Wenn die Anzahl der Streptavidine in der Losung die
der funktionalen Biotingruppen deutlich {ibersteigt, so werden nach kurzer Zeit alle Biotin-
funktionalen Gruppen auf den Nanopartikeln in Streptavidin-funktionale Gruppen umgewandelt.
Da zwei Streptavidine nicht aneinander binden kénnen, wird die Aggregation dadurch gestoppt.

Man erhilt also aus dem Streptavidin/Nanopartikel-Verhéltnis mit maximaler Aggregation,
das wir aus den Extinktionsspektren in Abb. 4.2 zu cg,/cnp = 150 bestimmen, einen groben
Hinweis auf die Anzahl der pro Nanopartikel fiir eine Bindung zur Verfiigung stehenden Biotine.
Diese liegt demnach in der Grofienordnung von ca. 300, was zum Beispiel mit einer Zahl von
100 Rinderserumalbumin-Molekiilen pro Nanopartikel und ca. drei funktionalen Biotinen pro
Albumin vertréaglich wiére.

Zur genaueren Analyse wird ein Teil der Probe mit cs,/cnp = 150 verdiinnt und auf einem
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4.2 Isolierung der Dimere per Gelelektrophorese

TEM-Gitter eingetrocknet. Die Untersuchung mit dem Elektronenmikroskop bestitigt die auf der
insgesamt geringen Anderung der Extinktionsspektren basierende Vermutung, dass lediglich
kleine Aggregate gebildet werden (Abb. 4.4a): selbst bei cs,/cnp = 150 liegt der Grofdteil der
Partikel als Einzelpartikel vor, Dimere sind relativ hdufig, Drei-Partikel-Aggregate sind noch
recht leicht aufzufinden, grofiere Aggregate dagegen selten. Zur lichtmikroskopischen Untersu-
chung wird ein weiterer Teil der Probe verdiinnt auf ein Deckgldschen aufgetrocknet, mehrfach
gewaschen und schliefSlich unter Wasser im Dunkelfeldmikroskop fotografiert (Abb. 4.4b). Ein-
zelpartikel zeigen sich im unpolarisierten Licht griin, Aggregate aufgrund der Rotverschiebung
der transversalen Resonanz durch Plasmonkopplung gelblich bis rot. Die grofie Zahl der in einem
einzelnen lichtmikroskopischen Bild sichtbaren Streuer erlaubt es, den Anteil der Aggregate
an der Probe quantitativ zu bestimmen. Er liegt ohne Aufreinigung bei ca. 20 %. Im Prinzip
wiirde dieser Anreicherungsgrad fiir die Einzeldimerspektroskopie ausreichen. Allerdings ist es
fiir die Interpretation der spektroskopischen Daten wichtig, dass man weif, um was fiir eine
Art Aggregat es sich handelt. Da wir in dieser Arbeit nur Dimere untersuchen wollen, muss
ausgeschlossen werden, dass sich ein nennenswerter Anteil grofiere Aggregate in der Probe
befindet. Deshalb wird die Probe per Gelelektrophorese fraktioniert.

4.2 lIsolierung der Dimere per Gelelektrophorese

Um die Dimere von einzelnen Nanopartikeln und grofieren Aggregaten zu trennen, wird die in
Abschnitt 3.1.3 vorgestellte Methode der Nanopartikel-Gelelektrophorese mit anschlieflender
Elektroelution eingesetzt. Da fiir Gel und Bad ein TAE-Puffer mit pH 8,3 verwendet wird,! sind
die Proteine auf den Nanopartikeln teilweise deprotoniert und somit negativ geladen. Daher
wandern die Nanopartikel und die Aggregate von der Kathode zur Anode. Bei der Beladung hat
die kolloidale Suspension eine Optische Dichte von OD(1 cm) = 2 am Extinktionsmaximum. Die
Geltaschen sind etwa einen halben Zentimeter tief und je nach eingesetztem Kamm zwischen
einem halben Zentimeter und drei Zentimeter breit. Die Gelstidrke betrdgt 1 % Agarose. Das
Netzgerat wird in Spannungsbegrenzung bei 140 V betrieben. Bei einem Elektrodenabstand
von 21,5 cm fliefSit anfanglich typischerweise ein Strom von 130 mA; wéhrend der Laufzeit der
Elektrophorese von ca. 90 Minuten steigt die Stromstidrke erwdrmungsbedingt auf ungefahr
200mA an. Die Nanopartikel wandern in dieser Zeit maximal 2,5 cm durch das Gel, die Probe
trennt sich dabei wie in Abb. 4.5a rechts sichtbar in mehrere rote Banden, die von der vordersten
zur hintersten weniger intensiv werden. Der Abstand zwischen den Banden nimmt dabei ab.
Der Hauptteil der Partikel 1duft in der ersten Bande, es folgt eine stets gut erkennbare zweite
Bande, eine dritte Bande ist schwach ausgeprégt, gelegentlich ldsst sich mit dem Auge sehr
schwach eine vierte Bande wahrnehmen. Liuft die Elektrophorese deutlich langer als 90 Minuten,
so verbreitern sich die einzelnen Banden so stark, dass sie bis auf die erste sehr undeutlich

1Die Streptavidin-Biotin-Bindung hélt die Aggregate trotz der nach dem pH-Wechsel groferen elektrostatischen
AbstoSung zwischen den konstituierenden Nanopartikeln zusammen.
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Abbildung 4.5: Isolierung der Dimere per Gelelektrophorese. (a) Digital-Farbfotografie des Elektrophorese-
Gels auf dem Weilichttisch nach 90 Minuten. Aufgrund von leichter Fehlfokussierung erscheinen die Banden
etwas unschdrfer, als sie tatsdchlich sind. Links Kontrollprobe ohne Streptavidin; rechts Probe mit 150 Streptavidin
pro biotiniliertem Nanopartikel. Wahrend die Kontrollprobe in einer einzigen Bande migriert, trennt sich die Probe
mit den Aggregaten in mehrere Banden auf. (b) Die elektronenmikroskopische Aufnahme zeigt, dass die per
Elektroelution aus der zweiten Bande herausgelosten Partikel grofiteils als Dimere vorliegen.

werden. Eine verbesserte Auftrennung wird daher nicht erreicht. Die Qualitdt des Elektrophorese-
Ergebnisses hangt nur schwach von der Gelstarke (getestet: 0,8 %; 1,0 %; 1,5 % Agarose) und der
Elektrodenspannung (getestet: 70V, 100V, 140 V) ab.

Aus der ersten und zweiten Bande konnen die Partikel per Elektroelution zurtickgewonnen
werden. Die angedeutete Box in Abb. 4.5a zeigt die Skalpellschnittkanten fiir die Elektroelution der
zweiten Bande: rechter und linker Rand werden nicht verwendet, da die erste Bande insbesondere
am Rand eine ,Schleppe” nach sich zieht. Elektronenmikroskopie der so gewonnenen Proben
zeigt, dass die erste Bande aus Einzelpartikeln besteht und die zweite zu etwa zwei Dritteln aus
Dimeren (Abb. 4.5b), wobei der Rest der aus ihr herausgeltsten Partikel einzeln vorliegt.

Es liegt nahe zu vermuten, dass die dritte Bande und die vierte Bande aus Drei- bzw. Vier-
Partikel-Aggregaten bestehen. In dieser Arbeit wurden optisch ausschliefslich Dimere untersucht,
da sie einerseits die wesentlich neue Eigenschaft von Aggregaten gegeniiber Einzelpartikeln,
namlich die Plasmonkopplung zeigen, und andererseits ihre Einfachheit einen eindeutigen
Riickschluss vom polarisationsabhéngigen Streuspektrum auf die geometrischen Parameter
Partikelabstand und Achsenorientierung erméglicht. Bei Drei- und Vier-Partikel-Aggregaten ist
die Zahl der geometrischen Freiheitsgrade zu grofs, als dass sie zweifelsfrei aus den Streuspektren
bestimmt werden konnten. Es wurde deshalb kein grofier Aufwand getrieben, die Methode der
Elektroelution so weit zu optimieren, dass auch aus den schwachen dritten und vierten Banden
ausreichend konzentrierte Proben extrahiert werden konnen. Die Vermutung, dass diese aus
Drei- bzw. Vier-Partikel-Aggregaten bestehen, harrt daher noch der elektronenmikroskopischen
Bestitigung.

Im Vergleich mit der Kontrollprobe félltin Abb. 4.5a auf, dass die Einzelpartikelbande langsamer
wandert als die Bande der Kontrollprobe. Dies zeigt, dass auch an die Einzelpartikel Streptavidin
gebunden hat, wodurch sich Radius und Gesamtladung und damit auch die elektrophoretische
Mobilitdt andern.
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4.3 Elektronenmikroskopische Vermessung des Partikelabstands
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Abbildung 4.6: Mit dem Elektronenmikroskop gemessene Abstandsverteilung der Dimere. Links einzelne TEM-

Aufnahmen, alle drei Bilder haben den gleichen Mafistab. Rechts Diagramm der gemessenen Abstinde und
entsprechende Protein-Geometrie zwischen den Partikeln. Die Zeichnungen sind mafistabsgetreu.

4.3 Elektronenmikroskopische Vermessung des
Partikelabstands

Der entscheidende Parameter fiir Nahfeldresonatoren in Gestalt von Nanopartikeldimeren
ist der Abstand zwischen den beiden konstituierenden Partikeln. Der Abstand entscheidet
allein tiber die Plasmonkopplung und damit tiber Nah- und Fernfeld des Resonators (siehe
Abschnitt 2.3). Deshalb kann mit Hilfe der Mie-Theorie der Abstand aus dem Streuspektrum
des Dimers abgelesen werden, was bei den in Kapitel 6 und 7 beschriebenen Experimenten
konsequent ausgenutzt wird. Zum Vergleich und zur Bestitigung haben wir unabhéngig davon
die auftretenden Partikelabstdande mit dem Elektronenmikroskop gemessen.

Von 30 Partikelpaaren wurden stark vergrofserte TEM-Aufnahmen wie in Abb. 4.6 zu sehen
angefertigt. Der Abstand wurde mittels eines selbst geschriebenen Programm-Moduls fiir das
Bild-Analyse-Programm Image] [162] bestimmt. Genauer gesagt wurde der geringste Abstand
zwischen den Réndern des zweidimensionalen Transmissionsbildes der Partikel ermittelt. Dieser
kann leicht vom tatsachlichen minimalen Oberflichenabstand und vom Abstand entlang der
Achse zwischen den Partikelzentren abweichen, wenn die Partikel nicht perfekt sphérisch sind.
Die meisten Partikel haben eine hohe Sphérizitét.

Es ergibt sich eine breite Abstandsverteilung mit Partikelabstanden zwischen 0,5nm und

14nm. Den vermehrt auftretenden Abstidnden konnen verschiedene Anordnungen der Proteine
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zwischen den Partikeln zugewiesen werden, wie durch die Zeichnungen in Abb. 4.6 angedeutet.
Insbesondere stimmt der maximal auftretende Partikelabstand recht gut mit der Liange der
gestreckten Konfiguration der RSA-Bi/Streptavidin/Bi-RSA-Verkniipfung iiberein, wenn das
Rinderserumalbumin flach auf dem Partikel liegt (vgl. Tabelle 2.1 und Tabelle 2.2). Weiterhin fallt
auf, dass die hiufig auftretenden Abstdnde von weniger als 5 nm nicht ausreichen, um darin zwei
intakte RSA-Molekiile unterzubringen. Das bedeutet, dass die Albumin-Hiille der Nanopartikel
entweder bereits zu Anfang unvollstindig ist oder dass die Albumine zwischen den Partikeln
deformiert bzw. teilweise aus dem Partikelzwischenraum verdrangt werden. Dimere, bei denen
sich die Nanopartikel direkt beriihren, wurden jedoch nicht beobachtet.
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5 Theorie der Raman- und
Fluoreszenzverstarkung in

Nanopartikelaggregaten

Die Feldiiberhthung zwischen den Nanopartikeln eines Dimers bei Anregung in der longitudi-
nalen Mode fiihrt dazu, dass Molekiile dort stirker an das anregende elektrische Feld koppeln.
Gleichzeitig dndert der Nanopartikeldimer-Resonator die Vakuum-Modendichte, so dass sich die
Wahrscheinlichkeit dndert, dass ein angeregtes Molekiil im Resonator durch spontane Emission
eines Photons relaxiert. Schlieflich wirken die stark absorbierenden metallischen Nanopartikel
als Senke fiir das elektromagnetische Feld des Molekiils. Diese drei Effekte — Anregungsverstér-
kung!, Anderung der Wahrscheinlichkeiten strahlender Ubergénge und Energietransfer — andern
Ramanstreuung und Photolumineszenz in der Umgebung eines Nanopartikel-Nahfeldresonators
drastisch. Im folgenden werden wir die drei Effekte in der Ndhe eines Aggregates aus beliebig
vielen Nanopartikeln berechnen. Anschlieflend werden wir damit herleiten, wie sich Fluoreszenz-
und Ramanintensititen fiir ein reales Molekiil in einem solchen Nanoaggregat dndern. Es handelt
sich dabei um die erste vollstandige analytische Beschreibung der Fluoreszenzverstarkung von
Molekiilen in einem Nanopartikelaggregat beliebiger Partikelzahl.

Als relevante Vorarbeiten sind insbesondere die theoretischen Veroffentlichungen von Hong-
xing Xu und Mikael Kill [163, 164] zur oberflichenverstdrkten Ramanstreuung in Nanopartikel-
dimeren zu nennen, die wiederum auf Arbeiten von Chew und Kerker [165, 166] und von Inoue
und Othaka [167] aufbauen. Die folgenden Ausfithrungen erweitern das Xu-Kallsche Modell
insofern, als zusatzlich zu Anregungsverstarkung und Emissionsverstarkung auch der Energie-
transfer berechnet wird, eine beliebige Partikelzahl zugelassen wird, die vibronische Substruktur
des Grundzustands des Molekiils berticksichtigt wird, und explizite Formeln zur Berechnung
der Verstdarkungsfaktoren aus den Streukoeffizienten des Aggregates angegeben werden. Zur
Berechnung dieser Verstarkungsfaktoren wurden die Computerprogramme GMM-FIELD und
GMM-DIP entwickelt. Sie werden im Anhang dieser Arbeit besprochen.

Das Wort ,Verstarkung” soll hier und im folgenden auch eine Unterdriickung mit einschlielen, die moglich ist,
wenn das einfallende Feld und das von den Partikeln gestreute Feld auSer Phase sind.
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5.1 Anregungsverstarkung

Wir gehen wie erwdhnt von monochromatischer Anregung aus. Die einfallende elektromagne-
tische Welle habe also die Frequenz w.y.. Bei dieser Frequenz hat das Molekiil ein bestimmtes
Ubergangsdipolmoment p. Den Ort des Molekiils bezeichnen wir mit ;.

Die Anregungsrate ey des Molekiils ist proportional zum Betragsquadrat des Skalarprodukts
von Ubergangsdipolmoment und elektrischem Feld am Ort des Molekiils [168]:

YVexc &€ |P . E("O)l2 (511)

Als Anregungsverstarkungsfaktor gexc(wexc) bezeichnen wir den Quotienten der Anregungsraten
in Anwesenheit des Aggregates Yex und in dessen Abwesenheit yexo bei ansonsten gleichen
Bedingungen:

Vexc |P ' (Ein(rO) + Estr(”O))|2 _ |f7 : (Ein + Es’cr)|2
Vexc0 |P : Ein("O)l2 |ﬁ ' Ein|2

exc(Wexe) = (.12
Das Streufeld des Aggregates Eg, am Ort ry und damit die Anregungsverstarkung konnen
fir eine beliebige einfallende Welle (Ei,, Hin) mit Hilfe der Gleichungen (2.2.17) und (2.2.18)
berechnet werden, sofern es gelingt, die einfallende Welle wie in Abschnitt 2.2.2 beschrieben
beziiglich der sphérischen Vektorwellenfunktionen zu entwickeln.

Betrachten wir zum Beispiel ein Dimer, das entlang der x-Achse orientiert ist. In seiner Mitte
befinde sich ein Molekiil mit p || é,. Fillt nun eine x-polarisierte ebene Welle ein, was der
longitudinalen Mode des Dimers entspricht, so ist die Anregungsverstarkung durch das Quadrat
der im unteren Teil von Abb. 2.10a aufgetragenen Feldverstirkung ||Ein + Es |l / ||Einll gegeben.!
Entsprechend ist die Anregungsverstiarkung fiir die gleiche Geometrie in der transversalen Mode
das Quadrat der in Abb. 2.10c gezeigten Feldverstarkung. Man sieht, dass es in der transversalen
Mode fiir einige Anregungswellenldngen und Partikelabstdnde auch zu einer verringerten
Anregung mit exc(Wexc) < 1 kommen kann.

5.2 Emission und Energietransfer fiir ein

Zwei-Niveau-System

Wir werden nun fiir ein Zwei-Niveau-System die Verstarkung des strahlenden und des nichtstrah-
lenden Zerfalls des angeregten Zustandes in der Néhe eines Nanopartikelaggregates berechnen.
Wir nutzen dazu die klassische Beschreibung des Zwei-Niveau-Systems als Hertzscher Dipol.
Mithilfe der verallgemeinerten Mie-Theorie berechnen wir fiir einen solchen Dipol die ins
Fernfeld abgestrahlte Leistung P, und die von den Nanopartikeln absorbierte Leistung P,ps. Die
Zerfallsraten des angeregten Zustands des Zwei-Niveau-Systems mit Ubergangsfrequenz w,

'In der Dimermitte ist Ei, + E || 8¢ (vgl. Abb. 2.8,2.9).
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5.2 Emission und Energietransfer fiir ein Zwei-Niveau-System

dessen Ubergangsdipol dem Dipolmoment p des Oszillators entspricht, erhalt man dann, indem
man diese Leistungen durch die Energie eines einzelnen Licht-Quants teilt [82]. Die strahlende
Zerfallsrate I';, also die Rate der Photonenemission, ist gegeben durch I'y = P;/(fiw), und die
zusétzliche nichtstrahlende Zerfallsrate, also die Rate des Energietransfers zu den Nanopartikeln,
I'gr ist gegeben durch I'er = Paps/ (fiw).

5.2.1 Entwicklung des von einem oszillierenden Punktdipol emittierten
Feldes in spharischen Vektorwellenfunktionen

Um die abgestrahlten und absorbierten Leistungen, P; und P, fiir den oszillierenden Punktdipol
mit dem Formalismus der Mie-Theorie zu berechnen, ist es notwendig, das Feld des Dipols in
sphérischen Vektorwellenfunktionen zu entwickeln. Der Ausdruck fiir sein Feld lautet ([169,
Kap. 8, Gl. 25] bzw. [170, GI. 9.18]%):

Ein:EO[(%_é) (3(éy'ﬁ)ér—ﬁ) - érx(érxﬁ)

. EAEQ 1 N/A A eip
H,=i |[——Ey|——-i|lé:xp)— 5.2.1b
V bt 0(9 )(* P)% (5:2.1b)

mit p = p/|lpll sowie p = kg7 und Ey = ||pl| k;/(élnsﬂeo). Wie zuvor haben wir die Zeitabhéngig-

= (5.2.1a)

keit exp(—iot) unterdriickt. Dieses Feld wird nun zunichst in den Vektorwellenfunktionen N 39
und M.} im Dipol-eigenen Koordinatensystem entwickelt. Aus Gl. (2.1.10) folgt

2n

[(N3S, Ein) dep dO
0
21

2n

(M2, i) dg d6
0
TU

“—=
“—=

1
iEmn

und B, =

(5.2.2)

mn

S —=ale
C—=alo

2
(N3O, N30 do dO M3, M50 do dO
0 0

0 .. .
mn und by, fur die

wobei (, ) fiir das Standardskalarprodukt in C3 steht. So erhalten wir die 4°

ersten Ordnungen n:

QO = id (5‘% - %’") W = (5.2.3)
Wenn man die so erhaltenen Koeffizienten in die Entwicklung Gl. (2.1.10) einsetzt, zeigt der
Vergleich mit Gl. (5.2.1), dass die Entwicklung bereits vollstindig ist. Aus a9, und b9, werden
nun die von der jeweiligen Nanopartikel-Geometrie abhéngigen Entwicklungskoeffizienten des
Dipolfeldes pgm und qmn beziiglich der Vektorwellenfunktionen an und N » fur jedes Partikel
p durch Vektortranslation gemafs Gl. (2.2.14) abgeleitet.

1Achtung: Die Formeln im Jackson [170] sind nur im Vakuum korrekt; im Stratton [169] ist die Abhédngigkeit
exp(ip) in eine modifizierte Zeitabhéngigkeit exp(—iwt*) mit wt* = wt — p subsumiert.
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5.2.2 Losung der Maxwellgleichungen und Berechnung der abgestrahlten
und absorbierten Leistungen

Damit konnen wir nun also die Maxwellgleichungen fiir das Dipolfeld durch Anwendung der
verallgemeinerten Mie-Theorie 16sen. Wir erhalten das gestreute Feld im Aufsenraum in Gestalt
der Streukoeffizienten af,m und bf,m als Losung des Gleichungssystems Gl. (2.2.17). Aus diesen
gilt es nun, die abgestrahlten und absorbierten Leistungen, P; und Py, zZu berechnen. Zuvor sei
jedoch noch angemerkt, dass bei der beschriebenen Methode zur Lésung der Maxwellgleichungen
die mogliche Anregung des Dipols durch sein eigenes von den Nanopartikeln gestreutes Feld
vernachldssigt wird. Dieser Effekt wird allgemein als klein angesehen [166, 171]; wir verifizieren
dies numerisch in Anhang C fiir ein einzelnes Partikel durch Vergleich mit dem Gersten-Nitzan-
Modell [82], das eine mogliche Wiederanregung berticksichtigt. Bei realen Molekiilen sorgt
zudem die Stokesverschiebung dafiir, dass zumindest die Anregung anderer Molekiile als
desjenigen, das gerade emittiert hat und sich deshalb unter Umstdnden noch im vibronisch
angeregten Zustand befindet, unwahrscheinlich ist.

Zurtick zu dem Problem, die abgestrahlten und absorbierten Leistungen, P; und Pas, zu
berechnen. Der Schliissel zur Losung dieses Problems liegt darin, den engen Zusammenhang
zwischen den Wirkungsquerschnitten fiir Streuung und Extinktion und jenen Leistungen zu

erkennen. Wir betrachten dazu noch einmal Gleichung (2.1.14) fiir die Wirkungsquerschnitte

1
Ogtr = 5— f Sstr . é,. dA
Sin JK

1
Oext = — 5 Sext * & dA
Sin dK

Oabs = Oext — Ostr

mit S;, = % vVeaco/ (patio) |Eo|?. Die Integrale in dieser Gleichung ergeben die Leistungen

Py = f Sstr - €, dA (5.2.5a)
JK
Pext = _f Sext * & dA (5.2.5b)
JK
Paps = Pext — Pr (5.2.5¢)

Mit Ey = [|pl| k;/ (4me z€p) erhalten wir daraus den Zusammenhang

P strext 3 Ostr,ext
Py 2 4n

K (5.2.6)

Dabei ist Py die vom gleichen Dipol in Abwesenheit des Aggregates emittierte Leistung [169]

1
Po=1>— Vemeo(uato)*? lplPa* (5.2.7)
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5.2 Emission und Energietransfer fiir ein Zwei-Niveau-System

Der Zusammenhang (5.2.6) ermoglicht uns, die von Yu-Lin Xu in [64] und [63] hergeleiteten
analytischen Ausdriicke fiir die Streu- und Extinktionsquerschnitte zu nutzen, um die Leistung
P.ps zu berechnen. Wir erhalten aus [64, Gl. 21] die gestreute Leistung Py, in Abhédngigkeit von
den Streukoeffizienten zu

N
Pyt 3 (1’1 - m)'
Py ~ 2 E n(n+1)(2n+1)(n+m)! X
y,p=1 mi
m, i
e (W s + Vo Uy AT = 2) + (W B + Vo ) BE(S = 3)) - (529

mn
hier jedoch aus der Entwicklung der Vektorwellenfunktionen M ;Z und N 313{ (und nicht M ;Z und

1y T 3 3
N m;) beziiglich M mﬁ und N ,,,5 hervorgehen.

Die Summe der absorbierten und der gestreuten Leistungen in Abhédngigkeit von den Streuko-

wobei A7 (11’0 - ”2)) und B (rg - rg) Vektortranslationskoeffizienten analog zu (2.2.13) sind, die

effizienten und den Entwicklungskoeffizienten des Dipolfeldes ergibt sich aus [63, Gl. 38] zu

N
P 3 (n —m)! 0B * 0p *
;;t =3 Z Z n(n+1)(2n + 1)m Re (p,fn i+ bﬁm) (5.2.9)

p=1 nm :

Die absorbierte Leistung erhalten wir durch Einsetzen der Gleichungen (5.2.8) und (5.2.9) in

Pabs = Pext — Patr (5.2.10)

Somit fehlt uns nur noch die abgestrahlte Leistung P;. Diese ist gegeben durch das Integral
des Gesamt-Energieflusses durch eine Dipol und Aggregat einschlieSende Sphére

P, = —f S-2,dA (5.2.11)
JK

Wir nutzen nun die Entwicklung des Dipolfeldes Gl. (5.2.3) beziiglich der sphérischen Vektor-
wellenfunktionen N2 und M;0. Damit kénnen wir das gesamte abgestrahlte elektrische Feld

schreiben als

E=Ep +Esx
N
. . 3 3
=1 Z Eun (llgm Nig + b?,m M%S) + Z 1 Eyn (afrm Nmﬁ + bfnn Mmﬁ)
o =1 mm (5.2.12)
= 3 3
=Y Y Eun (ah Nk + b M)
p=0 nm

und analog das magnetische Feld. Formal kénnen wir den Dipol also wie einen weiteren Streuer
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behandeln. Damit ist aber klar, dass sich das Integral (5.2.11) tiber den Poynting-Vektor fiir das
gesamte abgestrahlte Feld genauso berechnen lasst wie das Integral (5.2.5a) {iber den Poynting-
Vektor fiir das Streufeld: namlich mit Hilfe von Gleichung (5.2.8). Die abgestrahlte Leistung ist

also gegeben durch
=5 Z Zn(n+1)(2n+1)E ; x
Py
=

m(( e W+ Yy Vo) AL = 2) + (s U + Vo ) B - 13)) - (5:2:19)

wobei hier  und y im Unterschied zu Gleichung (5.2.8) von Null statt von Eins bis N laufen.

5.2.3 Zerfallsraten des angeregten Zustands eines Zwei-Niveau-Systems

Die Zerfallsraten des angeregten Zustands eines Zwei-Niveau-Systems mit Ubergangsfrequenz w,
dessen Ubergangsdipol dem Dipolmoment p des bis hierher betrachteten oszillierenden Dipols
entspricht, erhédlt man wie bereits erwdhnt, indem man die im vorangegangenen Abschnitt
berechneten Leistungen P, und P.,s durch die Energie eines einzelnen Licht-Quants teilt [82].
Die strahlende Zerfallsrate I';, also die Rate der Photonenemission, ist gegeben durch

I, = P,/(hw) (5.2.14a)

mit P, aus Gleichung (5.2.13). Und die zusatzliche nichtstrahlende Zerfallsrate, also die Rate des
Energietransfers zu den Nanopartikeln, 'zt ist gegeben durch

I'er = Paps/(hw) (5.2.14b)

mit P,p,s aus den Gleichungen (5.2.10), (5.2.9) und (5.2.8).

5.3 Fluoreszenzverstarkung fiir ein reales Molekiil

Bisher haben wir nur ein Zwei-Niveau-System beziehungsweise sein klassisches Analogon,
einen oszillierenden Dipol, betrachtet. Jetzt mochten wir die Anderung der Fluoreszenz fiir ein
reales Molekiil berechnen, dessen elektronische Zustidnde eine vibronische Substruktur haben
und dessen elektronische Konfiguration aufgrund von Wechselwirkungen mit seiner wéssrigen
Umgebung einer schnellen Fluktuation ausgesetzt ist, die zu einer quasihomogenen Verbreiterung
der Linien des Fluoreszenzspektrums fiihrt. Mit der Fluoreszenzverstirkung g bezeichnen wir

die durch das Nanopartikel-Aggregat verursachte Anderung des Fluoreszenzspektrums F des
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5.3 Fluoreszenzverstirkung fiir ein reales Molekiil

Molekiils hinsichtlich Form und Intensitat:

F (C‘)exc; (U)

Fo (wexc; CU) (531)

G Wexe; W) =
Dabei sind F (wexc; @) das (unnormierte) Fluoreszenzspektrum im Aggregat und Fy das intrin-
sische Fluoreszenzspektrum, wenn mit einer ebenen Welle der Frequenz wey. und gegebener
Intensitat, Propagationsrichtung und Polarisation angeregt wird. Im linearen Bereich hingt ¢
nicht von dem gewéhlten Wert der Anregungsintensitat ab.

Die Fluoreszenzverstirkung g setzt sich aus zwei Anteilen zusammen, der Anderung der
Anregungsrate gexc(Wexc) und der Anderung der Emissionswahrscheinlichkeit gem(w). Da wie
in Abschnitt 2.4.1 erldutert Absorption und Emission bei einem Molekiil zwei inkohdrente,
unabhéngig voneinander ablaufende Prozesse darstellen, ist die Gesamt-Fluoreszenzverstarkung
das Produkt

g(wexc; w) = gexc(wexc) gem(w) (532)

5.3.1 Anregungsverstirkung

Bei monochromatischer Anregung entspricht die Anregungsverstarkung fiir ein reales Molekiil
derjenigen fiir einen Dipol, und es gilt Gleichung (5.1.2)

|ﬁ : (Ein + Estr)l2

exc\Wexc) = ~
Soclo) = T

Dabei beschreibt der Einheitsvektor p die rdumliche Orientierung des molekularen Ubergangsdi-
pols. Das einfallende Feld E;, ist das einer ebenen Welle!, und das vom Nanopartikel-Aggregat
gestreute Feld Eg, kann mithilfe der verallgemeinerten Mie-Theorie berechnet werden.

5.3.2 Emissionsverstarkung

Die Situation fiir die Emissionsverstarkung ist nicht ganz so einfach. Um die fiir den Hertzschen
Dipol erhaltenen Ergebnisse tibertragen zu konnen, miissen wir die Verteilung der Oszillatorstiarke
des Molekiils tiber sein gesamtes Emissionsspektrum in Betracht ziehen. Dies erfordert im ersten
Schritt, die spektrale Abstrahlcharakteristik des Dipols zu eliminieren, indem wir die fiir den
Dipol im Aggregat erhaltenen strahlenden und nichtstrahlenden Raten auf seine Abstrahlrate

I'y(w) ohne Aggregat normieren. Diese ist gegeben durch

Po

0= (5.3.3)

Im Prinzip kann natiirlich auch jede andere einfallende Welle zugelassen werden. Aufgrund unserer Definition
der Fluoreszenzverstirkung interessieren wir uns hier aber nur fiir Anregung mit einer ebenen Welle.
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wobei Py wieder die vom Dipol ohne Aggregat abgestrahlte Leistung (5.2.7) ist. Damit erhal-
ten wir dann aus den Gleichungen (5.2.14) den Purcellfaktor des Nanopartikelaggregats als
Verstarkungsfaktor der strahlenden Rate g.(w) und den Energietransferfaktor ger(w):

&r(w) = % (5.3.4a)
0

ger(w) = Ler (5.3.4b)
I'o

Im zweiten Schritt miissen wir nun das Emissionsspektrum des Farbstoffmolekiils beriicksich-
tigen. Die spektrale Wahrscheinlichkeitsdichte I1y(w), dass das angeregte Farbstoffmolekiil ein
Photon einer bestimmten Frequenz w emittiert, ist ohne Aggregat gegeben durch

Vro fO(w)

Yeo + Vord (5.3.5)

Mo(w) = 1o fo(w) =
Dabei sind 19 die Quanteneffizienz, fy(w) das Integral-normierte Fluoreszenzspektrum, y:
die strahlende Rate und y,¢ die nichtstrahlende Rate des Farbstoffmolekiils ohne Aggregat.
Oberhalb des Bruchstriches steht hier die Rate des Zerfalls aufgrund von spontaner Emission
eines Photons mit Frequenz w; unterhalb steht die gesamte Zerfallsrate des angeregten Zustands.
Ubertragen wir dies nun auf das Farbstoffmolekiil im Aggregat, so ergibt sich als spektrale
Wahrscheinlichkeitsdichte, dass das angeregte Farbstoffmolekiil ein Photon der Frequenz w
emittiert, in der Ndhe des Aggregates der Ausdruck

gr(a)) Vro fO(a))

H(w) =
Yr + YET + Vnro

(5.3.6)
Die Raten y, und ygr sind dabei die gesamte strahlende Rate und die gesamte Energietransfer-
rate des Molekiils im Aggregat. Wie sich diese berechnen, hiangt davon ab, welchen Teil des
Emissionsspektrums ein Molekiil ,sieht”, wihrend es sich im angeregten Zustand befindet. Fiir
den Extremfall, dass das Molekiil nur sehr kurz im angeregten Zustand verbleibt, diirften hier
nur die diskreten Frequenzen der vibronischen Progression beriicksichtigt werden. Unter den
Bedingungen der in dieser Arbeit beschriebenen Experimente, das heif3t in einer fliissigen Umge-
bung und bei Raumtemperatur, muss jedoch davon ausgegangen werden, dass ein einzelnes
Molekiil auf einer Zeitskala, die deutlich kleiner ist als die Lebensdauer des angeregten Zustands,
die gesamte elektronische Inhomogenitét des Fluoreszenzspektrums , durchlebt” [172]. Damit
erhalten wir die gesamten Raten fiir strahlenden Zerfall und Energietransfer durch Integration

tiber das gesamte Fluoreszenzspektrum

Yr=7r0 fo fo(w) gr(w) dw (5.3.7a)

Ver = 10 f fol@) ger(@) do (5.3.7b)
0
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5.3 Fluoreszenzverstirkung fiir ein reales Molekiil

Aus den Gleichungen (5.3.6) und (5.3.5) erhalten wir nun die gesuchte Emissionsverstarkung

M) _ 1 _ &@)yro
HO(w) Mo Vr + YET + Vnro0

Gem(@) = (53.8)
Wie wir sehen, geht die Abhéngigkeit der Fluoreszenzverstarkung von der Emissionsfrequenz w
einzig auf die spektrale Abhdngigkeit des Verstarkungsfaktors g.(w) der strahlenden Rate zurtick.

5.3.3 Gesamtverstirkung

Anregungsverstarkung und Emissionsverstarkung ergeben zusammen die Gesamtfluoreszenz-

verstdrkung fiir ein reales Molekiil. Denn nach Gleichung (5.3.2) ist

g(wexc; w) = gexc(wexc) gem(w)

wobei Wir gexc(@exc) mit Gleichung (5.1.2) berechnen kénnen und gem(w) mit den Gleichun-
gen (5.3.8), (5.3.7), (5.3.4), und (5.2.14).
Wie konnen die Ergebnisse der hier entwickelten Theorie nun experimentell iiberpriift werden?
Zunichst wichst der im Fernfeld gemessene Absorptionsquerschnitt des Farbstoffes um
den Faktor gexc(wexc). Dies diirfte allerdings in der Praxis schwierig zu beobachten sein, da
die Absorption des Farbstoffes {iberlagert wird von der im allgemeinen deutlich stidrkeren
Plasmonabsorption.

Die Gesamt-Zerfallsrate des angeregten Zustands des Farbstoffes dndert sich gemaf3

Yges = Vr + VET + Vnro (5.3.9)

mit y; und ygr nach Gleichung (5.3.7). In der Regel wird yges im Vergleich zur Situation
ohne Aggregat zunehmen. Dies gilt aufgrund des Energietransfers selbst dann, wenn der
strahlende Zerfall durch das Aggregat unterdriickt wird. Die Gesamt-Zerfallsrate ist eine
durch zeitauflosende Spektroskopie experimentell direkt zugéngliche Grofe.! Fiir Fluoreszenz
in der Néahe einzelner Partikel gibt es hierzu zahlreiche Arbeiten [13, 20-22, 79, 173, 174]. Im
Zusammenhang mit dieser Dissertation wurden die Anderung der Raten bei verschiedenen
Abstanden zwischen Fluorophor und Nanopartikel [20] sowie die Anderung der Raten von
langlebigen Phosphoreszenzfarbstoffen in der Ndhe einzelner Nanopartikel [22] untersucht.
Fiir Dimere sind im vergangenen Jahr zwei Studien erschienen [45, 46]. Es wurden jeweils
deutlich erhohte Zerfallsraten gemessen. In [45] wird unter der Annahme vernachlédssigbarer
Anregungsverstiarkung versucht, die Beitrdge der strahlenden und der nichtstrahlenden Rate zu
identifizieren, indem Intensitdtsinformationen ausgewertet werden. Zumindest in quantitativer

Im Falle vernachldssigbarer Anregungsverstarkung — zum Beispiel aufgrund von nichtresonanter Anregung —
konnen aus den Transienten bei Berticksichtigung der Intensitdtsinformation auch die Einzelraten bestimmt werden
[13]. In Experimenten an wenigen Molekiilen muss jedoch meist resonant angeregt werden, um ein messbares
Signal zu erreichen, und gexc(@exc) kann nicht vernachlassigt werden. Oftmals ist gexc(@exc) hier sogar der dominante
Faktor fiir die Anderung der Gesamtintensitat [23, 24].
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Hinsicht ist dies fiir die in [45] geschilderte experimentelle Situation jedoch durchaus fragwiirdig.
Denn erstens erscheint es unrealistisch, dass die Anregungsverstarkung im Vergleich zu der
geringen aus den Daten berechneten Erhohung der Quanteneffizienz von 40 % auf 53 % tatsachlich
vernachldssigbar ist. Zweitens kann das der Analyse der Zerfallsdaten zugrundeliegende Modell
mit nur zwei Lebensdauern (eine fiir ,nah”, eine fiir ,,weit entfernt” von der Nanoantenne)
kaum als eine realistische Beschreibung der tatsichlichen Verhiltnisse angesehen werden, sind
die Farbstoffe im Experiment doch anndhernd homogen tiber die gesamte Probe verteilt. Die
Lebenszeiten von sehr nah an einem der Partikel befindlichen Farbstoffen kénnen zudem
vermutlich nicht aufgeldst werden. Die Zeitauflosung des Aufbaus wird in [45] nicht angegeben,
scheint aber, wenn man die Anstiegszeit der Signale als Anhaltspunkt nimmt, durchaus in
der Grofienordnung der Lebensdauer der gemessenen schnellen Zerfallskomponente zu liegen.
Drittens machen Effekte wie Photobleichen und lokale Inhomogenitdten den Vergleich von
Intensitdten, die zu verschiedenen Zeiten oder an verschiedenen Orten einer mikroskopischen

Probe gemessenen sind, notorisch schwierig. Entsprechende statistische Daten fehlen in [45].

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden an Nanopartikeldimeren keine zeitauflosenden
Fluoreszenzmessungen durchgefiihrt. Stattdessen konzentrieren sich die in Kapitel 6 beschriebe-
nen Experimente auf die durch den Purcell-Effekt verursachte Anderung des Fluoreszenzspek-
trums in der Néhe eines Nanopartikeldimers. Im Gegensatz zu zeitaufgelosten Fluoreszenzdaten
zeigt das Fluoreszenzspektrum die Anderung der Emission von Farbstoffmolekiilen im Nano-
resonator durch den Purcell-Effekt ohne Beimischung weiterer Effekte, so dass der Purcell-Effekt
direkt beobachtet werden kann und nicht unter Zuhilfenahme aufwendig zu rechtfertigender
Annahmen erst aus dem experimentellen Ergebnis herausgerechnet werden muss. Schreiben wir
nédmlich die frequenzabhingige Gesamtverstarkung g(wex; @) ein wenig um

= foc() () 5510
= C(wexe, ", Rg, ...) ge(@)

so erkennen wir, dass die Anderung der Form des Fluoreszenzspektrums genau die spektrale
Abhéngigkeit des Purcellfaktors g;(w) zeigt. Diese Anderung der Form des Fluoreszenzspektrums
wurde in der vorliegenden Arbeit zum ersten Mal an einzelnen plasmonischen Nahfeldresonato-

ren gemessen. Die Ergebnisse werden in Kapitel 6 diskutiert.

Das komplementire Experiment dazu vernachlassigt die Anderung des Spektrums und misst
nur die integrierte Photonen-Emissionsrate, also die Anzahl insgesamt pro Zeiteinheit messbarer
Photonen. Diese erhalten wir zu

fooo Flw)dw

Fges _ — )fmg (@) fol@)dew (5.3.11)
Fgeso \j(‘)oo Fo(w)dw exc exc 0 em e

Diese Gesamtzahl an emittierten Photonen ldsst sich nur tiber die Anregungsverstarkung
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5.4 Fluoreszenzverstirkung in mit dem Rasterkraftmikroskop zusammengesetzten

Goldnanopartikeldimeren

Gexc(@Wexc) deutlich steigern, denn

fo Zem(@) fo(w)dw =1 7y (5.3.12)

ist genau die relative Anderung der Quanteneffizienz und damit auf 7! beschréankt. Damit ist
fooo Zem(w) fo(w)dw fiir brauchbare Fluoreszenzfarbstoffe kleiner als etwa 10. In der Regel wird
nicht einmal dieser Wert erreicht, da der Erhhung der strahlenden Zerfallsrate eine zumindest
vergleichbare Erhohung der nichtstrahlenden Zerfallsrate Konkurrenz macht. Dagegen erreicht
Zexc(Wexc) zum Beispiel fiir das zur schwarzen Kurve in Abb. 2.10a gehorige Dimer einen Maxi-
malwert von nahezu 10000. Eine Grenze wird hier erst dann erreicht, wenn der angeregte
Zustand signifikant populiert wird.! Die Anderung der Gesamtzahl emittierter Photonen in der
Nahe von einzelnen plasmonischen Nanopartikeln ist bereits umfangreich untersucht worden
[13,17,20, 22, 23, 81, 175], ebenso die Anderung der Photonenausbeute in groflen Aggregaten
und rauen Metallfilmen [26-28, 176]. Versuche mit kleinen Aggregaten, insbesondere Dimeren,
eine hohere Anzahl emittierter Photonen zu erreichen, haben erst in jiingster Vergangenheit
begonnen [44—46]. Die experimentellen Ergebnisse der in unserer Gruppe durchgefiihrten Studie
[44] wollen wir im folgenden kurz mit den von mir dazu durchgefiihrten Rechnungen nach dem
hier erdrterten Modell vergleichen.

5.4 Fluoreszenzverstarkung in mit dem
Rasterkraftmikroskop zusammengesetzten

Goldnanopartikeldimeren

Im in [44] verdffentlichten Experiment unserer Arbeitsgruppe wird die integrierte Fluores-
zenzverstarkung in verschiedenen Geometrien aus ein und zwei Nanopartikeln mit je 60 nm
Durchmesser gemessen. Als Sonde dient eine mit orange fluoreszierenden Farbstoffen beladene
Polystyrolkugel von 40 nm Durchmesser. Goldnanopartikel und Farbstoffkugeln werden auf ein
Deckglas aufgebracht. Die Probe wird wie in Abb. 5.1a gezeigt in einer Stickstoff-Atmosphére
auf dem piezoelektrisch verfahrbaren Probentisch eines Rasterkraftmikroskops fixiert, das auf
ein invertiertes Epifluoreszenzmikroskop montiert ist. So kann die Probe von der Unterseite mit
Laserlicht der Wellenldnge 532 nm beleuchtet und die angeregte Fluoreszenz beobachtet werden.

Im eigentlichen Experiment werden in einer Serie von Manipulationsschritten mit der Spitze
des Rasterkraftmikroskops nacheinander schrittweise zwei Nanopartikel mit je 60 nm Durch-
messer an eine Farbstoffkugel mit 40 nm angenéhert, bis eine symmetrische Sandwichstruktur
erreicht ist. Nach jedem Anndherungsschritt wird zum einen ein Hohenbild gemessen, indem

die Probe unter der in vertikaler Richtung oszillierenden Spitze des Kraftmikroskops hin- und

1 An dieser Stelle wiirde dann auch der beschleunigte strahlende und nichtstrahlende Zerfall wieder eine Rolle
spielen, der fiir eine ziigige Riickkehr in den Grundzustand und erneute Anregbarkeit sorgt.
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Abbildung 5.1: Polarisationsabhingige Fluoreszenzverstirkung im mit dem Rasterkraftmikroskop zusammen-
gesetzten Nanopartikeldimer. Adaptiert nach [44]. (a) Schema des Experiments. (b Hohen- und Fluoreszenzbilder
der beiden letzten Anndherungsschritte. (c) Polarisationsabhingige Fluoreszenzverstirkung im symmetrischen
Sandwich. Die Fluoreszenz einer einzelnen Farbstoffkugel ist als graue Linie eingezeichnet. Detaillierte Erkldrung
im Text.

herbewegt wird. Zum anderen wird ein Fluoreszenzbild aufgenommen, indem der Proben-
tisch bei zuriickgezogener Spitze des Kraftmikroskops und eingeschaltetem Anregungslaser
verfahren wird und dabei die vom Mikroskop aufgesammelte Fluoreszenz zusammen mit der
Probenposition aufgezeichnet wird. Abbildung 5.1b zeigt die beiden letzten Schritte im Aufbau
der symmetrischen Sandwichstruktur. Das im Hohenbild rechte Goldnanopartikel ist zuvor
bereits maximal an die Farbstoffkugel angendhert worden. Nun wird schrittweise ein zweites
Nanopartikel herangeschoben, bis im unteren Doppelbild eine symmetrische Sandwichstruktur
erreicht wird. Deutlich ist zu erkennen, wie wihrend der Anndherung des zweiten Partikels die
Fluoreszenz der Farbstoffkugel im Sandwich steigt, wahrend die Fluoreszenz einer als Referenz
dienenden einzelnen Farbstoffkugel weitgehend unverandert bleibt. Im finalen Anniherungssta-
dium befindet sich die Farbstoffkugel genau in der Mitte eines Goldnanopartikeldimers. Wird
in dieser Geometrie die Polarisation des anregenden Laserstrahls gedreht, so dndert sich die
gemessene Fluoreszenz aufgrund des Ubergangs von der longitudinalen zur transversalen Mode
des Dimers wie in Abb. 5.1c dargestellt. Die Polarisationsabhdngigkeit zeigt genau die erwartete
cos?-Form (rote Kurve).

Wir mochten nun das in Abb. 5.1c dargestellte experimentelle Ergebnis mit den Vorhersagen
der in diesem Kapitel entwickelten Theorie vergleichen. Da die Anregung resonant mit dem Di-
merplasmon erfolgt, die Emission dagegen nicht,! erwarten wir, dass die Anregungsverstirkung
der dominierende Beitrag zur Gesamtfluoreszenzverstirkung nach Gl. (5.3.11) ist. Um den Anre-

gungsverstarkungsfaktor gexc(wexc) fiir die Farbstoffkugel zu berechnen, 16sen wir zunachst das

In der longitudinalen Mode im maximal angenéherten Zustand - also in der Situation mit der grofiten
Rotverschiebung — liegt das Maximum des Extinktionsquerschnitts bei 520 nm. Die Anregung erfolgt bei 532 nm,
das Emissionsmaximum der Farbstoffe liegt bei 560 nm.
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Abbildung 5.2: Feldverstirkung im Nanopartikel-Sandwich. Schnitt durch die von Wellenvektor k und Dimerachse
aufgespannte Ebene. Die Position der Farbstoffkugel ist als gestrichelte Linie eingezeichnet. (a) Longitudinale
Mode. (b) Transversale Mode.

Streuproblem fiir die beiden Goldpartikel. Der Laserstrahl wird dabei als ebene Welle idealisiert,
der Brechungsindex der Umgebung unter Vernachldssigung von Glassubstrat und Polystyrol
der Farbstoffkugel als Eins angenommen. Aus den Streukoeffizienten Gl. (2.2.17) berechnen
wir fiir einen die Farbstoffkugel einschlieffenden Wiirfel das gestreute elektrische Feld Eg.(r)
nach Gl. (2.2.18). Damit konnen wir nun die Anregungsverstirkung fiir jedes Farbstoffmolekiil
innerhalb der Polystyrolkugel nach Gl. (5.1.2) berechnen. Da wir von einer zufillig verteilten
Orientierung p der Farbstoffmolekiile ausgehen, miissen wir jeweils iiber den Winkel zwischen
Feld und Farbstofforientierung mitteln

(Ip - (Ein(r) + Este(r))*) ||Ein(r) + Esu(r)|*{cos?(0))

Zexclr) = 0Bt T IEa(IP(cos?(9))

(5.4.1)
|Ein(r) + Es’cr(")“2
|Ein(r)I1?

”éxeikz + Estr(r)/EOH2

In Abbildung 5.2 ist die Feldverstarkung ||Ein(r) + Est:(r)ll/Eo in der von k und der Dimerachse
aufgespannten Ebene dargestellt. Die gestrichelte Linie zeigt die Position der Farbstoffkugel.
In der longitudinalen Mode sehen wir echte Feldverstarkung, in der transversalen Mode eine
Abschwichung des Feldes. Der Maximalwert der Feldverstiarkung in der longitudinalen Mode
betragt 5,35, der Minimalwert in der transversalen Mode betragt 0,27.

Um eine effektive Anregungsverstarkung zu berechnen, mitteln wir nun die lokale Anre-
gungsverstarkung gexc(r) = (||Ein(r) + Es:(7)Il/ Ep)? iiber das gesamte Volumen der Farbstoffkugel.
Wir erhalten fiir die longitudinale Mode eine mittlere Anregungsverstarkung gex. von 6,86 und
fir die transversale Mode eine mittlere Anregungsverstarkung von 0,37. Die entsprechenden
experimentellen Werte fiir die Gesamtfluoreszenzverstarkung g = gexc /10 betragen 3,64 und
1,0 (vgl. Abb. 5.1c). Fiir ein Farbstoffmolekiil in der Mitte zwischen den Partikeln haben wir auch
die Anderung der Quanteneffizienz 1/ berechnet.! Ist das Ubergangsdipolmoment des Farb-
stoffmolekiils entlang der Dimerachse ausgerichtet, so werden strahlende und nichtstrahlende
Rate erhoht (y:/yr0 = 8,5, Yer/yro = 11); die Quanteneffizienz sinkt auf 44 %. Diese Orientierung

Die Rechnung ist weitgehend analog zu der in Abschnitt 6.2 ausfiihrlich beschriebenen Rechnung. Als
intrinsische Quanteneffizienz haben wir nach [44] einen Wert von 19 = 1 verwendet.
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des Farbstoffmolekiils entspricht der Richtung des anregenden Feldes in der longitudinalen
Mode. Fiir ein Farbstoffmolekiil, dessen Ubergangsdipolmoment senkrecht zur Dimerachse
ausgerichtet ist, wird die strahlende Rate vermindert (y;/yro = 0,19) und die nichtstrahlende
Rate wird durch Energietransfer erhoht (ynro/yr0 = 1,8); die Quanteneffizienz sinkt auf 9,7 %.
Diese Orientierung entspricht der Richtung des anregenden Feldes in der transversalen Mode.
Das heifdt, dass die Ubereinstimmung zwischen berechneter und gemessener Gesamtverstarkung
fiir die longitudinale Mode recht gut wird, wenn man die Anderung der Quanteneffizienz
durch Purcell-Effekt und Energietransfer berticksichtigt. Fiir die transversale Mode ergibt sich
allerdings eine recht grofie Diskrepanz.

Dass die Abschwidchung der Fluoreszenz in der transversalen Mode im Experiment nicht
gemessen werden konnte, ist vermutlich in erster Linie der Tatsache zuzuschreiben, dass
das anregende Laserlicht nur unvollstindig polarisiert war, und zwar nicht nur wegen der
Imperfektionen des verwendeten Polarisators, sondern auch aufgrund der starken Fokussierung.
Nehmen wir vereinfachend an, dass samtliche gemessene Fluoreszenz auf die mit der Dimerachse
parallele Feldkomponente des anregenden Lichts zuriickgeht, so ergibt sich der im Experiment
erreichte Polarisationsgrad zu 73 %.

5.5 Verstarkung der Ramanstreuung

Seit den fiir die nachfolgende Literatur richtungsweisenden Arbeiten von Kerker und Chew
[165, 166] wird die Verstarkung der Ramanstreuung im wesentlichen genauso behandelt wie die
Verstarkung der Fluoreszenz: sie wird aufgeteilt in eine ,, Anregungs”-Verstarkung, die durch die
lokale Feldverstarkung gegeben ist, und eine Emissionsverstarkung, die durch den Purcellfaktor
gegeben ist. Der einzige Unterschied besteht darin, dass bei der Ramanstreuung die intrinsische
nichtstrahlende Zerfallsrate des angeregten Zustands und die Energietransferrate nicht wirksam
werden, da die Emission instantan erfolgt.

Die elektromagnetische Ramanverstarkung einer Ramanlinie mit Ramanverschiebung Aw ist
also gegeben durch

gEM(C‘)excr Aw) = gexc(a)exc) gr(a)exc + Aw) (551)

wobei in unserem Modell gexc(wexc) mit Hilfe von Gleichung (5.1.2) berechnet wird und gr(wexc +
Aw) nach den Gleichungen (5.3.4), (5.2.14) und (5.2.13). Der Verstiarkungsfaktor der Emission
Gr(Wexe + Aw) muss dabei fiir die aus dem Ramantensor agr der betrachteten Ramanlinie zu
entnehmende Dipolorientierung

aR(Ein + Estr)

L 5.5.2
P = g (Em + Exo)l (552

berechnet werden.
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5.5 Verstdrkung der Ramanstreuung

Der Emissionsverstarkungsfaktor gy(wexc + Aw) kann im Falle der Ramanstreuung natiirlich
nicht im Sinne einer Erhéhung der Zerfallsrate des angeregten Zustands interpretiert werden, da
das Molekiil bei der Ramanstreuung nicht wirklich angeregt wird. Wir erinnern uns deshalb

daran, dass die durch den Faktor g;(wexc + Aw) beschriebene Erhohung der Fluoreszenzrate

2
ir |CFIHIE
yf:| I |

: T 0w/ (2m) (5.5.3)

auf eine Anderung der Modendichte g(w/(277)) durch den Resonator bei der Emissionsfrequenz w
zuriickzufiihren ist. Die findet aber gleichermafien Eingang in den quantenmechanischen Aus-
druck fiir die Rate der Ramanstreuung nach Fermis Goldener Regel. Lediglich das Matrixelement

ist ein anderes.

Damit haben wir in diesem Kapitel einen Formalismus entwickelt, der es uns erlaubt, Fluo-
reszenz- und Ramanverstdarkung fiir reale Molekiile in Aggregaten beliebig vieler spharischer
Nanopartikel zu berechnen. Wir werden dieses Modell in den folgenden beiden Kapiteln einsetzen,
um die experimentellen Ergebnisse dieser Arbeit zu interpretieren. Details zur Implementierung
des Modells als FORTRAN-Programm finden sich im Anhang.
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6 Purcell-Effekt in

Nanopartikeldimer-Nahfeldresonatoren

Das in diesem Kapitel beschriebene Experiment zeigt eine Verformung der Emissionsspektren
von Fluoreszenzfarbstoffen in Nahfeldresonatoren aus Nanopartikeldimeren. Durch Vergleich mit
den Spektren der elastischen Lichtstreuung an den Dimeren wird gezeigt, dass es sich um einen
Purcell-Effekt handelt: die Emission der Farbstoffe erfolgt bevorzugt bei der Resonanzfrequenz
der longitudinalen Dimermode. Bestitigt wird dies durch Rechnungen im Rahmen des in
Kapitel 5 vorgestellten Modells der Fluoreszenzverstarkung.

6.1 Experiment

Um den Effekt eines plasmonischen Resonators auf das Emissionsspektrum eines Farbstoffes
eindeutig nachweisen zu konnen, ist es unbedingt notwendig, dass die Resonanzfrequenz tiber
die gesamte Breite des Emissionsspektrums des Farbstoffes durchgestimmt werden kann. Mit
einzelnen Nanopartikeln ist dies nur moglich, indem man die Form, Gréfie oder chemische
Zusammensetzung der Partikel drastisch dndert [81, 177], was einerseits einen betrédchtlichen
Aufwand bedeutet und andererseits die Vergleichbarkeit der bei verschiedenen Resonanzfre-
quenzen erhaltenen Ergebnisse reduziert, da stets andere Parameter des Systems mitgedndert
werden und die Messungen zu verschiedenen Resonanzfrequenzen nicht an ein- und derselben
Probe durchgefiihrt werden konnen.

Die Resonanz von Dimeren kann dagegen wie in Kapitel 2 gezeigt auf einfache Weise tiber den
Partikelabstand durchgestimmt werden. Gleichzeitig ist der zu erwartende Effekt aufgrund des
elektromagnetischen Heifspunkts im Partikelzwischenraum wesentlich grofser. Experimentelle
Arbeiten zur Fluoreszenz in Nanopartikeldimer-Resonatoren haben in der jiingsten Vergangenheit
begonnen [44-46, 178]. Ein eindeutiger Nachweis des Purcell-Effekts in Nanopartikeldimeren
durch die Beobachtung eines verschobenen Emissionsspektrums stand allerdings bisher noch
aus.

Wir nutzen zur Herstellung von Nanopartikeldimeren mit eingelagerten Farbstoffen die in
Kapitel 4 vorgestellte Methode der Verkniipfung mittels Protein-Ligand-Wechselwirkung und
anschlieffender Aufreinigung per Gelelektrophorese. Im Unterschied zu dem dort ausfiihrlich
erlduterten Biotin-Streptavidin-System setzen wir hier allerdings als Ankergruppe auf den
Nanopartikeln Digoxigenin-Antikdrper und als Bindeglied zwischen den Nanopartikeln digoxi-
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Abbildung 6.1: Dimerresonator und Fluoreszenzfarbstoff. (a) Nanopartikeldimer mit eingelagerten Fluoropho-
ren, aus Antikorper-funktionalisierten Nanopartikeln hergestellt, indem Rinderserumalbumin mit mehreren Antige-
nen (Dig) und Cy3-Farbstoffmolekiilen hinzugefiigt wird. (b) Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme
eines Antikorper-Antigen-Dimers. (c) Absorptions- und Fluoreszenzspektren des Albumin-Digoxigenin-Cy3-
Konjugates allein. Auf einem Rinderserumalbumin (RSA) befinden sich im Mittel 2,5 Digoxigeninmolekiile (Dig)
und 2,5 Cy3-Farbstoffmolekiile.
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Abbildung 6.2: Elastische Lichtstreuung an Goldnanopartikeldimeren. (a) Dunkelfeld-Mikroskopbild der
Weifslichtstreuung (Streptavidin-Biotin-Dimere). (b) Polarisationsabhingiges Streuspektrum eines einzelnen
Antikorper-Antigen-Dimers. Deutlich sind die beiden Resonanzen der transversalen und der longitudinalen Mode
zu erkennen.

92



6.1 Experiment

geniliertes Rinderserumalbumin ein. Der Farbstoff wird in das System eingebracht, indem das
Rinderserumalbumin zusitzlich mit dem Fluoreszenzfarbstoff Indocarbocyanin(Cy3) markiert
wird. Die Komponenten des Systems sowie Absorptions- und Fluoreszenzspektren von Cy3 auf
digoxigeniliertem Rinderserumalbumin in Losung sind in Abb. 6.1 dargestellt. Funktionalisierte
Goldpartikel und doppeltfunktionalisiertes Rinderserumalbumin wurden von Roche Diagno-
stics, Penzberg, zur Verfiigung gestellt. Die Messungen an den Antikdrper-Antigen-verkniipften
Dimeren sind iiberwiegend von meinem Diplomanden Alexander Schwemer durchgefiihrt
worden.

Zur Untersuchung des Purcell-Effektes messen wir mit dem in Abschnitt 3.2 beschriebenen
Aufbau an einzelnen farbstoffbeladenen Dimeren nacheinander die Spektren der elastischen
Lichtstreuung und die Fluoreszenzspektren. Wenige Mikroliter einer mit Wasser verdiinnten
Losung der per Elektrophorese aufgereinigten Dimere werden auf ein Deckglas der Dicke
(0,21 £ 0,02) mm aufgetragen und eingetrocknet, anschliefend wird das Deckglas mehrfach mit
entionisiertem Wasser gewaschen. Die unter Wasser befindliche Probe wird dann bei unpolarisier-
ter Weifilichtbeleuchtung durch das Okular des Mikroskops betrachtet. Die Nanopartikeldimere
sind — wie in Abb. 6.2a zu sehen — als einzelne Beugungsscheibchen unterschiedlicher Far-
be erkennbar. Die Farbe wird in unpolarisiertem Licht hauptsédchlich von der longitudinalen
Resonanz des Dimers bestimmt, da diese einen deutlich hoheren Streuquerschnitt hat als die
transversale (vgl. Abb. 2.5 und Abb. 6.2b). Die verschiedenen Farben sind also ein direkter
Hinweis auf verschiedene Partikelabstidnde, die zu unterschiedlich starker Rotverschiebung des
longitudinalen Plasmons fiihren.

Zunichst wird wie in Abschnitt 3.2.2 beschrieben ein Satz von 19 Spektren der elastischen
Lichtstreuung gemessen, wobei nach jeder Messung der Polarisationsanalysator um 10° wei-
tergedreht wird. Als erstes Ergebnis dieser Messung ermitteln wir die Lage der Dimerachse.
Dazu werden die Streuspektren wie in Abb. 6.2b gegen den Analysatorwinkel aufgetragen, so
dass der Polarisationswinkel abgelesen werden kann, bei dem die langwelligere der beiden
auftretenden Resonanzen, also die longitudinale Resonanz, maximal wird. Aus dem Analysa-
torwinkel berechnen wir dann mit Hilfe einer zuvor bestimmten Kalibriergeraden die Stellung
des A/2-Verzogerungsplattchens, die die Polarisation des zur Fluoreszenzanregung genutzten
Laserstrahls parallel zur Dimerachse dreht. Nach der Einstellung der Anregungspolarisation
messen wir ein Fluoreszenzspektrum der Farbstoffe im Dimer-Resonator wie in Abschnitt 3.2.3
beschrieben. Die Anregungswellenldnge von Aex. = 532nm ist resonant zur Absorption von
Cy3, aber nicht zum Dimerplasmon. Die Intensitit von Si, = 0,6 pW/um? ist bewusst gering
gehalten, um auch bei unter Umstdnden betrachtlicher lokaler Feldverstiarkung sicher im linearen
Regime zu sein. Die Zentralwellenlinge des Spektrometers wird auf 670 nm eingestellt, die
Integrationszeit betrégt eine Minute.

Abbildung 6.3 zeigt die experimentellen Streu- und Fluoreszenzspektren von vier farbstoff-
beladenen Nanopartikeldimeren. Die Spektren der elastischen Streuung in Abb. 6.3a zeigen

fur die vier gewédhlten Dimere Resonanzwellenldngen der longitudinalen Mode von 563 nm,
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Abbildung 6.3: Fluoreszenz von Cy3 in per Streuspektroskopie charakterisierten Goldnanopartikeldimer-
Resonatoren. Spektren mit gleichen Farben sind an den gleichen Dimeren gemessen. (a) Streuspektren der
longitudinalen Resonanz einzelner Nanopartikelnahfeldresonatoren. Das blaue Spektrum entstammt dem in
Abb. 6.2b gezeigten Datensatz. (b) Fluoreszenzspektren der gleichen Dimere. (c) Korrelation zwischen der Re-
sonanzfrequenz der Nanopartikeldimere (Abszisse) und der Wellenlinge maximaler Fluoreszenzverstirkung
(Ordinate).

578 nm, 617 nm und 657 nm. Das Dimer mit der kleinsten Resonanzwellenldnge ist dabei das
mit dem grofiten Partikelabstand und der geringsten Kopplung zwischen den Plasmonen der
beiden Partikel. Je kleiner der Abstand zwischen den Partikeln ist, desto starker koppeln die
Partikelplasmonen und desto grofier wird die Rotverschiebung der longitudinalen Resonanz.
Abbildung 6.3a zeigt damit eindrucksvoll die Durchstimmbarkeit der Dimer-Resonatoren.

Vergleichen wir nun die Fluoreszenzspektren in Abbildung 6.3b mit den Spektren der elasti-
schen Lichtstreuung in Abb. 6.3a, so sehen wir deutlich, wie die eingebetteten Cy3-Farbstoffe
gezwungen werden, bei der Resonanzfrequenz des Resonators zu emittieren, wodurch die
Fluoreszenzspektren sich teilweise radikal von den Spektren des unbeeinflussten Farbstoffes
unterscheiden. Die relativen Intensitdten der einzelnen vibronischen Subbanden werden drastisch
gedndert und teilweise sogar umgekehrt.

In Abb. 6.3c sehen wir die Korrelation zwischen den Wellenldngen maximaler Lichtstreuung der
Nanopartikeldimere, die wir als im Fernfeld zugédnglichen Messwert ihrer Resonanzfrequenzen
betrachten konnen, einerseits, und den Wellenldngen maximaler Fluoreszenzverstarkung, die
wir aus dem Vergleich der gemessenen Fluoreszenzspektren mit dem Emissionsspektrum aus
Abb. 6.1c erhalten, andererseits. Neben den farbig eingezeichneten Messwerten aus den Kurven
von Abb. 6.3a und b sind in diesem Diagramm an weiteren Dimeren erhaltene Ergebnisse
eingetragen. Wie wir sehen, gibt es beinahe eine Eins-zu-Eins-Entsprechung zwischen der
Resonanzwellenldnge der Dimere und der Wellenldnge maximaler Emissionsverstarkung. Wir
wollen nun nachweisen, dass der Purcell-Effekt in den Nanoresonatoren die Ursache der
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Abbildung 6.4: Berechnete Streuspektren zu den Nanopartikeldimeren aus Abb. 6.3. Der Partikelabstand ist
jeweils so gewdhlt, dass das Streumaximum aus Abb. 6.3a reproduziert wird.

Verformung der Emissionsspektren ist, indem wir das im Experiment untersuchte System mit

Hilfe der in Kapitel 5 entwickelten Theorie modellieren.

6.2 Modellrechnung

Die Nanopartikel werden als zwei Goldkugeln mit 40 nm Durchmesser in Wasser beschrieben.
Die Rechnung folgt dem in Kapitel 5 beschriebenen Vorgehen. Alle Entwicklungen werden
mindestens bis zur zwanzigsten Multipolordnung berechnet, die Auflosung der gezeigten
Spektren betragt 1 nm.

Als erstes gilt es, den Partikelabstand der Dimere zu ermitteln. Dazu werden die Wellenldngen
maximaler Streuintensitdt aus den experimentellen Streuspektren der longitudinalen Mode
abgelesen (vgl. Abb. 6.3a und c) und mit den Maxima der berechneten Streuquerschnitte fiir eine
einfallende ebene Welle bei verschiedenen Abstidnden verglichen. Wir interpolieren zunéchst die
berechneten Punkte der Wellenlénge des maximalen Streuquerschnitts gegen den Partikelabstand
aus Abb. 2.5b mit einem kubischen Spline [179, 180]. Aus der interpolierten Kurve lesen wir
die Partikelabstande fiir die gemessenen Streumaxima ab. Fiir diese Abstande berechnen wir
dann das Streuspektrum und bestimmen das Maximum des Streuquerschnitts. Das Verfahren
wird iteriert, bis zwischen den gemessenen und den berechneten Streumaxima eine Abweichung
von weniger als einem Zehntel Nanometer besteht. Fiir die vier Dimere aus Abb. 6.3a sind die
berechneten Streuspektren und die Partikelabstiande in Abb. 6.4 gezeigt.

Fiir alle untersuchten Dimere ergeben sich Oberflichenabstdnde der Partikel zwischen 0,79 nm
und 6,4 nm in guter Ubereinstimmung mit den elektronenmikroskopisch gemessenen Partikel-
abstinden. Es ist anzunehmen, dass die berechneten Werte den tatsichlichen Partikelabstand
leicht unterschitzen, da wir vernachléssigen, dass der Brechungsindex von Proteinschicht und
Substrat mit n = 1,5 ungefahr 0,2 Einheiten {iber dem von Wasser liegt und damit bereits zu einer
gewissen Rotverschiebung fiihrt. Dem exakten Wert des Partikelabstands gilt hier allerdings auch
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Abbildung 6.5: Anregungsverstirkung zu den Nanopartikeldimeren aus Abb. 6.3 fiir Acy. = 532 nm.

nicht unser Hauptinteresse, vielmehr geht es darum, Nah- und Fernfeld des Dimers moglichst
akkurat zu modellieren. Dies diirfte trotz der Vernachldssigung von Proteinschicht und Substrat
gegeben sein.

Mit den Partikelabstanden verfiigen wir nun {iiber alle ntigen Informationen, um die Fluores-
zenzverstarkung in den Dimerresonatoren zu berechnen. Fiir die Modellrechnung betrachten wir
ein Farbstoffmolekiil in der Mitte zwischen den beiden Partikeln mit Dipolorientierung parallel
zur Dimerachse.

Als erstes berechnen wir die Anregungsverstarkung fiir dieses Molekiil (vgl. Abschnitt 5.3.1).
Wir beschreiben das anregende Laserlicht als ebene Welle mit Vakuum-Wellenldnge Aexe = 532 nm
und Polarisation entlang der Dimerachse. Die Anregungsverstarkung gex erhalten wir dann nach
Berechnung des elektrischen Feldes am Ort des Molekiils aus Gleichung (5.1.2). Das Ergebnis ist
fiir alle Dimere aus Abb. 6.3 dargestellt in Abbildung 6.5. Interessanterweise kommen in der
Abhingigkeit der Anregungsverstarkung vom Partikelabstand zwei einander entgegenwirkende
Einfliisse zum Tragen. Zum einen bewirkt die Rotverschiebung des gekoppelten Plasmons mit
abnehmendem Abstand eine zunehmende Verstimmung des Plasmons gegen die gewéhlte Anre-
gungswellenlidnge, womit die Anregungsverstirkung bei abnehmendem Abstand kleiner wird.
Dieser Faktor dominiert bei kleinen Abstdnden und ist die Ursache der Flanke im linken Teil von
Abb. 6.5. Zum anderen wichst aber bei abnehmendem Abstand die maximale Feldverstirkung
im Partikelzwischenraum (vgl. Abb. 2.10a). Dieser Trend {iberwiegt bei grofSeren Abstanden,
bei denen nur noch geringe Plasmonverschiebungen auftreten, und bewirkt das Ansteigen der
Anregungsverstirkung zwischen d = 6,4nm und d = 3,6 nm. Insgesamt liegt die Anregungsver-
starkung zwischen 30 und 60. Dies bestimmt auch die Grofienordnung der Gesamtverstarkung
der Fluoreszenz, da — wie wir sogleich sehen werden — die Emissionsverstarkung im spektralen

Mittel groflenordnungsmafiig Eins ist.
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Abbildung 6.6: Wellenlingenabhingige Emissionsverstirkung zu den Nanopartikeldimeren aus Abb. 6.3.
(a) Energietransferfaktor. (b) Purcellfaktor. (c) Zerfallsraten des angeregten Zustands aufgrund von Energie-
transfer ygr und Photonenemission y,; erhalten durch Mittelung von (a) beziehungsweise (b) tiber das Spektrum
fo des Farbstoffes gemaf3 Gl. (5.3.7). (d) Emissionsverstirkung, berechnet gemaf3 Gl. (5.3.8) aus (b), (c) und der
Quanteneffizienz g = 14,9 % des Farbstoffes. Die Emissionsverstarkung in (d) hat fiir jeden einzelnen Partikelabstand
die gleiche spektrale Abhangigkeit wie der Purcellfaktor in (b), man beachte beim Vergleich die semilogarithmische

Auftragung in (b).
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Nach der Anregungsverstarkung wenden wir uns nun der wellenldngenabhédngigen Emis-
sionsverstdrkung zu. Deren Berechnung nach Gleichung (5.3.8) erfordert die vorhergehende
Bestimmung des Purcellfaktors gr(w) und des Energietransferfaktors ggr(w). Wir berechnen beide
mit der verallgemeinerten Mie-Theorie wie in Kapitel 5 beschrieben.

Die jeweiligen Ergebnisse sind im oberen Teil von Abbildung 6.6 gegen die Wellenldnge
aufgetragen. Purcellfaktor und Energietransferfaktor zeigen wie erwartet ein Maximum bei der
Wellenldnge des gekoppelten Plasmons, also bei der Resonanzwellenlédnge des Dimerresonators.
Der Energietransferfaktor zeigt dartiber hinaus fiir alle Abstinde grofie Werte auch bei der
Wellenldnge des Einzelpartikelplasmons.

Aus Energietransferfaktor bzw. Purcellfaktor und dem Spektrum f; des Farbstoffes ohne
Aggregat berechnen wir nun die entsprechenden Zerfallsraten des angeregten Zustands mit
Hilfe von GL. (5.3.7):

Vel ye0 = f fN) @@re/A) A, yer/yeo = f (1) ger@re/A)dA
0 0

Dabei ist fy(A) := 2mc A2 fy(w(A)) das integralnormierte wellenlingenabhingige Fluoreszenz-
spektrum, wie es mit einem Gitterspektrometer gemessen wird. In Abbildung 6.6c sind Energie-
transferrate und strahlende Rate gegen den Partikelabstand aufgetragen. Beide Raten sind bis
hinauf zu den grofiten gemessenen Abstdnden betréchtlich erhoht und dominieren gemeinsam
die Dynamik des Zerfalls. Fiir alle Abstinde bewegt sich die Energietransferrate zwischen dem
Sieben- und dem Achtfachen der strahlenden Rate. Damit belduft sich die Quanteneffizienz n
auf etwa vier Fiinftel der intrinsischen Quanteneffizienz von 14,9 %. Eine echte globale Emissi-
onsverstarkung im Sinne einer erhchten Quanteneffizienz gibt es also in unserem Experiment
nicht.

Der resonante Teil der Farbstoffemission wird dagegen durchaus deutlich verstirkt. Dies zeigt
sich an dem nach Gleichung (5.3.8)

1 gr(A)
Mo ye/yro+ver/yro+ (' = 1)

gem(/\) =

berechneten wellenldngenabhidngigen Emissionsverstarkungsfaktor gem, der in Teil (d) von
Abbildung 6.6 dargestellt ist. Fiir alle Dimerresonatoren ist die Emission bei der Resonanzfrequenz
echt erhoht, also gem > 1. Die maximale Erhohung steigt — wie erwartet — bei kleiner werdenden
Abstdnden zwischen den Partikeln und erreicht bei dem kleinsten beobachteten Abstand von
d = 0,79 nm einen Wert von 4,29. Nichtresonante Teile des Emissionsspektrums werden dagegen
deutlich unterdriickt (gem < 1), was hier im Gegensatz zur Situation in Mikroresonatoren jedoch
auf den Energietransfer und nicht auf einen Purcellfaktor kleiner als Eins zuriickzufiihren ist.
Da der Bereich der Unterdriickung den Grofiteil des intrinsischen Emissionsspektrums des
Farbstoffes einschliefit, kommt es zur Absenkung der Quanteneffizienz.

Mit der Anregungsverstarkung gex. aus Abb. 6.5, der Emissionsverstirkung gem(A) aus
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Abbildung 6.7: Theoretisches Fluoreszenzspektrum fiir Cy3 in den Nanopartikeldimeren aus Abb. 6.3.
(a) Fluoreszenzspektren. Die Emissionsspektren werden durch den Purcell-Effekt (vgl. Abb. 6.6b) stark verformt.

(b) Gesamtfluoreszenzverstirkung. Die Gesamtfluoreszenzverstirkung geht in erster Linie auf die Anregungsver-
starkung (Abb. 6.5) zuriick.

Abb. 6.6d und dem intrinsischen Fluoreszenzspektrum Fy aus Abb. 6.1c konnen wir nun das

durch die Anregungsverstiarkung tiberhohte und durch den Purcell-Effekt verformte Fluores-
zenzspektrum F(A) berechnen:

F(A) = exc gem()\) FO(/\) (621)

Wir erhalten damit das Hauptresultat der Modellrechnung: die in Abb. 6.7a abgebildeten theore-
tischen Spektren fiir Cy3 in unseren Nanopartikeldimer-Nahfeldresonatoren. Die verstarkten
Fluoreszenzspektren F sind hier in Einheiten der Maximalamplitude des unverstéarkten Fluo-
reszenzspektrums Fy aufgetragen. Dadurch ldsst sich beispielsweise fiir das rot eingezeichnete
Spektrum des Dimers mit d = 3,6 nm direkt eine Erhohung der Maximalamplitude um den
Faktor 60,5 ablesen.

Am auffalligsten an den erhaltenen Spektren ist sicherlich ihre starke Verformung gegentiber
dem intrinsischen Spektrum des Farbstoffes. Diese Verformung geht in unserem Modell aus-
schlieSlich auf den Purcell-Effekt, ndmlich auf den Faktor g:(1) in der Emissionsverstarkung
Zem(A) zurtick. Anregungsverstarkung und Energietransfer beeinflussen nur die globale Amplitu-
de des Spektrums, nicht aber seine Form. Wir werden die Verformung der Spektren im néchsten
Abschnitt ausfiihrlich diskutieren, wenn wir die numerischen Resultate mit den experimentellen
vergleichen.

Zuvor wenden wir uns noch kurz der aus dem Modell erhaltenen Gesamtfluoreszenzver-

starkung zu. Wir berechnen sie nach Gleichung (5.3.11) als den Quotienten der Integrale von
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verstarktem und unverstdrktem Fluoreszenzspektrum

Feo [y F(A)dA
FgesO - fooo FO(A)C].A

= gexcf gem(A)fO(/\)d/\ = fexc 1
0 Mo

Die Ergebnisse fiir die verschiedenen Dimere sind in Abb. 6.7b dargestellt. Grolenordnungsmafig
liegt die Gesamtverstdarkung in etwa zwischen 25 und 45. Diese im Vergleich zu beobachteten
Ramanverstarkungen kleinen Werte liegen zum einen an nichtstrahlenden Verlusten durch
Energietransfer, zum anderen an der Tatsache, dass die Anregungsfrequenz bewusst nicht
resonant zum gekoppelten Plasmon der Dimere mit kleinem Partikelabstand gewahlt wurde.
Trotzdem ist die hier berechnete Gesamtfluoreszenzverstirkung in einem Dimer immer noch
grofer als die bei doppeltresonanter Anregung an Einzelpartikeln gemessenen Werte von etwa
10 bis 20 [23, 24].

Wie bereits zuvor erwéhnt, variiert die Quanteneffizienz n nur schwach mit dem Abstand
und betragt ca. vier Fiinftel von rg. Der Grofiteil der Gesamtfluoreszenzverstarkung entfallt
daher auf die in Abb. 6.5 gezeigte Anregungsverstarkung. Auch die Abstandsabhéngigkeit der
Gesamtverstarkung wird von ihr dominiert. Obwohl es zunéchst der Intuition zu widersprechen
scheint, ist die Gesamtfluoreszenzverstirkung fiir die Dimere mit den grofsten der betrachteten
Absténde maximal.! Dies liegt daran, dass bei diesen Dimeren die Anregungswellenldnge mit der
Wellenldnge des gekoppelten Plasmons am besten iibereinstimmt, und somit die Resonanz des
Dimers fiir eine erhohte Anregung sorgt. Der Einfluss der Emission, also der Quanteneffizienz,
ist insbesondere daran zu erkennen, dass die Kurve der Gesamtverstirkung im Gegensatz zur
Kurve der Anregungsverstarkung zu kleinen Abstdnden hin nach unten abknickt. Der Grund
ist, dass hier der Energietransfer immer steiler ansteigt, wiahrend der Zuwachs der strahlenden
Rate abflacht, da die Dimerresonanz mit zunehmender Rotverschiebung immer weniger mit der

Farbstoffemission {iberlappt.

6.3 Vergleich von Experiment und Modell — Diskussion

Wir vergleichen nun die mit dem Modell berechneten Ergebnisse mit den experimentellen Daten.
Dazu haben wir in Abbildung 6.8 die jeweiligen Hauptergebnisse einander gegeniibergestellt.
Vergleichen wir zunéchst die Streuspektren in Abb. 6.8a und Abb. 6.8c. Die Intensitdten
der experimentellen Streuspektren zeigen den gleichen Trend wie die numerisch berechneten
Streuquerschnitte. Lediglich das Streuspektrum des Partikels mit d = 1,45 nm fallt schwicher aus
als erwartet. Dies ist vermutlich darauf zuriickzufiihren, dass dieses Dimer bei der Streuspektro-
skopie nicht perfekt im Fokus des Objektivs lag. Die Reproduzierbarkeit der Streuintensitit ist in
dem genutzten Mikroskopieaufbau generell begrenzt, daher wurden in den bisherigen Arbeiten
an diesem Mikroskop die gemessenen Streulichtspektren meist normiert [47]. Anders ist die

INatiirlich wiirde die Gesamtverstarkung wieder abfallen, wenn man die beiden Partikel noch wesentlich weiter
voneinander entfernt.
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Abbildung 6.8: Purcell-Effekt in Nanopartikeldimer-Resonatoren. Experimentelle und numerische Ergebnisse
im Vergleich. Der Purcell-Effekt verformt die Fluoreszenzspektren, indem resonante Ubergénge verstarkt und
nichtresonante Ubergénge unterdriickt werden. (a) Experimentelle Streuspektren der longitudinalen Mode der
Antikorper-Antigen-verkniipften Nanopartikeldimere, vgl. Abb. 6.3. (b) Experimentelle Fluoreszenzspektren von
in der Proteinhiille der Dimere aus (a) eingelagertem Cy3-Fluoreszenzfarbstoff (longitudinale Mode). (c) Berechnete
Streuspektren der longitudinalen Mode fiir Dimere aus Goldpartikeln mit 40 nm Durchmesser in Wasser bei den
angegebenen Oberflidchenabstianden. (d) Berechnete Fluoreszenzspektren fiir Farbstoffe in der Mitte der Dimere aus
(c) (longitudinale Mode). (e) Experimentelle und berechnete Korrelation zwischen per Streuspektroskopie gemes-
sener Resonanzwellenlédnge der Dimer-Resonatoren einerseits und Wellenldnge maximaler Fluoreszenzverstarkung
andererseits.

Situation bei der Form der Spektren. Diese kann hoch reproduzierbar gemessen werden, und hier
finden wir auch eine gute Ubereinstimmung zwischen den gemessenen und den berechneten
Spektren. Die experimentellen Spektren sind lediglich etwas breiter als die numerisch berechneten.
Hauptséchlich liegt diese Abweichung der Resonanzbreiten darin begriindet, dass die Dampfung
durch Oberflachenstreuung bei der Modellierung der Nanopartikel vernachlassigt wurde. Rasch-
ke et al. finden fiir schalenartig strukturierte Au/AuS-Partikel, deren Resonanz in einem dhnlichen
Wellenldngenbereich liegt wie die der Dimere, dass circa 50 % der Dampfung des Plasmons auf
Streuung der Leitungsbandelektronen an der Partikeloberfliache zuriickzufiihren sind [181]. Die
zusitzliche Dampfung durch Oberflichenstreuung ist vermutlich auch der Grund dafiir, dass in
dem Streuspektrum des Dimers mit dem geringsten Partikelabstand das Nebenmaximum bei
kurzen Wellenlidngen nicht hervortritt, sondern vom Hauptmaximum tiberdeckt wird. Obwohl
es nicht schwierig ist, die Oberflichenddampfung durch eine Modifikation der dielektrischen
Funktion wie in [181] in das Modell einzubeziehen, haben wir hier davon Abstand genommen,
da wir erstens die Anzahl der freien Parameter im Modell gering halten wollen! und zweitens
aufgrund diverser anderer Naherungen des Modells — beispielsweise der Vernachldssigung
von Proteinhiille und Substrat — ohnehin nur eine semiquantitative Ubereinstimmung mit den
Messdaten erwarten konnen. Fiir unsere Zwecke, das heifit fiir die Charakterisierung der Dimer-
resonatoren und die Bestimmung des Partikelabstands aus der Lage des Resonanzmaximums,
ist die Ubereinstimmung der berechneten mit den experimentellen Streuspektren auf jeden Fall
gut genug.

!Der einzige freie Parameter in unserem Modell ist der Partikelabstand.
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Vergleichen wir nun die gemessenen Fluoreszenzspektren in Abb. 6.8b und die berechneten
Fluoreszenzspektren in Abb. 6.8d, so stellen wir fest, dass die Gestalt entsprechender Spektren
sehr gut tibereinstimmt. Das scheint zunéchst fast tiberraschend, wenn man bedenkt, dass
wir die Fluoreszenzverstirkung im Modell ausschliefSlich fiir ein Molekiil in der Dimermitte
berechnet haben, wéhrend die Farbstoffmolekiile im Experiment tiber die gesamte Oberfldche
der Goldpartikel verteilt sind. Diese vereinfachte Modellierung ist aber dadurch gerechtfertigt,
dass die Zone der Feldverstarkung ausschlieslich auf den Partikelzwischenraum beschrankt ist,
wie wir in Abbildung 2.7 gesehen haben. Dadurch erfahren ausschliefilich die Farbstoffmolekiile
im Partikelzwischenraum eine nennenswerte Anregungsverstiarkung und dominieren daher
das Ensemblespektrum. Bei einer Anregungsverstarkung um den Faktor 40 — 60 im Partikelzwi-
schenraum heifit das, dass mindestens ein Fiinftel der Farbstoffmolekiile sich mehr oder weniger
in der Dimermitte befinden muss.! Dies erscheint durchaus plausibel.

Die Intensitét, die wir von einem farbstoffbeladenen Nanopartikeldimer aufsammeln, unterliegt
wie schon bei den Streuspektren einer wesentlich hoheren Messungenauigkeit als die Form der
Spektren. Als weitere Faktoren bei der Fluoreszenzmessung kommen noch das recht schnelle
Photobleichen der Farbstoffmolekiile und die unterschiedliche Zahl und Ausrichtung der
Molekiile in den Heifspunkten verschiedener Dimere hinzu. Die zufélligen Schwankungen bei
den Intensititen betreffen allerdings die Form der Spektren nicht. Deshalb zeigt sich hinsichtlich
der Form der Spektren, der hier unser Hauptaugenmerk gilt, eine weitgehende Ubereinstimmung
zwischen Modell und Rechnung.

Was konnen wir nun aus dieser Ubereinstimmung zwischen unserer Modellrechnung und
den experimentellen Daten tiber die Farbstoffe im Nanopartikeldimer lernen? Zunéchst einmal
gibt uns das Modell als zusitzliche Information, dass die beobachtete Verformung der Spektren
ausschlieflich auf die Anderung der strahlenden Ubergangswahrscheinlichkeiten des Molekiils
zurtickzufiihren ist. Denn die spektrale Abhéngigkeit des Emissionsverstarkungsfaktors gem(A)
istja in unserem Modell ausschlielich durch den Purcellfaktor g;(1) bestimmt, der die Anderung
der strahlenden Ubergangswahrscheinlichkeiten angibt. Die durch den Energietransferfaktor
beschriebene Anderung der nichtstrahlenden Ubergangswahrscheinlichkeiten hat keinen Einfluss
auf die Form der Spektren. Sie wirkt sich nur auf die gemessene Gesamtintensitét aus.

Wie genau sieht nun diese Anderung der strahlenden Ubergangswahrscheinlichkeiten aus?
In Abb. 6.8e sind die aus aus den Fluoreszenzspektren extrahierten Wellenldangen maximaler
Fluoreszenzverstarkung gegen die aus den Streuspektren extrahierten Resonanzwellenlangen
der Nanopartikeldimer-Resonatoren aufgetragen. In sehr guter Ubereinstimmung weisen beide
Datensatze eine nahezu lineare Abhéngigkeit mit einer Steigung von ungefidhr 0,95 auf. Dies
zeigt, dass die Wahrscheinlichkeit fiir strahlende Ubergénge selektiv bei der Resonanzfrequenz
des jeweiligen Nanopartikeldimer-Resonators erhoht wird. Wie in Abb. 6.9 dargestellt ist es
also fiir ein angeregtes Molekiil wahrscheinlicher, durch Photonenemission in ein bestimmtes
vibronisches Unterniveau des Grundzustands zu relaxieren, wenn der Ubergang zu diesem

'Wenn man fordert, dass der Beitrag der Molekiile im Partikelzwischenraum zehnmal so grofs ist wie der Beitrag
der Molekiile aufSerhalb.

102



6.3 Vergleich von Experiment und Modell — Diskussion

v>/

(257

Abbildung 6.9: Anderung der strahlenden Ubergangswahrscheinlichkeiten im Dimerresonator durch den
Purcell-Effekt. Die Emission aus dem angeregten Zustand erfolgt vornehmlich in das vibronische Unterniveau des
Grundzustands, dessen Energie genau um die Resonanzfrequenz des Nanopartikeldimers kleiner ist als die des
angeregten Zustands. Bei unterschiedlichen Partikelabstinden und damit unterschiedlichen Resonanzfrequenzen
werden deshalb verschiedene vibronische Subbanden des Emissionsspektrums verstarkt.

Unterniveau resonant mit dem gekoppelten Plasmon des Dimers ist. Betrachtet man die zeitliche
Evolution des angeregten Molekiils, so emittiert es am wahrscheinlichsten dann, wenn eine
seiner fluktuierenden Ubergangsfrequenzen die plasmonische Resonanz trifft.

Indem wir die Durchstimmbarkeit der Dimerresonanz tiber den Partikelabstand ausgenutzt
haben, konnten wir in diesem Kapitel zeigen, dass der Purcell-Effekt in Nanopartikeldimer-
Nahfeldresonatoren in gleicher Weise wie in Microcavity-Fernfeldresonatoren resonante strahlen-
de Uberginge selektiv verstirkt und dadurch das Emissionsspektrum eingebrachter Farbstoffe
drastisch verformt. Der bei den Nanopartikeldimeren zusétzlich auftretende Energietransfer
erhoht zwar die Zerfallsrate des angeregten Zustands, trdgt aber nicht zur Verformung der
Spektren bei. Damit stellt das hier beschriebene Experiment die erste direkte Messung des
Purcell-Effekts in einzelnen plasmonischen Nanoresonatoren dar.
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7 Ramaninduzierte Abstandsanderung in

Nanopartikeldimeren

In Kapitel 6 wurde Fluoreszenz in Nanopartikeldimer-Resonatoren bei moderater Feldverstér-
kung im Partikelzwischenraum untersucht. Die Resonatorfrequenz war dabei statisch und
durch die Praparation der Probe vorgegeben. Hier interessiert uns nun Ramanstreuung von
Proteinen aus einem Dimerresonator, wenn der Ramanlaser mit dem Dimer in Resonanz ist.
Wir werden zeigen, dass in dieser Situation das organische Molekiil im Resonator diesem und
dem erhohten Feld in dessen Innerem nicht bloff passiv ausgesetzt ist. Vielmehr wirkt es auf
den Resonator zuriick und verstimmt ihn, indem es den Abstand zwischen den Nanopartikeln
dndert. Ramanstreuung allein wurde an dhnlichen Systemen bereits frither gemessen [41-43].
Der in Abschnitt 3.2 beschriebene Mikroskopieaufbau erlaubt es uns aber, elastische und inelas-
tische Lichtstreuung am gleichen Nanoresonator in kurzer zeitlicher Folge zu messen. Damit
kénnen wir nicht nur das ramanaktive Molekiil, sondern zusitzlich und unabhingig davon
den Nanoresonator beobachten. Als Probe verwenden wir die Streptavidin-Biotin-verbundenen
Nanopartikeldimere, deren Herstellung und elektronenmikroskopische Charakterisierung in
Kapitel 4 beschrieben ist.

7.1 Fluktuierende Ramanspektren

Ramanspektren an den Nanopartikeldimeren werden wie in Abschnitt 3.2.3 beschrieben mit
der 632,8 nm-Linie eines Helium-Neon-Lasers gemessen. Die Intensitdt wird dabei stets kleiner
als 100 pW/pm? gehalten. Dreht man die Polarisation des Ramanlasers, so ergibt sich das in
Abb. 7.1 gezeigte Intensitédtsprofil. Deutlich ist zu sehen, wie das Ramansignal maximal wird,
wenn Feldvektor E und Dimerachse parallel sind (0 ° bzw. 180 °), was darauf zurtickzufiihren
ist, dass bei dieser Polarisation die longitudinale Mode des Dimers angeregt wird und im
Partikelzwischenraum einen elektromagnetischen HeifSpunkt entstehen ldsst (vgl. Abb. 2.7
und Abb. 2.10a). Dagegen ist das Ramansignal praktisch nicht messbar, wenn der Feldvektor
senkrecht zur Dimerachse steht und es in der transversalen Mode nur zu einer sehr schwachen
Feldverstarkung oder sogar zu einer Reduzierung des Feldes im Partikelzwischenraum kommt
(vgl. Abb. 2.10c). Das gemessene Ramansignal ist also eindeutig auf oberflichenverstarkte
Ramanstreuung aus dem Inneren des Nanopartikeldimer-Resonators zurtickzufiihren.

Bereits in Abbildung 7.1 zeigt sich, dass die Intensitit des Ramanspektrums fluktuiert.
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Intensitat der Ramanstreuung

Abbildung 7.1: Polarisationsabhingigkeit der Ramanstreuintensitit in Nanopartikeldimeren Ramanstreuung
von Proteinen in Streptavidin-(RSA-Biotin)-verkniipften Nanopartikeldimeren. Die Lage der per Streuspektroskopie
bestimmten Dimerachse ist mit 0 ° bzw. 180 © bezeichnet.

Beispielsweise nimmt die Amplitude der Ramanlinie mit einer Ramanverschiebung von ungefahr
600 Wellenzahlen bei 0° und 180 ° deutlich verschiedene Werte an. Noch deutlicher werden
diese Fluktuationen, wenn wir das Ramanspektrum tiber lingere Zeit beobachten, wie in
Abbildung 7.2 gezeigt. Hier sehen wir aufierdem, dass sich durch die zeitlichen Fluktuationen
der Intensitit der einzelnen Linien die Form des Ramanspektrums als Ganzes dndert. Solche
Fluktuationen kommen in Experimenten zur oberflichenverstarkten Ramanstreuung an wenigen
Molekiilen recht hédufig vor [37, 40, 106, 182]. Sie erschweren die Identifikation und Zuordnung
einzelner Linien der gemessenen Ramanspektren stark. In Abb. 7.2 koénnen lediglich die sowohl
bei Streptavidin als auch bei Rinderserumalbumin vorkommenden Amid-Banden mit einiger
Sicherheit identifiziert werden. Die Amid-II-Bande liegt im Bereich von 1500 — 1600 cm™!, die
Amid-III-Bande im Bereich von 1200 — 1300 cm~2 [183, 184]'. Zur Erklarung der Fluktuationen
des Ramanspektrums bei oberflachenverstarkter Ramanstreuung an wenigen Molekiilen sind
bisher verschiedene Hypothesen aufgestellt worden. Unter anderem wurde vorgeschlagen, dass
die Diffusion von Molekiilen durch den HeifSpunkt oder Ladungstransfer zum Molekiil dafiir
verantwortlich seien [40, 182]. Fiir Proteine ist zudem bekannt, dass das Ramanspektrum stark von
der Sekundarstruktur abhangt [183, 184, und Referenzen darin]. Alle diese Erklarungsansitze sind
sozusagen molekiilzentrisch. Die Moglichkeit, dass der Ramanprozess auf die ihn beférdernde

!Beim Vergleich mit z. B. [183] sollte beachtet werden, dass bei oberflachenverstarkter Ramanstreuung die sonst
geltenden Raman-Auswahlregeln verletzt werden konnen und daher auch die Banden des dort mit abgebildeten
IR-Spektrums sichtbar werden konnen.
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7.2 Verstimmung der Dimerresonatoren nach Ramanstreuung an den Proteinen im

Partikelzwischenraum

I
—

Intensitat der Ramanstreuung
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Abbildung 7.2: Fluktuierendes Ramanspektrum von Proteinen in einem Nanopartikeldimer. Die Spektren sind
bei Anregung in der longitudinalen Mode aufgenommen. Die Integrationszeit fiir jedes Einzelspektrum betrdgt 10s.

resonante Nanostruktur zuriickwirkt, ist bisher nicht in Betracht gezogen worden, da ein solcher
Effekt mit den Mitteln der Ramanspektroskopie allein nicht nachzuweisen ist.

7.2 Verstimmung der Dimerresonatoren nach
Ramanstreuung an den Proteinen im

Partikelzwischenraum

In unserem Experiment kann die plasmonische Nanostruktur, die fiir die oberflachenverstarkte
Ramanstreuung sorgt, unabhiangig von der Ramanstreuung beobachtet werden, namlich durch
die Messung ihres elastischen Streuspektrums unter Weifllichtbeleuchtung. Wir nutzen diese
Moglichkeit aus, um zu tiberpriifen, ob nicht zumindest ein Teil der in Abb. 7.2 beobach-
teten Fluktuationen auch auf eine Anderung der Resonatoreigenschaften der plasmonischen
Nanostruktur zurtickzufiihren ist. Dazu messen wir an einzelnen Dimeren zunéchst ein Weifslicht-
Streuspektrum, dann eine Serie von Ramanspektren unter monochromatischer Laserbeleuchtung
und schliefSlich ein weiteres Weifilicht-Streuspektrum.

Tatsédchlich zeigen unsere Messungen deutlich, dass der Ramanprozess den Nanoresonator
verdndert. Exemplarische Daten sind in Abbildung 7.3 gezeigt. Betrachten wir zunéchst die Serie
in Teil (a)—(c) von Abb. 7.3. Bevor die Probe dem resonanten Laserlicht ausgesetzt wird, hat das
Spektrum der elastischen Lichtstreuung sein Maximum bei 2,07 eV (Abb. 7.3a), entsprechend
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Abbildung 7.3: Verstimmung der Nanoresonatoren nach Detektion eines Ramansignals. (a) Anfingliches Streu-
spektrum der longitudinalen Mode eines Nanopartikeldimers. (b) Ramanspektren aus dem Partikelzwischenraum
des selben Dimers. Die Laserfrequenz und -polarisation sind in (a) rot eingezeichnet. Das anfanglich starke Ra-
mansignal fluktuiert und wird nach ca. 6 min deutlich schwicher. (c) Blauverschobene Plasmonresonanz nach der
Ramanmessung. Die Verschiebung der Resonanzenergie um +50 meV entspricht einer Zunahme des Partikelabstan-
des um 1nm. (d) und (e) Rotverschiebung der Plasmonresonanz nach Ramanstreuung bei einem anderen Dimer.
Die beobachtete Rotverschiebung um 130 meV entspricht einer Abnahme des Partikelabstands um 0,7 nm. Sowohl
in (a)—(c) als auch in (d)-(e) wird die Plasmonresonanz gegen den Laser verstimmt.

einem Partikelabstand von d = 2,3nm. Dieses Streuspektrum kann im Prinzip beliebig oft
reproduziert werden und ist auch noch nach etwa einer Stunde im Weifllicht unverdndert. Am
gleichen Dimer werden nun wéhrend einer Gesamtdauer von 10 min Ramanspektren gemessen
(Abb. 7.3b). Wir beobachten die bereits aus Abb. 7.2 bekannten Fluktuationen. Neben diesen
Fluktuationen zeigt sich als weiteres typisches Merkmal, dass das Ramansignal nach einiger
Zeit — in diesem Fall nach ca. sechs Minuten — schwach wird. Messen wir nun nach den
Ramanspektren ein zweites Weifslicht-Streuspektrum, so zeigt sich, dass sich die Eigenschaften
des Nanoresonators wihrend der Ramanmessung deutlich gedndert haben. Das longitudinale
Plasmon ist im Vergleich zu vorher um Afiw = 50 meV blauverschoben, was einer Zunahme
des Partikelabstands von 2,3nm auf ca. 3,3nm entspricht. Wir stellen die Diskussion dieser
Beobachtung zunédchst zuriick und halten lediglich fest, dass wir an dem Nanoresonator
aus Abb. 7.3a—c einerseits fluktuierende und schwicher werdende Ramanstreuung aus dem
HeifSpunkt im Partikelzwischenraum und andererseits eine Blauverschiebung des gekoppelten
Plasmons gemessen haben. Die Untersuchung einer grofieren Zahl von Dimeren zeigt, dass
Ausmafs und Richtung der Plasmonverschiebung stark variieren. Das heifit insbesondere, dass
nach der Ramanstreuung neben der Blauverschiebung des Plasmons auch eine Rotverschiebung
vorkommt. Ein Beispiel ist in Abb. 7.3d—e gezeigt. Hier ist die Plasmonresonanz von ihrem
prd-Raman-Wert von fiw = 1,98 eV post-Raman auf etwa 1,84 eV verschoben, was einer Abnahme
des Partikelabstands von 1,1 nm auf 0,4 nm entspricht.

Neben diesen beiden Klassen — Plasmon-Rotverschiebung nach Ramanstreuung und Plasmon-
Blauverschiebung nach Ramanstreuung — gibt es eine dritte Gruppe von Dimeren, die weder
Ramanstreuung noch Plasmonverschiebung zeigen, wenn sie mit dem Laser beleuchtet wer-
den. Ein Beispiel ist in Abbildung 7.4a—c dargestellt. Wieder messen wir zuerst ein Weilicht-
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Abbildung 7.4: Unverstimmte Nanoresonatoren nach Laserexposition bei Abwesenheit eines Ramansignals. (a)—
() Kein Protein am Heifipunkt. Der Nanoresonator (d = 3,8 nm) wird bei der Ramanmessung in der longitudinalen
Mode beleuchtet, so dass es im Partikelzwischenraum eine hohe Feldverstarkung gibt. Dennoch wird kein
Ramansignal detektiert (b), was bedeutet, dass sich kein ramanaktives Molekiil am HeifSpunkt befindet. Das
Streuspektrum des Nanoresonators ist nach der Laserexposition unverandert (a),(c). (d)-(e) Kein HeiSpunkt. Hier
wird der Nanoresonator bei der Ramanmessung in der transversalen Mode beleuchtet. Das Feld wird daher vom
Nanoresonator kaum verstarkt und es werden weder Ramanstreuung noch Plasmonverschiebung gemessen. Das
Streuspektrum in der transversalen Mode ist gestrichelt eingezeichnet.

Streuspektrum der longitudinalen Resonanz (Abb. 7.4a) und setzen den Nanoresonator dann dem
Licht des Ramanlasers aus, das auch hier entlang der Dimerachse polarisiert ist. Im Gegensatz
zur Situation in Abb. 7.3b wird jedoch kein Ramansignal detektiert (Abb. 7.4b). Nach einer
Messzeit von 1000 s stellen wir den Laser aus und messen ein zweites WeifSlichtstreuspektrum.
Der entscheidende Punkt ist nun, dass wir in diesem Fall — und in allen Fillen, in denen keine
Ramanstreuung gemessen wird — keine Anderung des Streuspektrums und insbesondere keine
Plasmonverschiebung messen (Abb. 7.4c). Umgekehrt ist, immer wenn Ramanstreuung auftritt,
auch eine mal mehr mal weniger grofSe Verschiebung des Plasmons zu beobachten.

Die Ergebnisse der gesamten Studie sind in Abbildung 7.5 zusammengefasst. Aufgetragen ist
die Plasmonverschiebung nach Beleuchtung mit dem Ramanlaser gegen die anfangliche Lage
der Resonanz. Es zeigt sich eine beinahe perfekte Korrelation zwischen der Detektion eines
Raman-Signals einerseits und einer Verstimmung der Dimerresonanz nach der Beleuchtung mit
dem Laserlicht andererseits. Es liegt also nahe, dass der Ramanprozess fiir die Verstimmung der
Nanoresonatoren verantwortlich ist.

7.3 Diskussion — Ramaninduzierte Abstandsdanderung

Einer der Kerngedanken dieser Arbeit ist, dass es bei Nanopartikeldimeren eine Eins-zu-Eins-
Entsprechung zwischen dem Partikelabstand und der Frequenz der longitudinalen Resonanz gibt.
Die beobachteten Plasmonverschiebungen sind also ein eindeutiges Signal fiir eine Anderung
des Partikelabstands. Schiebt das Plasmon ins Rote, so bedeutet dies eine Verkiirzung des Parti-
kelabstands; schiebt das Plasmon ins Blaue, so bedeutet das eine Zunahme des Partikelabstands.
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Abbildung 7.5: Verschiebungen der longitudinalen Resonanzen aller Nanopartikeldimere, hier gegen die an-
fangliche Resonanzenergie aufgetragen. Die Messung einer Plasmonverschiebung ist beinahe perfekt korreliert

mit der Messung eines oberflichenverstirkten Ramansignals. Der rechte Teil der Grafik zeigt die der jeweiligen
Plasmonverschiebung zugrundeliegenden Anderungen des Abstands zwischen den Nanopartikeln.

Und eine unverédnderte Plasmonresonanz zeigt einen unverdnderten Partikelabstand. Dies ist
auf der rechten Seite von Abbildung 7.5 durch die schwarzen Pfeile an den Goldnanopartikeln
angedeutet. Dabei muss man sich vergegenwaértigen, dass bereits eine vergleichsweise winzige
Abstandsinderung um wenige A eine durchaus messbare Verschiebung der Plasmonresonanz
bedeuten kann (vgl. Abb. 2.5b), wenn der anfingliche Abstand der Partikel gering genug ist.

Wie kann nun Ramanstreuung fiir eine Abstandsanderung der Partikel verantwortlich sein?
In unserem System sind die ramanaktiven Molekiile — die Proteine im Partikelzwischenraum —
gleichzeitig die Verbindungsglieder und Abstandshalter zwischen den Nanopartikeln. Durch
die Verstarkung der Stokes-Ramanstreuung werden diese Proteine stindig vibronisch angeregt.
Fiir dhnliche Systeme wie die hier studierten ist sogar ein signifikanter Populationstransfer in
angeregte vibronische Zustande berichtet worden [38, 185-188]. In jedem Fall erfahrt das Protein
im Partikelzwischenraum eine fortwdhrende Anregung seiner mechanischen Freiheitsgrade.
Berticksichtigen wir nun, dass die Energielandschaft eines solchen Proteins , Millionen von
Konformationsminima und eine noch grofsere Zahl an diese verbindenden Pfaden besitzt” [189],
so erscheint es durchaus wahrscheinlich, dass die fortwéhrende Anregung der mechanischen
Freiheitsgrade des Proteins dazu fiihrt, dass sich die Konformation des Molekiils andert und
dass diese Konformationsénderung des Verbindungsglieds und Abstandshalters zwischen den
Nanopartikeln eine Anderung des Partikelabstands nach sich zieht. Tatsachlich ist selbst fiir
Dipeptide, deren Energielandschaft verglichen mit der eines kompletten Proteins wesentlich
einfacher strukturiert ist und somit vermutlich groflere ,,Stufen” enthilt, eine solche Konfor-
mationsdnderung durch optische Anregung der vibronischen Freiheitsgrade nachgewiesen
worden [189].

Mit dieser Interpretation konnen wir auch das verschiedene Verhalten der im Experiment

beobachteten Dimerklassen aus Abb. 7.5 verstehen. Betrachten wir zunichst die Klasse der
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7.3 Diskussion — Ramaninduzierte Abstandsdnderung

Dimere, fiir die sowohl Ramanaktivitit als auch eine Abstandsanderung detektiert wird. In
diesem Fall befindet sich das abstandsbestimmende Protein tatsdchlich ganz oder teilweise im
Partikelzwischenraum. Wird nun das Nanopartikeldimer vom mehr oder weniger resonanten
Licht des Ramanlasers getroffen, so resultiert eine hohe Verstarkung des Feldes im Partikelzwi-
schenraum bei gleichzeitig verbesserter Abstrahlmoglichkeit fiir das ramangestreute Photon.
Fiir einen Partikelabstand von beispielsweise 1,3 nm ergibt sich eine Feldverstarkung um den
Faktor 50 (griine Kurve in Abb. 2.10a) und ein Purcellfaktor von ca. 8 X 10* (griine Kurve in
Abb. 6.6b). Damit steigt die Wahrscheinlichkeit fiir Ramanstreuung drastisch an, in unserem
Beispiel um den Faktor 50% x 8 X 10* = 2 x 108, wenn wir nur die elektromagnetische Verstirkung
berticksichtigen. Die resultierende fortwdhrende Anregung der mechanischen Freiheitsgrade des
Proteins fiihrt zu Konformationsanderungen. Und die Konformationsédnderungen des Proteins im
Partikelzwischenraum fiihren ihrerseits dazu, dass sich der Abstand zwischen den Goldpartikeln
andert, was wiederum eine Verschiebung der Resonanzfrequenz des Dimers zur Folge hat.

Dieser Prozess ist besonders wahrscheinlich, wenn die Laserfrequenz mit der Resonanz
des Dimers iibereinstimmt, da dann eine hohe Feldverstarkung fiir das eingestrahlte und ein
hoher Purcellfaktor fiir das ramangestreute Licht wirksam werden. Im Umkehrschluss erkennen
wir, dass ein Nanopartikeldimer, das durch eine zuféllige Abstandsédnderung gegen den Laser
verstimmt wird, mit hoher Wahrscheinlichkeit auch verstimmt verbleiben wird. Denn durch die
Verstimmung sinktja die Wahrscheinlichkeit einer weiteren ramaninduzierten Abstandsénderung.
Dies erklirt die Beobachtung, dass die Plasmonresonanz post-Raman tendenziell mehr gegen
den Laser verstimmt ist als prd-Raman, ebenso wie die Beobachtung, dass das Ramansignal mit
der Zeit schwécher wird.

Bei den Nanoresonatoren, aus denen keine Ramanstreuung messbar ist, befindet sich das
Protein, das die Nanopartikel verbindet, auSerhalb des elektromagnetischen Heifspunkts, wie in
der mittleren Skizze in Abb. 7.5 angedeutet. Es kommt so zu keiner oder nur schwach verstarkter
Ramanstreuung an dem Protein, so dass es nicht vibronisch angeregt wird und somit auch seine
Konformation nicht dndert. Ein dhnliches Szenario ergibt sich, wenn wie in Abb. 7.4d-e die
transversale Mode des Dimers adressiert wird. In diesem Fall mag das Protein zwar in der Mitte
zwischen den Partikeln liegen, aber da sich dort kein HeifSpunkt ausbildet, kommt es ebenfalls
weder zu verstirkter Ramanstreuung noch zur Konformationsdnderung des Proteins und zur
daraus resultierenden Liangendnderung und Verstimmung des Dimerresonators.

Die Anregung mit dem resonanten Laserstrahl kann im Prinzip auch tiber andere Mechanismen
eine Abstandsdnderung zwischen den Partikeln bewirken. Aber keiner dieser Mechanismen
vermag die experimentellen Beobachtungen zufriedenstellend zu erkldren. Zunichst konnte
man annehmen, dass die Nanopartikel soviel Energie aus dem Laserstrahl absorbieren, dass sie
schmelzen oder die Umgebung so weit aufheizen, dass sich die Konformation des abstandsbe-
stimmenden Proteins thermisch bedingt dndert. Der Hauptmangel dieser Hypothese liegt darin,
dass sie die beobachtete Korrelation zwischen Ramanstreuung und Abstandsanderung nicht

erklart. AuSerdem zeigt die Finite-Elemente-Simulation der Warmedissipation in Abb. 7.6, dass
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Abbildung 7.6: Erwdrmung des Nanopartikelresonators bei S, = 50 pW/um? in der longitudinalen Mode.
(a)d = 0,8nm. (b) d = 2,3 nm. Rechnung von Calin Hrelescu und Joachim Stehr.

fiir eine Laserintensitit von S;;, = 50 uW/um? die Temperatur lokal um maximal 3K ansteigt.
Eine Temperatur von 3K iiber der Raumtemperatur reicht definitiv nicht aus, um die Partikel zu
schmelzen, und erscheint auch zu gering, um eine Umfaltung des Proteins zu bewirken. Die
Kraft, die zur Umfaltung eines Proteins erforderlich ist, liegt in der Grofsenordnung von 10 pN
und mehr [190-192]. Eine Streckung um 1 nm wie in Abb. 7.3a—c erfordert also eine Energie von
mindestens 125 meV, also von in etwa dem Fiinffachen der thermischen Energien in unserem
Experiment. Im Gegensatz dazu betrédgt die typische beobachtete Ramanverschiebung etwa
1500 cm™! (Abb. 7.3b), so dass also jedes ramangestreute Photon eine vibronische Energie von
186 meV hinterlasst.

Als weiteren Erklarungsansatz kann man in Erwédgung ziehen, dass optische Krifte, die durch
den hohen Feldgradienten im Heiffpunkt auftreten kénnen [193, 194], den Abstand der Partikel
dndern. Waren jedoch tatsédchlich optische Krifte fiir die Abstandsanderung verantwortlich, so
wiirde diese auch bei Dimeren auftreten, die keine Ramanstreuung zeigen. Das ist jedoch nicht
der Fall: Abstandsénderungen werden nur nach Ramanaktivitidt beobachtet (Abb. 7.5).

In den in diesem Kapitel beschriebenen Experimenten haben wir also gezeigt, dass oberflachen-
verstarkte Ramanstreuung an den Verkniipfungs-Proteinen in einem Nanopartikeldimer den
Abstand zwischen den Nanopartikeln d&ndert und dadurch den von ihnen gebildeten Resonator
verstimmt. Diese Beobachtung kann dadurch erkldrt werden, dass das durch die Ramanstreuung
vibronisch angeregte Protein im Partikelzwischenraum seine Konformation dndert und dadurch
die Nanopartikel zusammenzieht oder auseinanderdriickt. Wird zufillig eine Konfiguration
erreicht, in der das gekoppelte Plasmon des Dimers nicht mehr in Resonanz mit dem Ramanlaser
ist, nimmt die Ramanstreuung ab und die Nanopartikel horen auf, sich zu bewegen.

Schliefilich sei noch angemerkt, dass die Nanopartikel der Dimere im in Kapitel 6 beschriebenen
Fluoreszenzexperiment sich nicht bewegen: die Streuspektren vor und nach Fluoreszenzanregung
sind dort stets identisch. Dies liegt daran, dass dort geringere Anregungsintensitidten eingesetzt
worden sind: 0,6 uW/um? verglichen mit 50 uW/um? bei der Ramanstreuung. Auflerdem ist
bei der Fluoreszenzmessung die Anregungsfrequenz nicht in Resonanz mit dem Plasmon der
Dimere mit kleinen Abstidnden, so dass die Feldiiberhchung im HeifSpunkt moderat bleibt.
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8 Zusammenfassung und Ausblick

In der vorliegenden Dissertation wurden Raman- und Fluoreszenzverstarkung in einzelnen
proteinverkniipften Goldnanopartikeldimeren untersucht. Durch die Korrelation des Fluoreszenz-
beziehungsweise Ramanspektrums mit dem Spektrum der elastischen Lichtstreuung konnten wir
neue Erkenntnisse gewinnen zur wechselseitigen Beeinflussung von elektromagnetischen Heifs-
punkten in plasmonischen Nanostrukturen und Fluoreszenz beziehungsweise Ramanstreuung
dort befindlicher organischer Molekiile.

In einer Serie von Messungen an Nanopartikeldimer-Resonatoren mit verschiedenen Partikelab-
stinden konnten wir zeigen, dass das Fluoreszenzspektrum des Farbstoffes Cy3 in einem solchen
Nabhfeldresonator durch den Purcell-Effekt selektiv bei der Resonanzfrequenz tiberh6ht wird und
dass sich somit ein Nahfeldresonator in dieser Hinsicht ganz dhnlich wie ein Fernfeldresonator
verhilt. Fiir ein angeregtes Farbstoffmolekiil ist es zu einem gegebenen Zeitpunkt wahrscheinli-
cher, durch Photonenemission in ein bestimmtes vibronisches Unterniveau des Grundzustands
zu relaxieren, wenn der Ubergang zu diesem Unterniveau resonant mit dem Dimer ist. Zeitlich
gesehen emittiert es am wahrscheinlichsten dann, wenn eine seiner fluktuierenden Ubergangs-
frequenzen mit der plasmonischen Resonanz zusammenfillt. Die experimentellen Ergebnisse
stimmen sehr gut mit numerischen Ergebnissen tiberein, die wir mit einem in grofSen Teilen neu
entwickelten Modell der Fluoreszenzverstarkung in Nanopartikelaggregaten erzielt haben. Dies
zeigt, dass die Verformung der Spektren — wie im Modell angenommen — ausschlieSlich auf
die Anderung der Wahrscheinlichkeiten strahlender Ubergénge zuriickzufiihren ist. Damit ist
das Experiment gleichzeitig auch die erste direkte Messung der Verstarkung der strahlenden
Ubergangswahrscheinlichkeiten in einem einzelnen plasmonischen Resonator. Dariiber hinaus
zeigt die gemessene Verschiebung der Emissionsfrequenz von Cy3 in Nanopartikeldimeren,
dass die allgemein tibliche Modellierung eines Farbstoffes in der Ndhe einer plasmonischen
Nanostruktur als Zwei-Niveau-System mit nur einer einzigen Ubergangsfrequenz eine zu starke
Vereinfachung darstellt.

Experimente zur Ramanstreuung an Proteinen in einzelnen Nanopartikeldimeren zeigten
neben den erwarteten Fluktuationen der Ramanlinien eine Verschiebung der Dimerresonanz
genau dann, wenn zuvor Ramanaktivitdt gemessen wurde. Dies fiithrte zu dem Resultat, dass
Raman-angeregte Molekiile auf die Geometrie und die Resonanzen von Nanopartikelaggregaten,
wie sie tiblicherweise zur Messung oberflachenverstarkter Ramanstreuung eingesetzt werden,
zurtickwirken koénnen. Dieses Ergebnis ist von allgemeiner Bedeutung fiir die Entwicklung
und das Verstindnis von Raman-Sensoren, die Oberflichenverstirkung ausnutzen. Es muss als
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alternative Erkldrung oder zusatzliche Quelle von Blinken, spektraler Diffusion und Bleichen in
Experimenten und Anwendungen der oberflichenverstiarkten Ramanstreuung beriicksichtigt
werden. Die Tatsache, dass die Plasmon-Resonanz von der Laser-Frequenz weg verschoben wird,
lasst sich moglicherweise fiir adaptive spektrale Filter aus Metallnanostrukturen ausnutzen, die
so mit geringerer Intensitét als bisher gesteuert werden kénnten [195, 196].

Fiir zukiinftige Forschungen ergeben sich ebenfalls einige interessante Perspektiven. Wie zu
Beginn dieser Arbeit erldutert ist der Ubergang vom Einzelpartikel zum Dimer zwar der Schritt
mit den weitreichendsten Konsequenzen fiir die plasmonische Resonanz. Dennoch ware es
interessant, gezielt Strukturen aus mehr als zwei Partikeln zu untersuchen, und zwar weniger
Dreiecke, Quadrate und dergleichen als vielmehr lineare Ketten von drei, vier, fiinf und mehr
Partikeln [197-199]. Zum einen lassen sich damit noch etwas hohere Feldverstarkungen erreichen,
zum anderen konnte ein qualitativ neuer Effekt hinzukommen, wenn die Retardierung {iber
die Lange der Kette mafigeblich wird, wenn also die Kettenldnge sich der Grofienordnung
der halben Wellenlinge anndhert und die Kette damit sowohl einen Nah- als auch einen
Fernfeldresonator bildet. Nahfeld, Streu- und Absorptionsquerschnitt solcher Ketten konnen
ebenso wie Fluoreszenz- und Ramanverstdrkung darin mithilfe der im Rahmen dieser Arbeit
erstellten Computerprogramme mit geringstem Aufwand berechnet werden, was das Konzipieren

interessanter Proben mafgeblich erleichtern sollte.
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A GMM — ein FORTRAN-Programm zur Berechnung der

verallgemeinerten Mie-Streuung

Das Programm GMM [200] implementiert die in Kapitel 2 dieser Arbeit wiedergegebene verallge-
meinerte Mie-Theorie nach [58, 59, 63, 64]. Als Hauptunterschied zu diesen Veroffentlichungen
und der mit diesen {ibereinstimmenden Darstellung in dieser Arbeit wird allerdings eine an-
dere Normierung E,,, verwendet als in Gleichung (2.1.7). Details dazu finden sich in der dem
Programm beiliegenden Dokumentation. Das Programm GMM berechnet fiir ein gegebenes
Aggregat sphirischer Nanopartikel die Streu-, Extinktions- und Absorptionsquerschnitte! fiir
eine ebene Welle gegebener Wellenldnge. Der Ablauf des Programms ist in Abbildung A.1
dargestellt.

Data: #max, A, N; 7%, RP, si
Result: 0gtr, Oext, Oabs
begin

Lese Wellenlange;

Lese Aggregatparameter;

Berechne Miekoeffizienten fiir alle Spharen ; // Gl. (2.1.11)
Berechne Vektortranslationskoeffizienten ; // Gl. (2.2.13), (5.2.8)
Entwickle einfallende Welle — p%, qgﬁ ; // Gl. (2.1.15), (2.2.12)
Berechne Streukoeffizienten — afm, bﬁm ; // Gl. (2.2.17)
Berechne Streuquerschnitt ; // Gl. 21 in [64]
Berechne Extinktions- und Absorptionsquerschnitte ; // Gl. 38 in [63]
Ausgabe;
end

Abbildung A.1: Programmablauf von GMM

Das Programm verwendet keine externen Bibliotheken und kann mit den FORTRAN-
Compilern der GNU Compiler Collection, gfortran und g77, auf allen Plattformen kompiliert
werden, auf denen diese verfiigbar sind. Fiir die vorliegende Arbeit wurden gfortran (gcc 4.2.1)
unter SUSE Linux und g77 (gcc 3.4.4) unter Windows/Cygwin eingesetzt. Aus den gleichen
Eingangsdaten erzeugen GMM und das in [108] verwendete, kommerziell erhiltliche Programm-
paket MQAggregates von Michael Quinten [201] die gleichen Resultate. GMM ist deutlich
schneller und wesentlich leichter in Skripte einzubinden, was zum Beispiel das automatisierte
Berechnen von Dimer-Streuspektren fiir eine Serie von Partikelabstinden ermoglicht.

1 Aulerdem die Streu- oder Miiller-Matrix, die uns hier aber nicht interessiert.
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B GMM-FIELD - eine GMM-Erweiterung zur Berechnung des Nahfeldes

B GMM-FIELD — eine GMM-Erweiterung zur Berechnung
des Nahfeldes

Fiir das Verstdndnis der Dimerresonatoren und fiir die Berechnung von Fluoreszenz- und
Ramanstreuung in ihrem Inneren ist es notwendig, das lokale elektrische Feld zu kennen. GMM
berechnet aber nur Streu- und Extinktionsquerschnitte, also Fernfeldgrofien. Daher war es fiir
diese Arbeit erforderlich, GMM als GMM-FIELD entsprechend zu erweitern.!

Das Feld im AufSenraum A der Partikel ist die Summe E = Ej, + Eg,. Dabei ist das anregende
Feld E;, im Falle einer ebenen Welle trivial als exp(ikz) é, zu berechnen. Zur Berechnung des
Streufeldes gibt es zwei Moglichkeiten. Die erste Moglichkeit besteht darin, eine gemeinsame
Représentation des Streufeldes als Entwicklung in den sphéirischen Vektorwellenfunktionen eines
bestimmten Partikels oder eines beliebigen anderen Punktes zu konstruieren und diese dann an
allen Punkten des Gitters der interessierenden Punkte G auszuwerten. Die zweite Moglichkeit
ist die, die Koordinaten jedes Gitterpunktes fiir jede der beteiligten Kugeln in das kugeleigene
Koordinatensystem umzurechnen, dann das partielle Streufeld Eftr der betreffenden Kugel an
diesem Punkt aus deren partiellen Streukoeffizienten zu berechnen und schliefilich die Beitrage
aller Kugeln zu summieren. Wir haben hier die zweite Strategie gewdhlt, der Ablauf der in

GMM-FIELD zu GMM hinzugefiigten Feldberechnungsroutine ist in Abbildung B.1 dargestellt.

Die blau gekennzeichneten Schritte werden als eigenstandige Subroutinen implementiert, fiir
die anderen Schritte kann entweder auf vorhandene Subroutinen von GMM zuriickgegriffen
werden oder sie sind in der Feldberechnungsroutine selbst implementiert. Den grofiten Aufwand
verlangt die Berechnung der spharischen Vektorwellenfunktionen M:,, und N3,,, weil dazu die
speziellen Funktionen 7t,,,, Ty, P?, h} und die Ableitung % (z hi(z)) fiir alle m und 1 < Mpax
berechnet werden miissen. Gliicklicherweise kénnen fiir 7t,,,,,, T, und i} vorhandene Subroutinen
von GMM genutzt werden. Die Ableitung % (z h} (z)) wird mit Hilfe der Identitit 10.1.21 aus

[202]

d

- (z73(2) = zh}_y(2) — n hy(z) (B.1)
erhalten. Die assoziierten Legendrefunktionen P}’ werden fiir m # 0 nach Gl. (2.1.6) aus 7,
berechnet:

mP(z) = Tt (z) V1 — 22 fir z=cosB (B.2)

PY berechnen wir mit Hilfe der Rekursion 8.5.3 aus [202]

(n-m+1)P},(z) = 2n+1)z P, ,(z) — (n+m) P} (z) (B.3)

n+1

Der Quelltext von GMM-FIELD sowie einige Anwendungsbeispiele aus dieser Arbeit sind unter
http://moritz-ringler.name/dissertation/GMM_FIELD.tar.bz2 verfiigbar.
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Data: A, Bmax, tmax, 7, RF; a WG
Result: E(x, y,z) fur alle (x,y,z) € G N A
begin
Lese Gitterdefinition aus grid.in — G;
Berechne Normierungsfaktoren — E,;;;
forall (x,y,z) € Gdo
E = (exp(ikz), 0, 0);
// zur Berechnung des Streufeldes allein:
// E=0
for1 < f < Bmax do
Berechne in Kugelkoordinaten ((x, Y,2)— rﬁ) - (r,9,0);
if r < RP then
// Setze Feld im Kugelinneren auf Null.
E=0;
break;
end
Berechne Vektorwellenfunktionen M3m,1(/\, 1,¢,0), me,,(/\, r,9,0); // Gl. (2.1.5)
Berechne partielles Streufeld — Ef o // Gl. (2.1.10a)
Berechne kartesische Komponenten des partiellen Streufeldes;
E=E+E,
end
Schreibe x y z Re(E,) IM(Ex) Re(E,) IM(E,) Re(E;) Im(E;) ||E|| nach field.dat
end
end

Abbildung B.1: Feldberechnungsroutine in GMM-FIELD

sowie P)(z) = 1 und PY(z) = z. Um mit dem Rest von GMM konsistent zu sein, miissen diese P}
mit dem Faktor \/(211 + 1)/(n(n + 1)) multipliziert werden.

Beispiel

Als Beispiel geben wir hier die Eingabedateien wieder, die zur Berechnung der Feldverstdrkung
in der longitudinalen Mode in Abschnitt 5.4 bzw. in [44] genutzt worden sind. Als globale
Langeneinheit haben wir hier Mikrometer verwendet. Betrachten wir zunéchst die GMM-
Eingabedatei gmmO1f.in. Diese Datei legt insbesondere fest, dass die Parameter von Aggregat
und einfallender Welle aus der Datei au-2s-532nm.k gelesen werden sollen und dass die
Multipolentwicklungen friihestens bei der einundzwanzigsten Ordnung abgebrochen werden
sollen. Die weiteren Zeilen sollen uns hier nicht interessieren, sie sind in der GMM beiliegenden

Dokumentation erlidutert.

au-2s-532nm.k
111
0. 0. 0. 0. 0. 0.
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Die Datei fiir die Aggregat- und Felddefinition au-2s-532nm k sieht wie folgt aus:

0.532 = wavelength

2 = number of spheres

-0.05 0.0 0.01 0.03 0.5440 2.2304 = x1,yl,z1; R1; Re(n),Im(n) at 532 nm
0.05 0.0 0.01 0.03 0.5440 2.2304 = x2,y2,z2; R2; Re(n),Im(n) at 532 nm

Hier werden die Wellenldnge, die Anzahl der Partikel, deren Koordinaten und Radien sowie der
komplexe Brechungsindex der Partikel bei der Anregungswellenldnge angegeben. Das Zentrum
der Partikel sitzt bei z = +10nm, denn wir wollen das Feld in der Farbstoffkugel berechnen
und setzen daher den Koordinatenursprung in deren Zentrum. Die Goldpartikel und die
Farbstoffkugel liegen auf der gleichen Unterlage; die Farbstoffkugel hat einen um 10 nm kleineren
Radius und das Anregungslicht fallt von unten in positiver z-Richtung ein. Die Dimerachse
erstreckt sich in x-Richtung, da wir die longitudinale Mode betrachten wollen und das Programm
immer eine x-polarisierte Welle annimmt. Aus dem Abstand von d = 40nm und dem Radius
der Partikel von R = 60 nm erhalten wir somit die x-Koordinaten zu x = +(R + d/2) = +50 nm.
Ein von Eins abweichender Brechungsindex des Umgebungsmediums kénnte hier dadurch
berticksichtigt werden, dass erstens die Wellenldnge im Medium A = Ao/ m spezifiziert wird
und zweitens der komplexe Brechungsindex des Partikels \/m in Einheiten des komplexen
Brechungsindexes des Mediums m angegeben wird. Ein Beispiel daftir findet sich im
Abschnitt tiber GMM-DIP.

Die dritte Eingabedatei grid.in definiert nun das Gitter, auf dem das Feld berechnet werden
soll:

101 101 101 = nx, ny, nz
-0.02 -0.02 -0.02 = x0, y0, z0

Das Gitter — ein regelméfliges quaderformiges Gitter — wird durch Angabe der Gitterschritte
in jeder Dimension in der ersten Zeile sowie durch Angabe eines seiner Eckpunkte definiert.
Ein Eckpunkt gentigt, da das Gitter immer am Koordinatenursprung zentriert ist. Die Einheiten
zur Angabe der Koordinaten des Eckpunktes sind die gleichen, die fiir Wellenldnge und
Partikelkoordinaten genutzt werden. Das Gitter hat hier also die Form eines Wiirfels mit
101 x 101 X 101 = 10° Punkten und erstreckt sich in jeder Dimension von —20 nm bis +20 nm um
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Abbildung B.2: GMM-FIELD, qualitativer Vergleich mit MMP-Rechnungen fiir ein Einzelpartikel. Von links
trifft eine in vertikaler Richtung polarisierte ebene Welle mit A = 532 nm auf ein einzelnes Goldpartikel mit R = 40nm
im Vakuum. Dargestellt ist die lokale Feldverstarkung, berechnet links mit GMM-FIELD und rechts mit MMP. Die
MMP-Daten sind reproduziert aus [168]. Die Ergebnisse stimmen tiiberein, soweit dies aufgrund der verschiedenen
verwendeten Farbskalen zu beurteilen ist. Eine Legende zur Farbskala fehlt in [168].

das Zentrum der Farbstoffkugel. Zur Berechnung der mittleren Feld- und Anregungsverstarkung
in der Farbstoffkugel wird das folgende kurze awk-Skript aus der Shell aufgerufen:

awk ’BEGIN {n=0; inte=0 ; inte2=0};
$1%$1 + $2%$2 + $3*$3 <= 0.0004 {n++; inte+=$10; inte2+=$10*$10};
END {print n, inte/n, inte2/n}’ field.dat

Fiir jede Zeile der Feld-Ausgabedatei field.dat wird hier gepriift, ob die Quadratsumme der
Werte in den ersten drei Spalten, in denen die Koordinaten des Gitterpunktes stehen, kleiner
ist als der quadrierte Radius der Kugel. Ist dies der Fall, so liegt der betreffende Gitterpunkt
in der Kugel, der Betrag des Feldes an diesem Punkt wird zu inte addiert und sein Quadrat
zu inte2. Auflerdem wird der Zahler n inkrementiert. Am Ende werden dann die Anzahl der
Gitterpunkte in der Farbstoffkugel n, die mittlere Feldverstirkung inte/n und die mittlere
Anregungsverstarkung inte2/n ausgegeben.

Vergleich mit verdffentlichten MMP-Rechnungen zur Feldverstirkung an einem
Einzelpartikel

Um sicherzustellen, dass GMM-FIELD frei von Fehlern ist, haben wir die von Hértling et
al. in [168] verdffentlichten Rechnungen nach der Methode mehrerer Multipole (MMP) fiir
die Feldverstiarkung in der Nahe eines einzelnen Goldpartikels mit Hilfe von GMM-FIELD
nachgerechnet. Das Partikel hat einen Radius von 40 nm und wird im Vakuum von einer ebenen
Welle mit Wellenldnge 532 nm getroffen. Zunichst betrachten wir die Feldverstarkung in der von
k und E;, aufgespannten Ebene durch den Mittelpunkt des Partikels. In Abb. B.2 zeigt sich gute
qualitative Ubereinstimmung zwischen GMM-FIELD und MMP. Ein quantitativer Vergleich ist
leider nicht moglich, da in der Abbildung aus [168] die Farbskala fehlt.

Wir finden jedoch in Abb. 3 aus [168] einige Graphen der Anregungsverstarkung ey, die
dort genau wie in Kapitel 5 dieser Arbeit als |E - p[*/|Ei, - p|* berechnet wird. Damit kénnen wir
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Abbildung B.3: GMM-FIELD, quantitativer Vergleich mit MMP-Rechnungen fiir ein Einzelpartikel. Anregungs-
verstarkung gexc = [E-p [2/|E; - p|? fiir einen (a) radial bzw. (b) tangential zu einem einzelnen Goldpartikel orientierten
Dipol. Partikelradius und Wellenldnge sind die gleichen wie in Abb. B.2. Die Ergebnisse der MMP-Rechnung aus
[168] sind rot gestrichelt, die mit GMM-FIELD berechneten Ergebnisse sind als rote Kreise dargestellt. Die violett
gepunkteten und die griinen durchgezogenen Kurven sind die Hartlingschen Resultate zur Quanteneffizienz bzw.
zur Gesamtfluoreszenzverstiarkung, sie sind an dieser Stelle nicht weiter von Belang (siehe auch Abb. C.2).

die Ubereinstimmung zwischen Hartlings MMP-Rechnung und GMM-FIELD auch quantitativ
tiberpriifen. Wir betrachten hier die beiden wichtigsten Félle eines Dipols, der parallel zum
Feldvektor Ej, steht und entweder radial zum Goldpartikel orientiert ist oder tangential. Die
Geometrien und die Ergebnisse sind in Abb. B.3 dargestellt. Es zeigt sich auch quantitativ ein
hohes Maf an Ubereinstimmung. Die geringen Abweichungen sind durch kleine Unterschiede
in der verwendeten dielektrischen Funktion, den Diskretisierungsfehler der MMP-Rechnung,
sowie Rundungsfehler in den jeweiligen numerischen Rechnungen leicht zu erklaren.
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C GMM-DIP — verallgemeinerte Mie-Streuung eines
Dipolfeldes

GMM und das davon abgeleitete GMM-FIELD verwenden als einfallendes Feld eine ebene Welle.
Wenn wie in Kapitel 5 erldutert Emissionsverstarkung und Energietransfer in Nanopartikelaggre-
gaten berechnet werden sollen, muss jedoch als einfallendes Feld das Feld eines oszillierenden
Dipols betrachtet werden. Auflerdem miissen anstelle der Wirkungsquerschnitte die Faktoren
Paps/Po und P, /Py berechnet werden. Unter dem Namen GMM-DIP wurde GMM-FIELD von mir
entsprechend modifiziert.! Der Dipol wird iiber weite Strecken des Programms wie ein weiteres
Partikel behandelt. Aus praktischen Griinden verwendet GMM-DIP an diesen Stellen fiir den
Dipol den Index = N + 1 und nicht § = 0 wie in Kapitel 5. Damit ergibt sich fiir GMM-DIP der
in Abbildung C.1 dargestellte Programmablauf.

Die Anderungen gegeniiber GMM-FIELD sind farbig hervorgehoben. Zur Berechnung der
Leistungen P./Py, Ps/Po und Pex/Py kann in groflen Teilen der GMM-Code zur Berechnung
von Oy und oey libernommen werden. In der Routine zur Berechnung des Nahfeldes wird die
Initialisierung von E gedndert: statt E = exp(ikz) &, verwenden wir dort jetzt E = 0. Das gesamte
Feld - also die Summe aus einfallendem und gestreutem Feld - wird dann nach GI. (5.2.12)
berechnet.

Die Koordinaten des Dipols, der zur Modellierung des fluoreszierenden oder ramanstreuenden
Molekiils genutzt wird, werden in der Eingabedatei fiir die Feld- und Aggregatdefinition
spezifiziert wie die Koordinaten eines weiteren Partikels. Dabei miissen wie bei der Spezifikation
eines Partikels Brechungsindex und Radius angegeben werden. Der Wert des Brechungsindexes
wird vom Programm nicht verwendet, der Wert des Radius entscheidet dartiber, in welchem
Bereich um den Dipol das Feld nicht berechnet wird.

Als Beispiel sei hier die Feld- und Aggregatdefinition fiir einen bei A = 532 nm emittierenden
Dipol in der Mitte zweier Goldnanopartikel mit R = 20nm und d = 20 nm in Wasser angefiihrt:

0.39886 = wavelength (vacuum wavelength: 0.532)
3 = #spheres + 1 (dipole)
0.03 0 0 0.02000 0.417515 1.66004 = x, y, z, r, Re(n), Im(n)
-0.03 0 0 0.02000 0.417515 1.66004 = x, y, z, r, Re(n), Im(n)
0.00 ®© ® 0.00001 1.000000 0.00000 = x, vy, z, (r, Re(n), Im(n)) <- dipole

Als Langeneinheit wurden Mikrometer verwendet. Die Position des Dipols am Koordinatenur-
sprung wird in der letzten Zeile festgelegt. Die Dipolorientierung ist immer parallel zur x-Achse,
hier also auch entlang der Dimerachse. Das Medium Wasser wird dadurch berticksichtigt, dass
erstens die Wellenldnge im Medium A = A/ y/em0 spezifiziert wird und zweitens der komplexe
Brechungsindex des Partikels 4/, in Einheiten des (rein realen) Brechungsindexes des Mediums
Veémo angegeben wird.

1Der Quelltext von GMM-DIP sowie einige Anwendungsbeispiele aus dieser Arbeit sind unter
http://moritz-ringler.name/dissertation/GMM_DIP.tar.bz2 verfiigbar.
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C GMM-DIP - verallgemeinerte Mie-Streuung eines Dipolfeldes

Data: #iax, A, N; #£, ¥PIPOL RE Eﬁf

Result: 04, Oext, Oabs

begin
Lese Wellenlange;
Lese Aggregatparameter;
Berechne Miekoeffizienten fiir alle Sphéren ; // Gl. (2.1.11)
ﬁmax =N+1,
Berechne Vektortranslationskoeffizienten ; // Gl. (2.2.13), (5.2.8)
// Entwicklung des einfallenden Feldes:
// Gl. (5.2.3) mit GMM-Konvention fir E,,
ANl = —i/ \/3;
aNrl =i/ V3;
Berechne Vektortranslation des Dipolfeldes — pgzﬁ, q?,,ﬁ ; // Gl. (2.2.14)
ﬁmax =N;
Berechne Streukoeffizienten — aﬁm, bfm ; // Gl. (2.2.17)
ﬁmax =N+1,
// zur Berechnung des Streufeldes allein:
// ﬁmax =N
Berechne und schreibe Nahfeld;
ﬁmax =N+1;
Berechne g, = P,/Py ; // Gl. (5.2.13)
ﬁmax =N;
Berechne Py, /Py ; // Gl. (5.2.8)
Berechne P../Po ; // Gl. (5.2.9)
SET = Pext/PO _Pstr/PO;
Schreibe g; und ggr

end

Abbildung C.1: Programmablauf von GMM-DIP

Vergleich mit ver6ffentlichten MMP-Rechnungen zur Fluoreszenzldschung an

einem Einzelpartikel

Um sicherzustellen, dass GMM-DIP frei von Fehlern ist, haben wir die von Hartling et al. in
[168] veroffentlichten MMP-Ergebnisse fiir die Fluoreszenzloschung in der Néhe eines einzelnen
Goldpartikels mit Hilfe von GMM-DIP nachgerechnet. Betrachtet wird die Quanteneffizienz
eines Dipolstrahlers, der sich in der Néahe eines einzelnen Goldpartikels mit 80 nm Durchmesser
befindet, bei A = 560 nm emittiert und die intrinsische Quanteneffizienz Eins hat. Die Umgebung
hat Brechungsindex Eins. Die Dipol-Quanteneffizienz berechnet sich aus Purcellfaktor und

Energietransferfaktor geméaf!

= gr
8r + SET

n (C.1)

In Kapitel 5 haben wir gezeigt, dass dies nicht der geeignete Weg ist, um die geéinderte Quanteneffizienz eines
Mehrniveausystems wie z. B. eines Farbstoffmolekiils zu berechnen. Stattdessen miissen die Gleichungen (5.3.12)
und (5.3.8) angewandt werden.
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Abbildung C.2: GMM-DIP, quantitativer Vergleich mit MMP-Rechnungen fiir ein Einzelpartikel. Quanteneffi-
zienz fiir einen (a) radial bzw. (b) tangential zu einem einzelnen Goldpartikel orientierten Dipol mit intrinsischer
Quanteneffizienz Eins. Partikelradius und Wellenldnge sind die gleichen wie in Abb. B.2. Die Ergebnisse der MMP-
Rechnung aus [168] sind violett gepunktet, die mit GMM-FIELD berechneten Ergebnisse sind als magentafarbene
Linie dargestellt. Die rot gestrichelten und die griinen durchgezogenen Kurven sind die Hartlingschen Resultate zur
Anregungsverstarkung bzw. zur Gesamtfluoreszenzverstarkung, sie sind an dieser Stelle nicht weiter von Belang
(siehe auch Abb. B.3).

Wir betrachten auch hier wieder die beiden wichtigsten Fille eines radial bzw. tangential
zur Goldoberfldche orientierten Dipols. Die Geometrien und die Ergebnisse sind in Abb. C.2
dargestellt. Die Ubereinstimmunyg ist praktisch perfekt.

Riickkopplung - Vergleich mit Rechnungen zur Fluoreszenzléschung an einem

Einzelpartikel nach dem Gersten-Nitzan-Modell

Als letztes vergleichen wir die mit GMM-DIP fiir einen Dipol in der Néhe eines Einzelpartikels
erzielten Ergebnisse fiir den Purcellfaktor g, und den Transferfaktor ggr mit den fiir die gleiche
Anordnung berechneten Raten nach Gersten-Nitzan [82]. Abgesehen davon, dass das Gersten-
Nitzan-Modell nicht auf Aggregate angewandt werden kann, unterscheidet es sich von GMM-DIP
in zwei wesentlichen Punkten: erstens ist es im Gegensatz zum voll retardierten GMM-DIP ein
quasistatisches Modell, zweitens beriicksichtigt es im Gegensatz zu GMM-DIP die Anregung
des Farbstoffes durch sein eigenes vom Goldpartikel gestreutes Feld, ein Phanomen das wir hier
als Ruckkopplung bezeichnen wollen. Wir vergleichen an einem Beispiel die mit dem Gersten-
Nitzan-Modell und mit GMM-DIP erzielten Ergebnisse. Wir betrachten dazu das Modellsystem
aus [20]: einen Dipol mit Emissionswellenldnge A = 668 nm in der Nihe eines Goldnanopartikels
mit Durchmesser 16 nm in Wasser. Die Gersten-Nitzan-Daten werden mit dem Programm
ETCALC! berechnet. Variiert wird der Abstand zwischen Partikel und Dipol. Abbildung C.3

TETCALC ist meine Portierung und Erweiterung des Mathematica-Skriptes TheoET von Arne Morteani und
Eric Dulkeith [203] nach C. Neben dem Gersten-Nitzan-Modell ist auch das Modell von Leung [83] implementiert.
In beiden Modellen kénnen im Freie-Elektronen-Anteil der dielektrischen Funktion nichtlokale Wechselwirkungen
berticksichtigt werden. In ETCALC stehen dafiir das hydrodynamische Modell aus [83] und [204] und das Lindhard-
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C GMM-DIP - verallgemeinerte Mie-Streuung eines Dipolfeldes
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Abbildung C.3: GMM-DIP, quantitativer Vergleich mit Gersten-Nitzan-Rechnungen fiir ein Einzelpartikel.
Purcellfaktor (a,b) und Energietransferfaktor (c,d) fiir einen monochromatischen Dipol in der Nihe eines einzelnen
Goldnanopartikels berechnet mit GMM-DIP, dem Gersten-Nitzan-Modell inklusive Riickkopplung und dem Gersten-
Nitzan-Modell ohne Riickkopplung. (a) und (c) Radiale Orientierung. (b) und (d) Tangentiale Orientierung.

zeigt Purcellfaktor und Energietransferfaktor fiir radiale und tangentiale Dipolorientierung in
doppeltlogarithmischer Auftragung.

Betrachten wir zunéchst den Einfluss der Riickkopplung. Offensichtlich wirkt sich diese erst bei
Abstidnden von weniger als 1 nm aus, grofs wird die Abweichung erst fiir Abstinde von weniger
als ca. 0,5nm. Bei diesen Abstdnden konnen aber auch nichtlokale Wechselwirkungen [83] und
Ladungstransfer [206] nicht mehr ohne weiteres vernachldssigt werden. Gleichzeitig bewegt
sich bei 0,5nm der Abstand zwischen Partikel und Farbstoff auf der typischen Grofienskala
eines Farbstoffmolekiils. Einen Farbstoff hier noch mit einem Punktdipol zu modellieren, ist nur
bedingt sinnvoll. Daher ist die Genauigkeit sowohl der Mie-theoretischen wie auch der Gersten-
Nitzan-Vorhersage hinsichtlich der Anderung der Raten in diesem Abstandsbereich ohnehin
begrenzt. Stattdessen sollte eine quantenmechanische Behandlung zumindest des Molekiils
gewdhlt werden. Dies ldsst sich in der Regel dann allerdings nur noch mit rein numerischen
Methoden bewerkstelligen [84].

Wir vergleichen nun GMM-DIP und Gersten-Nitzan ohne Riickkopplung. GMM-DIP und
Gersten-Nitzan ohne Riickkopplung stimmen im Purcellfaktor (Abb. C.3a und b) nahezu perfekt
tiberein. Lediglich die Emissionsunterdriickung bei tangentialer Orientierung und Abstanden um

Mermin-Modell [205] zur Auswahl. Der Gersten-Nitzan-Teil von ETCALC ist ausgiebig gegen TheoET getestet
worden und mit diesem dquivalent (wenn auch schneller und komfortabler in der Benutzung). Der Quelltext
von ETCALC ist unter http://moritz-ringler.name/dissertation/ETCALC .tar.bz2 verfiigbar. Die Riickkopplung kann
mittels des Compile-Time-Parameters GN_FEEDBACK in der Quelldatei etcalc.h einfach aus- und eingeschaltet werden.
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1nm ist im Gersten-Nitzan-Modell ausgeprégter. Der absolute Unterschied zwischen GMM-DIP
und dem Gersten-Nitzan-Modell ist allerdings gering und kann numerische Ursachen haben
oder auf die leicht unterschiedliche verwendete dielektrische Funktion zurtickgehen.

Der vom Gersten-Nitzan-Modell vorhergesagte Energietransferfaktor liegt fiir Abstiande
grofler als 1 nm etwa einen konstanten Faktor zwei tiber dem mit GMM-DIP mietheoretisch
berechneten (Abb. C.3c und d). Da sich auch bei anderen Wellenldngen stets ein Faktor von
ungefihr zwei zwischen GMM-DIP und Gersten-Nitzan ergibt (hier nicht gezeigt), stimmen
beide Modelle zumindest qualitativ tiberein. Der Energietransferfaktor wird in GMM-DIP
und Gersten-Nitzan sehr unterschiedlich berechnet: wahrend bei Gersten-Nitzan die Joulesche
Dampfung des Feldes tiber das Volumen des Nanopartikels integriert wird, berechnet GMM-DIP
die absorbierte Leistung aus dem Integral des Poynting-Vektors im Fernfeld. Allerdings sollten
im Prinzip beide Methoden zum gleichen Ergebnis fithren. GMM-DIP stimmt jedenfalls mit
den unabhéngigen MMP-Rechnungen aus [168] iiberein, wie wir in Abb. C.2 gesehen haben, in
die sowohl Purcellfaktor g, als auch Energietransferfaktor ggr eingehen. Daher ist die Ursache
der Abweichung wohl eher im Gersten-Nitzan-Modell oder in dessen Implementierung zu
suchen als in GMM-DIP. Fiir Abstédnde kleiner als circa 0,5nm wird die Abweichung zwischen
Gersten-Nitzan-Modell und GMM-DIP grofler. Dies mag daran liegen, dass bei so kleinen
Abstanden der Farbstoff-Dipol auch hthere Multipole des Nanopartikels anregen kann, die im
Gersten-Nitzan-Modell vernachldssigt werden. Die GMM-DIP-Ergebnisse stimmen hier etwas
besser mit den experimentellen Ergebnissen aus [20] tiberein.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Ubereinstimmung zwischen der in GMM-DIP
implementierten mietheoretischen Beschreibung und der Gersten-Nitzan-Beschreibung ohne
Riickkopplung insgesamt gut ist. Fiir den Energietransferfaktor gilt das qualitativ, da das Gersten-
Nitzan-Modell ihn fiir einen Abstand von mehr als 1 nm um einen in etwa konstanten Faktor zwei
grofler vorhersagt. Bei Abstanden kleiner als 1 nm wird die Abweichung grofser. Hinsichtlich
des Purcellfaktors stimmen verallgemeinerte Mie-Theorie und Gersten-Nitzan-Modell ohne
Riickkopplung fiir alle Abstinde quantitativ tiberein.
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