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Nanoantennenverstiarkte Infrarotspektroskopie von Molekiilen
Langliche Metallnanostrukturen mit Ausdehnungen im Mikrometerbereich zeigen im In-
fraroten antennenartige Plasmonresonanzen und konzentrieren das elektrische Feld des
einfallenden Lichts an ihren Enden. Befinden sich Molekiile innerhalb der verstarkten
Nahfelder, so werden deren Schwingungsbanden stiarker angeregt. Man spricht von ober-
flichenverstérkter Infrarotspektroskopie (SEIRS). Beleuchtet man Gold-Nanoantennen
mit senkrecht zur langen Achse der Antenne polarisiertem Licht, findet man die Plas-
monresonanzen im Sichtbaren und kann oberflichenverstirkte Raman-Spektroskopie
(SERS) betreiben. Auf diese Weise konnte gezeigt werden, dass SERS und SEIRS an
derselben Nanostruktur moglich sind. Wahrend das Infrarotsignal um einen Faktor von
650 000 verstirkt werden konnte, fiel die SERS-Verstarkung wesentlich geringer aus. In
weiteren Experimenten wurden SEIRS und SERS hinsichtlich ihrer Anwendbarkeit auf
den Nachweis von Proteinen untersucht. Zum Nachweis von Proteinen wurden fiir beide
Arten der Spektroskopie optimierte Nanoantennen mit Aptameren funktionalisiert, die
ausschliefllich an ein spezielles Target-Protein binden. Die Proteine konnten mittels
SEIRS ab einer Konzentration von 10 Mikromol pro Liter nachgewiesen werden. Der
selektive Nachweis des Target-Proteins aus einer Proteinmischung konnte nicht erreicht
werden, da andere Proteine unspezifisch an die Antennen banden. In einem weiteren
Experiment wurde die SEIRS-Signalverstirkung abhéngig vom Abstand zur Antennen-
oberfliche gemessen. Dabei konnte gezeigt werden, dass das Signal von kondensiertem
CO, welches als Nahfeldprobe verwendet wurde, erst ab einer Schichtdicke von acht
Angstrom verstirkt wird. Dies wurde der endlichen Aufenthaltswahrscheinlichkeit der
Leitungsbandelektronen auflerhalb der Metalloberflache (Spillout) zugeschrieben.

Nanoantenna enhanced infrared spectroscopy of molecules

Elongated metal nanostructures with lengths of about 1 pm exhibit antenna-like
plasmon resonances in the infrared and confine the electric field of the incident light
at their tips. The vibrational bands of molecules within the enhanced near-fields are
excited more efficiently. This effect is called surface enhanced infrared spectroscopy
(SEIRS). With the incident field polarized perpendicular to the antenna’s long axis, the
plasmon resonances move to the visible, where surface enhanced Raman spectroscopy
(SERS) is performed. Using this effect, it was shown that it is possible to do SERS
and SEIRS at the same nanostructure. While the infrared signal was enhanced by a
factor of 650 000, the enhancement of SERS was much lower. For the detection of
proteins, antennas for both kinds of spectroscopy were functionalized with aptamers,
which only bind to one certain target protein. It was possible to detect the proteins
with SEIRS for concentrations as low as 10 micromols per liter. However, the selective
detection of the target protein within a mixture of proteins could not be achieved
due to unspecific binding of other proteins. In another experiment, the SEIRS signal
enhancement was measured in dependence of the distance from the antennas’ surface.
It was shown, that the signal of condensed CO, which was used as near-field probe, is
only enhanced above a layer thickness of eight angstrom. This was attributed to the
spill out of the conduction electrons above the metal surface.






Inhaltsverzeichnis

(1 Einleitung] 1
2 Grundlagen| 5
[2.1  Elektromagnetische Strahlung in Materie| . . . . . . . . ... .. )
(2.2 Dielektrische Funktion von Metallenl. . . . . . . ... ... ... 6
2.2.1 Drude-Sommerfeld-Modelll . . . . . ... ... ... ... 6
2.3 Dielektrische Funktion von Molekiilenl . . . . . . ... ... ... 9
2.3.1 TLorentz-Oszillatord . . . . . .. .. ... ... ... .... 9
2.4 Plasmon-Polaritonen| . . . . . . . .. . ... o oL 11
[2.5 Lokalisierte Oberflachenplasmonenresonanz/. . . . . . . . . . .. 13
[2.5.1  Quasi-statische Naherungl . . . . . ... ... ... ... 13
2.5.2 Ideale Antennel . . . . . . . ... 14
[2.5.3  Einfluss des Umgebungsmediums| . . . . . . . . .. ... 14
2.5.4 Kinetische Induktivitat von Antennenl. . . . . . . . . .. 15
2.0.5 Reale Gold-Nanoantennen| . . . . . . ... .. ... ... 16
2.5.6  Simulationen| . . . .. ... oo 17
257 [SPR-Linienform| . . . . . . ... ... .o 0. 18
[2.5.8 Nahteldverstarkungl . . . . . . ... ... ... ... ... 19
[2.5.9  Wechselwirkung zwischen Nanoantennen . . . . . . . . .. 21
[2.5.10 Nanoantennen-Arrays|. . . . . . . . . . . ... ... ... 22
[2.6 Schwingungsspektroskopie| . . . . ... ..o 000000 23
[2.6.1 IR-aktive Schwingungsmoden| . . . . . . . . . . ... .. 23
[2.6.2 Raman-aktive Schwingungsmoden| . . . . . . . . . . ... 24
[2.6.3 Optische Messungen| . . . . .. ... ... ... ..... 25
[2.6.4  Dunnschichtnaherung/. . . . . . . .. .. ... ... ... 29
[2.7  Oberflachenverstarkte Schwingungsspektroskopie/. . . . . . . .. 30
[2.7.1  Oberflachenverstarkte IR-Spektroskopie|. . . . . . . . .. 30
[2.7.2  Oberflachenverstarkte Raman-Spektroskopiel . . . . . . . 35

[3  Nanoantennenverstarkte IR- und Raman-Spektroskopie an einer Na-
[__nostruktur] 37
[3.1  Experimentelle Grundlagen| . . . . . . ... ... ... ... ... 37
[3.1.1 Raman-Mikroskop| . . . ... ... ... .. ... .... 38
[3.1.2  Spektrometer und Detektoren . . . . . . .. ... 38




Inhaltsverzeichnis

[3.1.3  IR-Mikroskop| . . . . .. ... ... ... 39
[3.1.4  Reflexionsautbau fur Vergleichsmessungen| . . . . . . .. 39
[3.1.5 Gold-Nanoantennen auf Caky . . . . . . ... ... ... 39
[3.1.6  Glatte Goldprobe fur Vergleichsmessungen| . . . . . . . . 40
[3.1.7  Methylene Blue| . . . . . . . . . .. ... .. ... ... .. 41

[3.2  Optische Eigenschaften der Nanoantennen| . . . . . . . . . . .. 42
(3.2.1  PExtinktionl. . . . . . ... ..o oo 42
[3.2.2  Nahteldverteilung| . . . . . . ... ... ... ... .... 44

3.3 SERSI .. ..o 45
(3.3.1 Vergleichsmessung (Raman)| . . . . ... ... ... ... 45
[3.3.2  SERS-Messungen auf einer Nanoantenne] . . . . . . . .. 46
[3.3.3  Verstarkungsfaktor| . . . . ... ... ... 46
................................. 47
£3.4.1 Vergleichsmessung (IR)|. . . . . .. ... ... ... .... 47
[3.4.2  Signalextraktion bei SEIRS Messungenl . . . . . . . . .. 48
[3.4.3  Verstarkungstaktor| . . . . . .. ... ... ... 54
[4__Proteinel 57
[4.1  Grundlagen der Biochemie| . . . . . . ... ... ... ... .. .. Y
MI1.1  Aufbau von Proteinenl . . . .. ... ... ... ... ... 57
[4.1.2  Bindung von Proteinen|. . . . . . . .. ... ... ... .. 61
413 DNAl. . ... 62
“.1.4 Methoden zum Proteinnachweis . . . . . . ... ... .. 64
[4.1.5 Proteinspektroskopie| . . . . . . . .. ..o 66

4.2 Untersuchte Proteinel . . . . . . . . . ... . oL 67
421 BSAl . .o 67
422 MnSODI . . ... 67
423 EBNA-TI . . . . .o 68
424 GIPC-1 . ... ... 68

4.3 Methoden zur Ertassung von Proteinspektren| . . . . . . . . .. 69
[4.3.1 Messungen an getrockneten Proteinen|. . . . . . . . . .. 69
[4.3.2  Messungen an gelosten Proteinen| . . . . . . .. ... ... 71
[4.3.3  Vergleich geloster und getrockneter Proteinel . . . . . . . 73

4.4 IR-Spektren der Proteine und Aptamere| . . . . . . . . .. ... 74
441 MnSODI . ... .. ... ... 75
442 EBNA-T . ... ... . 7
443 GIPC-1 .. ... 7
[4.4.4  Aptamer gegen EBNA-1| . . . . . ... ... ... ... .. 7

5 Antennenverstarkte IR-Spektroskopie von Proteinen| 79
(.1 Nanoantennenl . . . . . . . .. . ... ... ... ... ... 79
[>.1.1  Probenlayout| . . . . . ... ... ... ... ... ... 79

ii



Inhaltsverzeichnis

[>.1.2  Vergleich der verschiedenen Proben| . . . . . . . . . . .. 80
[>.2  Antennenverstarkte Proteinsignalel. . . . . . . . ... ... .. .. 81
[>.2.1 Praparation| . . . . . . . ... ... ... 81
[5.2.2 IR-Messung| . . . . .. ... ... oL 82
[5.2.3  Signalverstarkung/ . . . . ... ..o 83
.24 Anzahl der Proteine auf den Nanoantennen|. . . . . . . . 84
[H.3  Detektionslimitl . . . . . . .. ... oo 84
[.3.1 Praparation| . . . . . . . . ... ... ... ... 85
[5.3.2 IR-Messungl . . . . . . . ... 85
[>.4  Auflosungsabhangigkeit|. . . . . . .. ... ... 00000 87
0.5 Nanoantennenbasierter Biosensorl . . . . . .. .. ... ... .. 88
[5.5.1  Protokoll fiir die Funktionalisierung der Nanoantennen| . 88
[5.5.2  SERS-Messungen| . . . . . ... ... 000000 89
[5.5.3 IR-Messungen| . . . . . . ... ... oL 90
[5.5.4  Funktionalisierung der Nanoantennen| . . . . . . . . . . .. 91
0.0.5  Detektionslimit von MnSOD auf funktionalisiertem Biosensor] 92
[5.5.6  Nachweis der Selektivitatl. . . . . . ... ... ... ... 94
[5.5.7  Nachweis von Proteinen in biologischen Proben| . . . . . . 97
[5.5.8  Experimente mit EBNA-1 und GIPC-1) . . . .. ... .. 98
Prazisionsvermessung des Nahfelds resonanter Nanoantennen| 101
[6.1 Theoretische Grundlagen| . . . . . . . . ... ... ... ... ... 101
[6.1.1  Ladungstragerdichte an Metalloberflachen| . . . . . . . .. 101
[6.1.2  Elektronen-Spillout bei plasmonischer Anregungl . . . . . 102
[6.1.3 Molekul Adsorption|. . . . . . ... ... ... ..., 103
[6.2  Experimentelle Grundlagen| . . . . . ... ... ... ... ... 104
621 UHV-Kammer. . . . .. ... ... ... .. ....... 104
6.2.2 COl. . . . . 106
6.2.3 Gold-Nanoantennen auf Siliziuml. . . . . .. ... .. .. 106
[6.2.4  Vergleichsprobe| . . . . . . . . ..o o000 106
[6.2.5 Praparation und in situ Messung| . . . . ... .. ... .. 107
[6.3  Bestimmung der Schichtdickel . . . . . ... ... ... 107
6.4  CO-5Signal aut Antennen| . . . . . . . ... ... .. ... ... 109
[6.4.1  Verschiebung der Antennenresonanz{. . . . . . . . . .. .. 111
[6.4.2  Verstarktes CO-Vibrationssignal . . . . . . . . . ... .. 112
[6.5 Spektraler Verlaut des Vibrationssignals tur verschiedene dgo|. . 112
[6.6 Vergleich der Vibrationssignale und der Resonanzverschiebung| . 114
[6.7 Interpretation des beobachteten Verhaltens|. . . . . . . . . . .. 114
[6.7.1 Alternative Erklarungenl . . . . . . . .. ... ... .. 115
[6.8 Signalverstarkung und Nahfeldverteilungl . . . . . . . . . . . .. 116
[6.9 Vergleich mit anderen Messungen| . . . . . . ... ... ... .. 119

il



Inhaltsverzeichnis

[/ Zusammenfassung und Ausblick| 123
[Literaturverzeichnis| 128
A _Anhang 148
[A.1 Optische Eigenschaften der Substrate] . . . . . . .. .. .. ... 148
[A.2  Eigenschaften der verwendeten [R-Mikroskope|. . . . . . . . .. 149
(A.2.1  Bruker Hyperion 1000 . . . . . . . . . . .. .. ... .. 150

[A.2.2  Thermo Scientific Nicolet tN10 MX|. . . . . . . .. . ... 151

[A.2.3  Charakterisierung der Mikroskope| . . . . . . . . . . .. .. 151

[A.3  Elektronenstrahllithographiel . . . . . . .. ... ... ... ... 152
A.4  Abschatzung der Thermo- und Photodesorption von CO| . . . . 153
A.5_Ubersicht tiber alle Nanoantennen| . . . . . . . .. .. ... ... 156
[Publikationsliste] 158
[Abkiirzungs- und Variablenverzeichnis| 160
[Abbildungsverzeichnis| 163
[ndex 165
Danksagung 167

iv



1 Einleitung

Seit der Erfindung der Spektralanalyse [I] von GUSTAV ROBERT KIRCHHOFF
und ROBERT WILHELM BUNSEN im Jahr 1859 hat sich die Spektroskopie zu
einem wichtigen Werkzeug in vielen Bereichen der Natur- und Lebenswissenschaf-
ten entwickelt. Urspriinglich wurden Spektrallinien im sichtbaren Spektralbereich
untersucht, deren Ursache in der Anregung elektronischer Ubergénge in Atomen
und Molekiilen liegt. Das Energiespektrum dieser Uberginge erstreckt sich von
einigen hundert Millielektronenvolt (meV) tiber den sichtbaren und ultravioletten
(UV) bis in den Roéntgen-Bereich. Energetisch niedriger, zwischen Energien von
wenigen meV und etwa 500 meV, liegen Anregungen in Molekiilen und Festkor-
pern, bei denen Atome aus ihrer Ruhelage ausgelenkt und zu Schwingungen
angeregt werden. Diese Vibrationen kénnen durch inelastische Elektronenstreu-
ung (HREELST [2]), inelastische Photonenstreuung (Raman-Spektroskopie [3])
und die Absorption von Infrarot-(IR-)Photonen (IR-Spektroskopie [4]) angeregt
werden. Die charakteristischen Energien und Intensitaten der Linien liefern Auf-
schluss tiiber Art und chemische Zusammensetzung des untersuchten Materials.
Die geringen Wirkungsquerschnitte der Molekiile bei IR- und Raman-Spek-
troskopie (~ 107%c¢m? und ~ 1073%cm?) lassen sich durch die Kopplung an
Metalloberflachen vergréfiern. Bereits 1974 wiesen FLEISCHMANN et al. [5] eine
Verstiarkung des Raman-Signals von Molekiilen, die auf rauen Metalloberflichen
adsorbiert sind, nach. Sechs Jahre spéter haben HARTSTEIN et al. [6] herausgefun-
den, dass auch die IR-Absorption von Molekiilen auf Metallinselfilmen verstéarkt
wird. Diese Effekte werden oberflichenverstérkte Raman-Streuung (SERSED und
oberflichenverstarkte Infrarot- Absorption (SEIRAE[) genannt.

Der Mechanismus der Verstarkung wird tiiber kollektive Oszillationen der freien
Leitungselektronen im Metall erklart. Diese sogenannten Oberflachenplasmonen
fithren dazu, dass das elektromagnetische Feld des Lichts an der Oberfliche kon-
zentriert wird. Die Verwendung von voneinander isolierten Metallnanopartikeln
der geeigneten Grofle ermoglicht eine resonante und damit verbesserte Anregung
von Oberflachenplasmonen, die wegen der Lokalisierung auf den Nanopartikel
als lokalisierte Oberflichenplasmon-Resonanzen (LSPR) bezeichnet werden [7].
Aufgrund ihrer Wechselwirkung mit elektromagnetischer Strahlung, die sich ana-

L High Resolution Electron Energy Loss Spectroscopy
2Surface Enhanced Raman Scattering
3 Surface Enhanced Infrared Absorption



1 FEinleitung

log zu der von Radioantennen verhalt, werden diese plasmonischen Nanopartikel
oft auch Nanoantennen genannt [§].

Mafgeblich fiir die spektrale Position der LSPR sind die Abmessungen der Nano-
antennen. Metallnanokugeln [9], Metallnanozylinder [10] und andere Formen (z.B.
[11]) mit Ausdehnungen um die 100 nm, zeigen LSPR im Sichtbaren. Da bei
Raman-Spektroskopie meist Anregungswellenldngen im sichtbaren Spektralbe-
reich zum Einsatz kommen, konnen diese Strukturen fiir SERS verwendet werden.
Groflere Antennen mit Ausdehnungen im Mikrometerbereich zeigen die LSPR
hingegen im IR-Bereich und finden so bei SEIRYY Anwendung [12].

Durch die Verstarkung des molekularen Vibrationssignals mittels Nanoantennen
ist es moglich kleine Mengen von Molekiilen zu detektieren. Bei SERS konnten
so Signale gemessen werden, die um Faktoren zwischen 10? und 108 gegeniiber
den Signalen der Molekiile ohne Metallnanopartikel verstérkt waren [13]. 1997
gelang es sogar Einzelmolekiile nachzuweisen [14] [15]. Bei SEIRS wurden Verstér-
kungsfaktoren von bis zu einigen hunderttausend nachgewiesen [12} 16} [17]. Dies
birgt grofles Potential in besonders kritischen Anwendungen, wie beispielsweise
der Kontrolle von Trinkwasser und Lebensmitteln [18], der Detektion von Gift-
und Sprengstoffen [19, 20] und der Detektion von biologisch und medizinisch re-
levanten Molekiilen [21] und Krankheitserregern [22], 23], bei denen der Nachweis
kleinster Mengen essentiell ist.

Bei den vielen Kombinationsmoglichkeiten der Zusammensetzung von Molekiilen
wird klar, dass eine eindeutige Identifikation eines Materials, selbst bei voll-
kommener Reinheit, nicht moglich sein wird. Daher ist es hilfreich méglichst
viele Informationen aus einer Messung zu erhalten. Da fiir Raman-Streuung
und IR-Absorption unterschiedliche Auswahlregeln gelten, bieten diese beiden
Spektroskopiemethoden komplementére Informationen [24, 25]. Meist werden fur
Experimente bei denen beide Methoden Anwendung finden, jedoch unterschiedli-
che plasmonische Substrate zur Verstarkung der Signale verwendet.

In [26, 27] werden SERS und SEIRA am selben Substrat demonstriert, jedoch
wurden viele gekoppelte Partikel verwendet um eine spektral sehr breite Resonanz
zu erzeugen. Nur so wird einerseits das sichtbare Licht des Raman-Lasers und
andererseits die IR-Vibrationen gleichzeitig verstarkt. Ein effektiverer Ansatz,
der lineare Nanoantennen ausnutzt, die je nach Polarisationsrichtung zwei ver-
schiedene diskrete LSPR aufweisen, ist in Kapitel [3]in dieser Arbeit beschrieben
und in [I7] veréffentlicht. Es wird gezeigt, dass es moglich sein wird, SERS und
SEIRS an einer Nanostruktur durchzufithren, was bei der Implementierung in
einem sogenannten lab on a chip von Vorteil sein konnte.

In der medizinischen Diagnostik spielt der Nachweis von Proteinen eine grofie
Rolle. Ein Anwendungsgebiet ist dabei der Nachweis von Krebsmarkern [28-
30]. Dabei handelt es sich um Proteine, die von Krebszellen in erhdhtem Mafle

“Nanoantennenverstérkte IR-Spektroskopie wird als SEIRS bezeichnet (siehe Abschnitt .



ausgestoffen werden und somit die Konzentration dieses Proteins im Blut, Speichel
oder Urin des Patienten deutlich anheben. Wird eine erhohte Konzentration
frithzeitig nachgewiesen, so kann bereits im frithen Stadium mit bildgebenden
Verfahren (z.B. Magnetresonanztomographie) nach Tumoren gesucht werden, was
die Heilungschancen verbessert. Fiir den Nachweis der Proteine wird meistens die
spezifische Wechselwirkung zwischen Proteinen und deren Antikérpern ausgenutzt.
Ist der Antikorper vorhanden und auf einer Oberflache immobilisiert, so lassen
sich die Krebsmarker gezielt aus Korperfliissigkeiten von Patienten isolieren. Der
Nachweis der gebundenen Proteine wird dann héufig iiber optische Methoden
realisiert. Dabei werden beispielsweise fluoreszente Farbstoffe (ELISAED oder der
Brechungsindex der Proteine (SPRJ| [31] oder LSPR-Sensind’| [32]) ausgenutzt.
In Kapitel [§] wird gezeigt, dass sich Krebsmarker auch mittels nanoantennenver-
starkter IR-Spektroskopie detektieren lassen. Dabei werden analog zu ELISA die
Nanoantennen mit Molekiilen bedeckt, die nur an den speziellen Krebsmarker
binden. Die hier verwendeten Molekiile sind allerdings keine Antikorper, sondern
DNA-Fragmente, sogenannte Aptamere, die eine dhnlich hohe Affinitdt zu den
Proteinen aufweisen [33]. SERS- und SEIRS-Messungen werden an Nanoanten-
nen durchgefithrt, die sich auf demselben Substrat befinden und somit identisch
behandelt wurden.

Im Vergleich zu ELISA bietet diese Methode den Vorteil, dass nach jedem
Arbeitsschritt Spektren der adsorbierten Molekiile aufgenommen werden kon-
nen. Bei ELISA hingegen wird erst im letzten Schritt gemessen. SPR- und
LSPR-Sensing erméglichen, je nach Aufbau, in situ Messungen von adsorbierten
Molekiilen. SERS und SEIRS hingegen liefern zusatzlich die spektrale Signatur
der adsorbierten Molekiile.

Im Gegensatz zu den anwendungsbezogenen Versuchen wird in einem weiteren Ex-
periment die rdumliche Verteilung des Nahfelds von IR-Nanoantennen untersucht.
Diese ist von groflem Interesse fiir die antennenverstarkten Spektroskopieme-
thoden SERS und SEIRS, da das grofite Molekiilsignal von den Molekiilen zu
erwarten ist, die sich im stédrksten Feld befinden. Zudem ist der Verlauf des
Nahfelds fiir das grundlegende Verstandnis plasmonischer Anregungen wichtig.
In der Literatur wird iiber einige Verfahren berichtet, die sich zur Bestimmung des
Nahfeldverlaufs eignen. Neben bildgebenden Methoden wie der Simulation des
Nahfelds (Abschnitt [2.5.6), SNOM| [34] oder der lichtinduzierten Verfrachtung
von Material innerhalb einer PMMA-Schicht [35], sind auch einige Ansatze zu
finden, die die Signalstérke von wachsenden Adsorbatschichten auf Nanoantennen
untersuchen. Diese geben zwar nur Auskunft iber den Signalverlauf senkrecht

5Vergleiche Abschnitt

6 Surface Plasmon Resonance: Oberflichenplasmon-Polariton auf ausgedehnter Metalloberfli-
che. Vergleiche Abschnitt

"Verschiebung der LSPR-Frequenz aufgrund der Brechungsindexinderung.

8 Sattering Near-Field Optical Microscope
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zur Oberflache, bieten in dieser Richtung jedoch experimentell wesentlich bessere
Auflésungen. Fiir die Messung wird haufig LSPR-Sensing der wachsenden Adsor-
batschicht verwendet [36], 37]. Aber auch iiber SERS von Molekiilen, die durch
Abstandshalter mit verschiedenen Dicken von den SERS-Substraten [38], 39]
ferngehalten wurden und tiber SEIRA variabel dicker Adsorbatschichten auf
rauen Metalloberflachen [40] wurde berichtet. Dabei wurde hauptsachlich das
Abklingen des Signals fiir grofler werdende Entfernungen von der Oberfliche
untersucht. ZULOAGA et al. sagten in [41] jedoch auch eine Abschwichung des
elektromagnetischen Felds fiir angstromskalige Abstédnde voraus. Sie begriindeten
ihre These mit der quantenmechanisch moglichen Aufenthaltswahrscheinlichkeit
der Leitungselektronen auflerhalb der Metalloberfliche. Die Ladunstriagerdichte
sorgt dafiir, dass im Bereich von wenigen Angstrom das Nahfeld der Antenne
abgeschwacht ist, wiahrend man in der klassischen Elektrodynamik eine monoton
steigende Feldstarke zur Oberfliche hin erwarten wirde.

Die experimentelle Untersuchung dieses Effekts wird in Kapitel [6] beschrieben.
Um die hohe rdumliche Auflésung bei diinnsten Schichten zu erreichen, wurde
im Ultrahochvakuum (UHV) Kohlenstoffmonoxid auf den mit fliissigem Helium
gekiihlten Antennen adsorbiert. Wéahrend des Aufwachsens der CO-Schicht wurde
in situ der Verlauf der CO-Streckschwingung und die Verschiebung der LSPR
mittels IR-Spektroskopie beobachtet. Der Vergleich mit IR-Signalen von CO, das
auf einer glatten Goldschicht aufwachst und in Reflexionsgeometrie gemessen
wird, zeigt ein Verhalten, das mit klassischer Elektrodynamik nicht erklart werden
kann.

Im nun folgenden Kapitel [2| werden die physikalischen Grundlagen von Licht
in Materie, der optischen Eigenschaften von Metallen und Isolatoren, der plas-
monischen Anregungen auf ausgedehnten Oberflaichen und Nanopartikeln und
die Grundlagen der Schwingungsspektroskopie erklart. Dabei sei erwéahnt, dass
das Modell zur Beschreibung der plasmonischen Linienform vom Autor weiter-
entwickelt wurde. Spezielle Grundlagen, die fiir das Verstandnis der Ergebnisse
der einzelnen Kapitel notwendig sind, werden zu Beginn des jeweiligen Kapitels
erldutert. Gleiches gilt fiir die experimentellen Aufbauten, da sich diese von
Kapitel zu Kapitel unterscheiden.



2 Grundlagen

In diesem Kapitel wird ein Uberblick iiber die physikalischen Grundlagen gegeben,
die zum Verstdndnis dieser Arbeit notig sind. Dabei liegt das Hauptaugenmerk
auf den Grundlagen, die in allen Kapiteln von Bedeutung sind. Sachverhalte, die
lediglich in einem Kapitel Anwendung finden, werden zu Beginn des jeweiligen
Kapitels erklart.

Auf eine vollstdndige Herleitung aller Formeln wird bewusst verzichtet. Der Leser
sei auf gangige Lehrbiicher [7,42-48], Doktor- [49-54] und Diplomarbeiten [55H59)
in verwandten Themenbereichen und die Diplomarbeit des Autors [60] verwiesen.

2.1 Elektromagnetische Strahlung in Materie

Die Ausbreitung von elektromagnetischer Strahlung wird in der klassischen
Elektrodynamik mit den Maxwellgleichungen [43] beschrieben, aus welchen sich
in nicht magnetischer (1 = 1) Materie die Telegraphengleichung in folgender
Form herleiten lasst:

S| PE o OF
AE— [ 221292 g 211
c3 (5 ot? + €0 875) ( )

Die Bedeutung aller Variablen ist im Abkiirzungsverzeichnis im Anhang
aufgefithrt. Mit dem Ansatz der ebenen Welle E = Eye!(**=+Y erhilt man aus
dieser Differenzialgleichung die Dispersionsrelation

- w? o w?
k2:<oo '>: =. 2.1.2
k| 2 \° +1€0w £ (w) 2 (2.1.2)
Dabei ist
e(w) =& (W) +ie" (w) = oo +i— (2.1.3)
EoW

die sogenannte dielektrische Funktion, welche die optischen Materialeigenschaften
beschreibt. Die komplexe Brechzahl i = n + ik = (/e (w) ist mit der dielektri-
schen Funktion verkniipft und es gilt ¢ = n? — x? und ¢’ = 2nx . Wird die
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Dispersionsrelation (2.1.2) in die Gleichung der ebenen Welld'] eingesetzt, ergibt
sich folgende Wellengleichung fiir das elektrische Feld in Materie

E(xt) = Eoe"("%m‘”) e " (2.1.4)

Die erste Exponentialfunktion beschreibt dabei eine ebene Welle mit einer im
Vergleich zum Vakuum um n verringerten Wellenlinge A\ = *o/n = % co/n. Der
zweite Term beschreibt das exponentielle Abklingen der Welle, mit der cha-
rakteristischen Eindringtiefe dgg, = <0 Geht man vom elektrischen Feld zur

— (2
Intensitat [ ‘E ‘ iber, so ergibt sich das Lambert-Beersche Gesetz
I(d) = Iye ™ = Ipe™< . (2.1.5)

In dieser Formulierung wird a = zf—ow Absorptions- oder Extinktionskoeffizient
genannt. Bei der Untersuchung von gelosten Substanzen wird « oft durch den
molaren Extinktionskoeffizienten €* und die molare Konzentration c¢ ersetzt.

2.2 Dielektrische Funktion von Metallen

Alle optischen Eigenschaften eines Materials lassen sich aus der dielektrischen
Funktion ¢ (w) errechnen. Im nun folgenden Abschnitt werden Modelle beschrie-
ben, mit deren Hilfe man die makroskopische dielektrische Funktion aus mikro-
skopischen Uberlegungen herleiten kann. Dies geschieht zuerst fiir Materialien
mit frei beweglichen Ladungstriagern. AnschlieBend wird das Konzept des Lorentz-
Ostzillators vorgestellt, mit dem sowohl elektronische als auch Schwingungsanre-
gungen beschrieben werden konnen.

2.2.1 Drude-Sommerfeld-Modell

Das Drude-Sommerfeld-Modell beschreibt die optischen Eigenschaften von Me-
tallen. Die Leitungsbandelektronen werden als freies Elektronengas beschrieben
und konnen durch ein elektrisches Feld beschleunigt werden. Die Bewegung
wird durch Stofle an Gitterdefekten, Phononen oder anderen Elektronen mit der
Relaxationsratd? w, gedampft.

Lost man die Bewegungsgleichung der freien Elektronen im externen elektrischen

Wechselfeld

Mo T + Mo T = —eFge ! , (2.2.1)

I Ausbreitung in z-Richtung wird ohne Beschriankung der Allgemeinheit angenommen.
2Kehrwert der mittleren Stofizeit 7 = 1/w,.
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so erhalt man die zeitabhéngige mittlere Elektronengeschwindigkeit und daraus
die Stromdichte
Ne? 1

j=Nei = =
Megwr 1 —12

Ege ! (2.2.2)

o(w)

Der unterklammerte Term entspricht der dynamischen Leitfahigkeit im Ohmschen
Gesetz 7 = o F und kann durch die Einfithrung der Plasmafrequenz

Ne?
=/ 2.2.3
“r E0Meft (223)

in der Form

o(w) =eo—2 , (2.2.4)

geschrieben werden. Setzt man dies in Gleichung ([2.1.3)) ein, so erhdlt man die
dielektrische Funktion im Drude-Sommerfeld-Modell

w2

. 225
elw) =e¢ w? + iww, ( )

mit entsprechendem Real- und Imaginéarteil

2 2
, o wp ” B wpr
g (CU) = €00 — o2 i w?— und g ((.U) = m . (226)

Im infraroten (IR) Spektralbereich ist der Realteil ¢/ < 0 und nimmt fiir kleine
Energien sehr grofe Werte an (siehe Abbildung . In den meisten Metallen
gilt wy, > w,. Daher gilt in erster Naherung, dass der Realteil fir w 2 w, positiv
wird, so dass sich elektromagnetische Strahlung im Metall ausbreiten kann. Fiir
den Imaginarteil gilt immer €” > 0. Auch dieser nimmt fiir kleine Energien sehr
groBle Werte an. Der Einfluss von e, ist wegen der groflen Werte von &’ im IR sehr
gering und es wird oft e, = 1 gesetzt. Die dielektrische Funktion von Metallen
wird dann durch die Plasmafrequenz und Relaxationsrate beschrieben, welche
durch einen Fit an experimentelle Daten bestimmt werden koénnen.
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Abbildung 2.2.1: (a) und (b) zeigen die dielektrische Funktion von Gold in ver-
schiedenen Spektralbereichen. Die experimentellen Daten (schwarz) sind aus [61), [62]
entnommen. Im infraroten Spektralbereich zwischen 1000 und 8000 cm ™! wurde das
Drude-Sommerfeld-Modell angefittet (rot). Die Fit-Parameter sind angegeben (fir
Eoo = 1).

Dielektrische Funktion von Gold

Alle Nanostrukturen und Metalloberflichen, welche im Zuge dieser Arbeit unter-
sucht und fiir optische Messungen verwendet wurden, sind aus Gold gefertigt.
Das inerte Edelmetall besitzt den Vorteil, dass bei Lagerung der Proben an Luft
oder durch Experimente in wassriger Losung die Goldoberfliche nicht korro-
diert. Besonders bei Nanostrukturen ist dies, wegen des grolen Verhaltnisses von
Oberflache zu Volumen, von Bedeutung.

Die dielektrische Funktion von Gold ist in Abbildung gezeigt F| Zwischen
1000 und 8000 cm ™! wurde das Drude-Sommerfeld-Modell (Gleichungen ({2.2.6)))
angefittet. Die Fit-Parameter hingen vom Fit-Bereich ab und sind beispielsweise
in [63] mit w, = 72800 cm™~! und w, = 215cm™~! angegeben. Das Drude-Modell
beschreibt die optischen Eigenschaften von Gold im Infraroten genau, wéahrend
es im sichtbaren Spektralbereich zu deutlichen Abweichungen kommt. Dies
liegt an den dort auftretenden elektronischen Interbandiibergangen, die fiir
die charakteristische goldene Farbe verantwortlich sind. Fiir Frequenzen iiber
44000 cm ™! wird &' positiv, was die Transparenz von Gold im Ultravioletten
erklart.

3Die Einheit cm ™! ist proportional zur Energie und wird in Abschnitt [2.6.3| erklart.
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2.3 Dielektrische Funktion von Molekiilen

Ahnlich wie fiir die freien Elektronen in Metallen (siehe Abschnitt lasst sich
auch fiir optisch angeregte Molekiilschwingungen ein Modell fiir die dielektrische
Funktion aus der Bewegungsgleichung der Atome herleiten. Ein zuséatzlicher
Term beschreibt hierbei die Riickstellkraft im harmonisch genédherten Potential.
Dieses Oszillatormodell, welches ebenfalls Anwendung in der Beschreibung der
elektronischen Polarisierbarkeit und der phononischen Anregung in Festkorpern
findet, wird Lorentz-Oszillator genannt und im folgenden Abschnitt beschrieben.

2.3.1 Lorentz-Oszillator

Die dielektrische Funktion des Lorentz-Oszillators ergibt sich als Losung der Dif-
ferentialgleichung des getriebenen und gedampften harmonischen Oszillators und
kann sich in der Schreibweise je nach Anwendungsgebiet und Autor unterscheiden,
lasst sich aber stets auf folgende Form zuriickfithren

2

st (2.3.1)

2 42 3 ’
Wres — W 1wy

W,

e(w) =€ +

Dabei beschreibt w,es die Resonanzfrequenz, wg, die Oszillatorstarke und + die
Déampfung der Schwingung. Real- und Imaginérteil sind durch

WSQtr (wges _ WQ)

(wr2es - w2)2 + 72("]2

£ (W) = €00 + (2.3.2)

und

2
wstr/yw

(wges - w2)2 + 72(’"]2

e (w) =

(2.3.3)

gegeben. Fiir die Spektroskopie zusétzlich von Interesse (vergleiche Abschnitt

2.6.4)) ist die sogenannte Energieverlustfunktion, welche als & (@2 deﬁnier
ist. Flache, Halbwertbreite sowie Peak-Hohe und -position lassen sich unter den
Annahmen 7 < wyes Und wyy K Wres Ndherungsweise berechnenE] und sind in

Tabelle 2.1 zusammengefasst.

43 (—1/e (w)) bezeichnet den Imaginérteil von —1/e (w).

5Gleichung 1' lasst sich mit wWg, = wsztr [2Wres, Wres = Wres und ¥ = ~ durch
£ (W) = €oo + Wstr/ (Wres — w — 1(F/2)) ndhern. Der Imaginérteil der Naherung &’ (w) =
Wstr (7/2) / ((m - w)2 + (ﬁ/2)2> entspricht dem in [64] {iber den (nicht getriebenen) ge-
ddmpften harmonischen Oszillator hergeleiteten Lorentz-Profil der natiirlichen Linienbreite.
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§3 [ —1
R (e (w)) S (e (w)) ‘S(a(w)>
o cu2t
r
(.Umax wres - 5 wres wres + m
Maximalwert e + Wit wliy Wiy
o0 2’\/“}?05 YWres Ego'ywrcs
Wi Wres + 2 X X
min res D)
. . w2
Minimalwert Eoo — g X X
YWres
Halbwertsbreite X v ~
a ﬂ—wsztr ﬂ-wgtr
Peak-Flache X Tstr L
2Wwres 2€2 wWres

Tabelle 2.1: Charakteristische Groflen des Lorentz-Oszillators.

dielectric function

p
o
—— O(-1/¢)

Q)TO wLO
frequency w

10

Abbildung 2.3.1: Frequenzabhéngig-
keit des Realteils (griin), des Imaginér-
teils (rot) und der Energieverlustfunkti-
on (blau) der dielektrischen Funktion des
Lorentz-Oszillators. Die Frequenzen wr,o
und wto werden in der Literatur hau-
fig verwendet, wobei wro = wyes gilt und
wr,0 ndherungsweise beim Nulldurchgang
von ¢’ liegt.



2.4 Plasmon-Polaritonen

In Abbildung ist der frequenzabhéngige Verlauf des Realteils, des Imagi-
narteils und der Energieverlustfunktion der dielektrischen Funktion des Lorentz-
Ostzillators dargestellt.

Der Realteil geht fiir w — 0 gegen &’ (w) — e = €00 + % Diese Konstante
beschreibt die statische Polarisierbarkeit fiir Frequenzen unterhalb der Resonanz-
frequenz des Oszillators und wird in der Literatur (z.B. in [44]) als ey bezeichnet.
Fir hohe Frequenzen geht &' gegen e,,. Bei w = wyes ist der Verlauf steil und
¢ nimmt den Wert e, an. Fiir w2, > 26, Ywres wird &' negativ. In diesem Fall
spricht man von einem starken Oszillator. Die Nulldurchgéinge befinden sich
nidherungsweise am Maximum des Imaginérteils und der Energieverlustfunk-
tion. Diese Frequenzen werden héufig auch mit wro und wro bezeichnet. Sie
entsprechen naherungsweise der transversal optischen und longitudinal optischen
Phononenfrequenz am I'-Punkt der Phononendisperison [44]. Der Imaginarteil
weist sein Maximum bei w,es auf und geht fiir hohere und niedrigere Frequenzen
gegen null. Gleiches gilt fiir die Energieverlustfunktion die ihr Maximum jedoch
bei wro aufweist. Wahrend die Halbwertsbreiten von €” und (ﬁ) beide vy
betragen, unterscheiden sich die Peak-Hohen und -Flachen um einen Faktor von
e2.

Hat das Material mehrere Anregungszustande, so kann die dielektrische Funktion
als Summe aller einzelnen Lorentz-Oszillatoren beschrieben werden.

2.4 Plasmon-Polaritonen

In Metallen und an metallischen Oberflachen sind kollektive Anregungen der Lei-
tungsbandelektronen, sogenannte Plasmonen, moglich. Diese sollen im folgenden
Abschnitt kurz beschrieben werden. Eine ausfithrliche Herleitung findet sich in
vielen Lehrbiichern, wie zum Beispiel in [7] oder [46].

In erster Naherung vernachlassigt man die Dampfung w, = 0 und setzt die
Hintergrundpolarisierbarkeit e., = 1. Die dielektrische Funktion im Drude-
Modell (Gleichung (2.2.5))) wird damit rein reell und vereinfacht sich zu

w2

ew)y=1-2 (2.4.1)

w?’

Setzt man dies in die Dispersionsrelation ([2.1.2)) ein, so erhélt man die Dispersion
des Volumenplasmon-Polaritons (VPP)

B w? — wg
k(w)=Y— (2.4.2)
Co

welche in Abbildung rot eingezeichnet ist. Fiir Frequenzen unterhalb von
wp wird k (w) imaginér, so dass keine Welle im Festkérper existieren kann. Ein-

11
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a)p]

Abbildung 2.4.1:  Dispersion des
Volumen- (VPP) und Oberflichenplas-
mon-Polaritons (SPP). Die Frequenzen
wp und wp/v/I+¢eq fiir die beiden
Bedingungen ¢ (w) = 0 und € (w) = —¢&q
sind fiir e = 1 gestrichelt eingezeichnet.
Die Lichtgerade in Vakuum ist ebenfalls
gegeben (grau gestrichelt).

normalized frequency [w/
=

normalized wave vector [c, k /a)p]

fallendes Licht wird daher an der Metalloberfliche reflektiert. Bei w = w, wird
k(w) = 0 und € (w) = 0. Daraus leitet sich die flache Dispersion des Volumen-
plasmons ab, welches aufgrund seiner longitudinalen Natur jedoch nicht mit der
transversalen elektromagnetischen Welle wechselwirken kann [7]. Fiir Frequenzen
w > wp kann Licht ins Metall eindringen und bildet einen Mischzustand aus
elektromagnetischer und elektronischer Anregung aus, der zuvor als VPP definiert
wurde. Fir grofle Frequenzen wird der Charakter des VPP immer lichtartiger,
was sich in der Dispersion durch die Annédherung an die Lichtgerade aufert.

Durch die gebrochene Symmetrie an der Oberflache von Metallen kénnen sich an
der Grenzschicht zwischen Metall und umgebendem Dielektrikum (e4) Oberfla-
chenplasmon-Polaritonen (SPPED ausbilden. Die Dispersionsrelation

w | e(w)eq

Ry (w) = —

co \ € (w) + &q (243)
parallel (||) zur Oberfliche lésst sich unter der Betrachtung der Kontinuitiat der
elektromagnetischen Felder an den Grenzflichen herleiten [7, 65] und ist fir
£q = 1 in Abbildung blau dargestellt. Die elektrische Feldstédrke weist ihr
Maximum an der Oberflaiche auf und nimmt senkrecht dazu exponentiell ab.
SPPs konnen folglich nur entlang der Oberfléche propagieren.

Fiir € (w) = —eq divergiert k. Setzt man Gleichung in diese Bedingung ein,
so erkennt man, dass diese fir w = fjed erfiillt ist. In der Nahe dieser Frequenz
zeigt das SPP fast ausschliefSlich seinen plasmonischen Charakter, was sich in
einer flachen Dispersion auflert. Fiir kleine Frequenzen nihert sich diese immer
mehr der Lichtgeraden an, so dass die photonischen Eigenschaften dominieren.

6 Abkiirzung ist abgeleitet vom englischen Wort surface plasmon polariton.

12
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In Abbildung stellt man auBlerdem fest, dass sich die Dispersion des SPP
stets unterhalb der Lichtgeraden befindet. Daraus kann geschlossen werden,
dass unabhéngig von der Frequenz, immer Impuls zur Anregung des SPP fehlt.
Dieser fehlende Impuls kann durch geschickte Anregungsgeometrien [66] [67]
oder durch den Gittervektor eines kiinstlichen Defekts der zweidimensionalen
Symmetrie [7, [45] erbracht werden.

2.5 Lokalisierte Oberflachenplasmonenresonanz

Oberflichenplasmonen, die auf Metallpartikel beschriankt sind, kénnen nur dis-
krete Wellenvektoren aufweisen. Im Gegensatz zum SPP einer ausgedehnten
Grenzflache konnen diese kollektiven Oszillationen direkt an Licht koppeln und
werden lokalisierte Oberflachenplasmonenresonanz (LSPR) genannt.

2.5.1 Quasi-statische Naherung

Sind die Partikel deutlich kleiner als die Wellenlange des anregenden Lichts, so
ist die Phase der elektromagnetischen Welle fiir alle Elektronen naherungsweise
konstant, man spricht von der quasi-statischen Naherung. Nimmt man weiterhin
an, dass nur die dipolare Mode angeregt wird, so lasst sich die Polarisierbarkeit
a eines runden Metallpartikels mit Radius r durch

a(w) = 47r7°3€(w)7_€d (2.5.1)

£ (w) + 2¢e4 o

beschreiben [7), [68]. Dabei bezeichnet g4 wieder die dielektrische Funktion des
umgebenden Dielektrikums und e (w) die dielektrische Funktion des Metalls. Man
erkennt, dass « fiir € (w) = —2¢4 grof wird. Vernachléssigt man die Dampfung
im Metall, so ergibt sich aus Gleichung die Resonanzbedingung

Wp
\/1 + 25d .

Fir Ellipsoide unterscheidet sich die Resonanzbedingung je nach Polarisation der
anregenden Strahlung, so dass mehrere Resonanzfrequenzen an einem Ellipsoid
auftreten konnen.

Wie anfangs erwdhnt, gilt die quasi-statische Naherung nur fur » < A\. Wéah-
rend kugelférmige Teilchen mit 7 &~ A noch analytisch in der Mie-Theorie [69]
beschrieben werden konnen, sind fiir langliche Partikel in dieser Grofenordnung
andere Modelle notig. Thre Wechselwirkung mit elektromagnetischer Strahlung
dhnelt der von Radioantennen, weshalb die plasmonischen Nanopartikel oft als
Nanoantennen bezeichnet werden [§].

Wres = (2.5.2)
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a - b -
) ) t Abbildung 2.5.1: Schematische Dar-
5 +| Ys-o stellung der Ladungsverteilung und des
Dipolmoments einer idealen Antenne fiir
+ [ j=1(a)und j =2 (b).

2.5.2 Ideale Antenne

Eine Radioantenne kann als ideale Antenne beschrieben werden, bei deren
Beschreibung Verluste und die Trégheit der Elektronen (siehe Abschnitt
vernachlassigt werden. Zudem wird angenommen, dass der Durchmesser 2r der
zylindrischen Antenne klein ist gegeniiber deren Lange L. Die Antenne wird als
aufgebogener Schwingkreis mit der elektromagnetischen Induktivitat Li,q und der
Kapazitiat C zwischen den Antennenenden beschrieben. Die Resonanzfrequenz
ergibt sich aus wyes = 1/v/Ling - C. Beachtet man, dass der Strom durch die
Antenne an deren Enden null sein muss, so ergibt sich die Resonanzbedingung
der idealen Antenne im Dielektrikum

L=j- g (2.5.3)
Dabei ist ’\res die Wellenlange im Dielektrikum und j eine natiirliche Zahl die
hohere Moden beschreibt. Analog zu Gleichung ([2.5.2]) erkennt man leicht, dass bei
konstanter Lange ein grofier werdender Brechungsmdex des Umgebungsmediums
(na = y/2a) eine Verschiebung zu gréBeren Wellenldngen zur Folge hat. Dies wird
in der vorliegenden Arbeit verallgemeinernd als Rotverschiebung bezeichnet.
Betrachtet man die Ladungsverteilung bei héheren Moden (j > 2), so erkennt
man, dass diese fiir gerade Werte von j immer symmetrisch zur Antennenmitte
ist. Das resultierende Dipolmoment p ist daher null und eine Kopplung an
elektromagnetische Strahlung ist nicht moglich. Diese Moden werden daher
auch als dark modes bezeichnet. Ein Beispiel dafiir ist in Abbildung
skizziert. Alle Moden mit ungeradem j weisen ein resultierendes Dipolmoment
auf, konnen an Strahlung koppeln und werden daher bright modes genannt
(vergleiche Abbildung [2.5.1h). Durch Brechung der Symmetrie konnen allerdings
auch dark modes angeregt werden. Dies kann entweder durch eine Abweichung
vom senkrechten Lichteinfall, was zu Retardierungseffekten entlang der Antenne
fihrt [60], oder durch Defekte in der Antennengeometrie [70] erreicht werden.

2.5.3 Einfluss des Umgebungsmediums

Im Gegensatz zu Radioantennen sind Nanoantennen nur selten freistehend.
Sie liegen meist auf einem Substrat mit moglichst konstanter und rein reel-
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ler Dielektrizitédtskonstante eq, wahrend der obere Teil der Antenne frei liegt
(eputt = 1). Es hat sich gezeigt [49, 50, [71], dass die Verwendung eines effektiven
Brechungsindexes hilfreich ist. Dieser ist als das arithmetische Mittel der beiden
Dielektrizitatskonstanten

o = 4 FLut (2.5.4)
2

definiert.
Bei der idealen Antenne wurde die Rotverschiebung aufgrund des Umgebungsme-
diums durch eine Verkiirzung der anregenden Wellenlange erklart. Eine alternative
Beschreibung liefert das mikroskopische Bild, bei dem man die vom elektrischen
Feld der Antenne induzierte Ladungstriagerverschiebung im Dielektrikum be-
trachtet. Die induzierten Dipole schwichen das Antennenfeld ab und verringern
somit die Riickstellkrafte. Im Bild des mechanischen harmonischen Oszillators
resultiert daraus eine Rotverschiebung der Resonanzfrequenz.

2.5.4 Kinetische Induktivitat von Antennen

Ob die in dieser Arbeit verwendeten Nanoantennen als plasmonische Partikel
aufgefasst oder in der klassischen Antennentheorie beschrieben werden sollten,
wird in diesem Abschnitt erldutert.

Die bisher betrachtete Induktivitit der Antenne ergibt sich aus der von Faraday
entdeckten elektromagnetischen Induktion. Fiir eine Stabantenne der Lange L
und der Querschnittsfliche mr? lisst sich die elektromagnetische Induktivitét

iber
L 2L
Ling = 10% <1n () - i) (2.5.5)

27 r

berechnen [72], wobei 11 die magnetische Feldkonstante darstellt.

Die Tréagheit der Elektronen wurde dabei jedoch vernachlassigt, das heifit meg — 0
angenommen. Dies ist gleichbedeutend mit w, — oo (vgl. Gleichung (2.2.3)) und
damit ¢ — —oo (vgl. Gleichung )EI Fiir kleine Antennen mit grofien Reso-
nanzfrequenzen unterscheidet sich die dielektrische Funktion des realen Metalls
jedoch deutlich von der des idealen Metalls, so dass die Masse der Elektronen
einen nicht mehr vernachlassighbaren Beitrag zur Induktivitat der Antenne liefert.
Dieser Beitrag kann unter Vernachléssigung der elektromagnetischen Indukti-
vitdt Linq berechnet werden. Aus dem Kehrbruch der Leitfahigkeit im Drude-
Modell (Gleichung (2.2.4)) kann man die Impedanz

1 L
7 — R iwl, 2.5.6
o (w) mr? WK ( )

"Dieses fiktive Material wird als ideales Metall bezeichnet.
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Abbildung 2.5.2:

(Lkin - Lind) / (Lkin + Lind) in
Abhéngigkeit der Abmessungen
einer zylindrischen Antenne.
Die Abmessungen der in dieser
Arbeit verwendeten Antennen
sind mit einem weiflen Recht-
eck gekennzeichnet. Im roten
Bereich dominiert Ly;, und im
blauen Li,q. Im weiflen Bereich

-1 sind beide Groéflen gleich grof.
1000 2000 3000 4000 5000 Es wurde w, = 72800cm™!
antenna length [nm]

antenna width [nm]

Plasmonics

angenommen.

einer Antenne der Lange L und der Querschnittsfliche 772 herleiten [73, [74]. Bei
Vernachléssigung der Streuung (w, = 0) gilt fir den Ohmschen Widerstand R = 0
und es ergibt sich daraus

Lign = ———-. (2.5.7)

Uber den Vergleich von Linq und Ly, lassen sich fiir Antennen verschiedene
Regime definieren. Dominiert L;,q, so sollte die Antenne als klassischer RLC-
Schwingkreis betrachtet werden. Ist hingegen Ly;, dominant, so spricht man vom
plasmonischen Regime [74].

In Abbildung ist die Differenz von Ly, und Li,q, normiert auf deren
Summe, dargestellt. Man erkennt, dass sich die in dieser Arbeit betrachteten
Nanoantennen deutlich im plasmonischen Regime befinden.

2.5.5 Reale Gold-Nanoantennen

Wie bereits in Abbildung [2.5.2] angedeutet, sind die in dieser Arbeit verwen-
deten Gold-Nanoantennen (siche Tabelle zwischen 500 nm und 2550 nm
lang und entweder 60 nm oder 100 nm breit und hoch. Messungen (Abbildung
und Simulationen [75] [76] der Resonanzfrequenz von Nanoantennen dieser
Groflenordnung zeigen immer eine Abweichung von Gleichung . Die Re-
sonanzwellenlange A, ist stets grofler als die vom Modell der idealen Antenne
zu erwartende. Dies liegt daran, dass die Nanoantenne nicht aus einem idealen
Metall besteht und Strahlung in die Antennenoberfliche eindringen kann. Fiir
diinne Antennen spielt der endliche Radius r der Antenne somit eine zuneh-
mende Rolle und macht die Resonanzwellenlénge abhéngig von r und w, des
Antennenmaterials.
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2.5 Lokalisierte Oberflichenplasmonenresonanz

Die Resonanzbedingung von zylinderférmigen Antennen kann durch eine ana-
lytische Naherung von L. NOVOTNY [77] beschrieben werden. Dabei wird
die Resonanzwellenlénge aus Gleichung durch eine effektive Wellenlan-
ge et (7, Wy, Eef) ersetzt, welche vom Radius, dem Antennenmaterial und dem
effektiven Umgebungsmedium abhéngt. Die Antennengleichung nimmt dann die
einfache Form 2L = A\, an. Fiir Antennengeometrien, wie sie in dieser Arbeit
verwendet werden, vereinfacht sich die Novotny-Gleichung zu einem linearen
Zusammenhang mit Offset:

2L = )\eﬂ‘ =a; + ag/\res . (258)

Die Parameter a; und ay lassen sich durch einen Fit an experimentelle Daten
bestimmen. Aus Gleichung erkennt man, dass es durch Variation der
Antennenldnge L moglich ist, die gewiinschte Resonanzwellenlénge zu erhalten.
Es sei an dieser Stelle noch einmal auf das Modell der SPPs an ausgedehnten
Oberflachen verwiesen. Die Antennen stellen hier eine Oberfléche fiir diese Art
von Anregung dar, welche aber durch die Ausdehnung der Antenne rdaumlich
stark begrenzt ist. Dadurch miissen Randbedingungen fiir das SPP erfiillt sein.
Betrachtet man die Dispersionsrelation des SPPs und normiert die in dieser
Arbeit relevanten IR Frequenzen (1000 bis 3500 cm™!) auf w, von Gold, so erhélt
man <& < 0,05. In Abbildung erkennt man, dass die Dispersion des SPP im

IR beinahe der von Licht entspricht ] Der minimale Unterschied zur Lichtgeraden
auflert sich als Abweichung von der Proportionalitit zwischen L und ., also
im Faktor a; in Gleichung (2.5.8)). Fiir w — 0 wird dieser Unterschied klein
und es geht a; — 0. Die Nanoantenne wird immer idealer. Kleine Teilchen
hingegen befinden sich im flachen Teil der Dispersionsrelation und lassen damit
ihre Resonanzfrequenz nur geringfiigig iiber die Grofle verandern.

2.5.6 Simulationen

Es existieren verschiedene numerische Methoden um die optischen Eigenschaf-
ten von Nanostrukturen zu simulieren. Da diese im Rahmen der Arbeit nicht
durchgefithrt wurden, sich aus Simulationsergebnissen aber wichtige Aussagen
ableiten lassen, soll im Folgenden die haufig verwendete finite difference time
domain (FDTD) Simulationstechnik kurz beschrieben werden. Einzelheiten dazu,
und zur ebenfalls héufig verwendeten boundary element method (BEM), sind
beispielsweise in [49, 55] zu finden.

Bei FDTD-Simulationen wird der Raum diskretisiert und in sogenannte Yee-
Zellen unterteilt. Die elektromagnetischen Felder werden an jedem Gitterpunkt
durch Losen der Maxwellgleichungen bestimmt. Dabei wird das zeitliche Verhalten

8Djie Dispersionsrelation der idealen Antenne errechnet sich aus Gleichung 1} mit ALspr =

2L = kLQSf)R und Apes = i"f, und entspricht der Dispersion von Licht.
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Abbildung 2.5.3: Beschreibung der simulierten [78] LSPR-Linienform mittels getrie-
benem und geddmpftem harmonischen Oszillator, ohne (a, Gleichung (2.5.9)) und mit

(b, Gleichung (2.5.10))) Beriicksichtigung der Streuung.

eines Strahlungspulses mit Hilfe der Fourier-Transformation in den Frequenz-
raum transformiert. So kann an jedem beliebigen Gitterpunkt die Feldintensitéat
in Abhéngigkeit der Frequenz errechnet werden und damit sowohl Nah- und
Fernfeldspektren als auch elektrische und magnetische Nahfeldkarten erstellt
werden.

2.5.7 LSPR-Linienform

Ein mit FDTD simuliertes relatives Transmissionsspektrumﬂ einer Nanoanten-
ne [78] ist in Abbildung dargestellt. Man erkennt, dass die Nanoantenne
bei ungefihr 2100 cm™! resonant ist und an dieser Stelle am wenigsten Licht
die Antenne passieren kann. Die Strahlung kann dabei entweder aus der Vor-
wartsrichtung gestreut oder von der Antenne absorbiert werden. Welcher Beitrag
dominiert, hiangt von den Materialeigenschaften und den geometrischen Abmes-
sungen der Antenne ab. Wie sich Streuung und Absorption in der Linienform
unterscheiden, soll in diesem Abschnitt beschrieben werden.

Im Gegensatz zu den freien Elektronen im ausgedehnten Festkorper, sollen die
Schwingung der freien Elektronen einer Nanoantenne durch einen getriebenen und
gedampften harmonischen Oszillator beschrieben werden. Dessen dielektrische

Funktion wurde in Abschnitt beschrieben. Zusammen mit Gleichung ((2.6.7))

9In Abschnitt wird erklart, wie die relative Transmission gemessen wird und wie diese
mit der dielektrischen Funktion beschrieben werden kann.
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2.5 Lokalisierte Oberflichenplasmonenresonanz

ldasst sich die relative Transmission einer Antenne iiber die Absorption einer
diinnen Schicht ndhern:

A%w?

(wlges - w2)2 + ’726“)2 '

Trel ~1—

(2.5.9)

Dabei sind in A2 die Oszillatorstirke und alle Vorfaktoren aus der Berechnung der
relativen Transmission zusammengefasst. In Abbildung ist dieses Modell
an die simulierte Antennenresonanz gefittet. Man erkennt, dass das Modell des
harmonischen Oszillators die Linienform nicht ausreichend beschreibt.

In diesem Modell wurde die Streuung bisher vernachlassigt. Neben der Absorpti-
on muss diese im simulierten Transmissionsspektrum jedoch auch berticksichtigt
werden [79]. Die Streuung einer Antenne kann tiber die Abstrahlung eines schwin-
genden Dipols abgeschétzt werden. Wird die Schwingung wieder durch das Modell
des getriebenen und gedampften harmonischen Oszillators beschrieben, so ist
die in den Raumwinkel 47 emittierte gesamte Streuleistung proportional zu
wt/ ((wfes —w?)? + 72w2> [80]. Bis auf den Faktor w? entspricht dies der absor-
bierten Intensitét. In Abbildung [2.5.3D]ist dieselbe simulierte Antennenresonanz
nun mit einer additiven Kombination aus Absorption und Streuung

w? w?
ﬂﬂ=1—<¥+522> 5 (2.5.10)
Wres (wlges - OJ2) + 72(")2

beschrieben[[Y Diese Fit-Funktion besitzt einen Parameter mehr und beschreibt
die Daten deutlich préiziser. Durch die Skalierung des Streuungsterms mit 1/w?,
erreicht man, dass die jeweiligen Vorfaktoren S? und A? miteinander vergleichbar
werden. Man erkennt, dass die simulierte Antenne mehr Licht streut als absorbiert.
Gleichung ermoglicht auch die Beschreibung gemessener Spektren von
Einzelantennen und erméglicht so, bei Kenntnis der geometrischen Abmessungen

der Antenne, eine kontaktlose Bestimmung der Materialparameter.

2.5.8 Nahfeldverstarkung

Betrachtet man das simulierte Nahfeld einer Nanoantenne, welche resonant ange-
regt wird (Abbildung [2.5.4), erkennt man eine Uberhohung des lokalen Felds ’E ‘

im Vergleich zur Feldstarke ‘Eo‘ der einfallenden Strahlung. Die Feldverstirkung
kann auf zwei Ursachen zurtickgefithrt werden. Der erste Grund ist die resonante
Anregung. Das heifit, dass Energie in der Antenne iiber eine Schwingungsperiode

10Streuung und Absorption der Antennen miissen aufgrund der Verschiebung zwischen Nah-

und Fernfeld nicht zwangsweise dieselbe Dampfung v und Resonanzfrequenz w,.s aufweisen.
Dies kann bei Bedarf in Gleichung (|2.5.10)) beriicksichtigt werden.
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w =100 nm

L/2 =650 nm

Abbildung 2.5.4: Nahfeldverteilung einer zylindrischen Gold-Nanoantenne mit abge-
rundeten Enden im Vakuum. Das lokale elektrische Feld Ej,. wurde auf die Feldstérke
der einfallenden Strahlung Ey normiert [50].

hinaus gespeichert ist, was eine Uberhohung der Feldstirke nahe der Antennenen-
den zur Folge hat. Der Effekt ist auch bei Nanopartikeln mit » < A\ zu beobachten.
Diese weisen im Vergleich zu IR-Nanoantennen Resonanzen im Sichtbaren auf.
Der Realteil der dielektrischen Funktion des Metalls ist dort wesentlich weniger
negativ, was eine groflere Eindringtiefe zur Folge hat [7] und somit fiir weniger
Lokalisation der Strahlung an der Partikeloberfliche sorgt.

Langliche IR-Nanoantennen besitzen aber noch einen zweiten Vorteil, der fiir
die grofle Feldverstarkung verantwortlich ist. Durch die ldngliche Form und
die grofle Krimmung an den Antennenenden ist die Feldstéirke dort besonders
grof8. Dieser Effekt ist als lightning rod effect [81] bekannt. Im Vergleich zu den
in Abbildung gezeigten Simulationen von Antennen mit perfekt glatter
Oberfliche, zeigen reale Nanoantennen mit einer rauen Oberfliche besonders
hohe Felder an konvexen Ecken am Antennenende. Bereiche besonders hoher
Feldstarken werden als Hotspots bezeichnet.

Die Flache des Hotspots auf der Antennenoberfliche wird im Folgenden A,ctive
genannt. Fir die zylinderformige Antenne aus Abbildung kann Agcive =
2 x 2mr? abgeschitzt werden. Vergleicht man zylindrische mit rechteckigen Na-
noantennen, so hat sich gezeigt, dass Antennen mit gleicher Querschnittsfliche
(7mr? = W x H) ahnliche Eigenschaften haben [82]. Daraus errechnet sich fiir
quaderformige Antennen A..ive = 4 X W x H. Da die Feldverteilung jedoch
stark von der Form der Antennenenden abhéngt [55], wird in dieser Arbeit
einfachheitshalber

Aactive - QWH (2511)

iber die Querschnittsfliche an beiden Antennenenden abgeschétzt. Diese Defini-
tion ist direkt proportional zu A,.ive der zylindrischen Antenne.

Das Scattering Near-field Optical Microscope (SNOM) bietet eine Moglichkeit,
die Nahfelder von Nanoantennen experimentell mit einer raumlichen Auflésung
von bis zu 10nm zu vermessen und ist beispielsweise in [83] ausfithrlich erklart.
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IR active | not IR active
2 o) Abbildung 2.5.5: LSPR-
- Hybridisierung benachbarter Antennen.
= Die zwei moglichen Anordnungen mit
g jeweils zwei verschiedenen Ladungs-
g verteilungen lassen sich anhand des
8 antibonding resultierenden Dipolmoments in IR-aktiv

o und nicht-IR-aktiv einteilen. Durch
die Wechselwirkung der Ladungen ist
die Resonanzfrequenz bei a) und b)
rot- und bei ¢) und d) blauverschoben.
Das Termschema in der Mitte zeigt die
Analogie zur Molekiilphysik.

bondin

anitbonding (blue shift)

2.5.9 Wechselwirkung zwischen Nanoantennen

Néhern sich zwei resonant (in der Grundmode j = 1) angeregte Nanoantennen
einander an, so konnen diese wechselwirken. Die Resonanzfrequenz wird dadurch
verschoben und das Nahfeld verandert. Man spricht von der Nahfeldwechselwir-
kung.

Die resultierende Verschiebung der Resonanzfrequenz kann analog zur Hybridi-
sierung von Molekiilorbitalen verstanden werden [84]. Dies ist in der Mitte von
Abbildung schematisch dargestellt. Die energetisch entarteten Zustédnde der
einzelnen Nanoantennen (links und rechts) hybridisieren bei Verringerung des
Abstands zwischen den Antennen. Dabei entsteht ein energetisch abgesenkter und
ein angehobener Zustand. Man bezeichnet die Zusténde analog zur Molekiilphysik
als bindend und antibindend. Der Effekt ist sowohl bei Anndherung langs als
auch quer zur langen Antennenachse zu beobachten.

In den vier Quadranten in Abbildung ist die Verteilung der Ladungen
schematisch dargestellt. Am Beispiel der in a) dargestellten Anordnung wird
gezeigt, dass sich die Verschiebung anschaulich verstehen lasst: Zwischen den
unterschiedlichen Ladungen, die sich an der Liicke zwischen den Antennen sehr
nahe kommen besteht eine anziehende Wechselwirkung. Dies verringert die
Riickstellkraft innerhalb einer Antenne, die durch die gegensétzliche Ladung
an den Enden hervorgerufen wird. Im Modell des harmonischen Oszillators
wird deutlich, dass eine verringerte Riickstellkraft eine Rotverschiebung der
Resonanzfrequenz bedeutet. Analog kann in den drei anderen Fallen argumentiert
werden. Betrachtet man das resultierende Dipolmoment beider Antennen, so
erkennt man, dass dieses in b) und d) null ist und die Moden somit nicht mit
elektromagnetischer Strahlung (unter senkrechtem Einfall [85]) wechselwirken

konnen. Unter schridgem Lichteinfall kénnen aufgrund der Retardierung [60] auch
die Moden b) und d) in Abbildung angeregt werden [50), 55].
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Abbildung 2.5.6: Anordnung der Na-

dy HI: 2 noantennen. Die Flichendichte der Na-
Hag noantennen ist durch den Kehrwert der

grau schattierten Fliche Aunix gegeben.

~a, ] o In der eingefiigten Skizze ist eine Nano-
i i antenne dreidimensional dargestellt. Die
: Aunit : Hohe H der Antennen wird inklusive der
L : : Dicke der Haftvermittlerschicht H,q an-
| #l‘ ’I '{ - : gegeben.
w

Ebenfalls anschaulich ist die Verdnderung der Nahfeldverstarkung zu verstehen.
Durch die wechselwirkenden Ladungen an den Antennenenden wird das Nahfeld
der Einzelantenne je nach Anordnung verstarkt oder abgeschwéacht. Der Effekt
auf das Nahfeld setzt jedoch erst unterhalb von 50 nm ein [76].

2.5.10 Nanoantennen-Arrays

Alle in der vorliegenden Arbeit verwendeten Nanoantennen sind in periodischen
Armysﬂ angeordnet. Dadurch wird erreicht, dass viele Nanoantennen parallel
vermessen werden konnen, was zu einer Verbesserung des Signal-zu-Rausch-
Verhéltnisses fithrt. Die Wechselwirkung die in Abschnitt beschrieben wird,
soll dabei in dieser Arbeit moglichst klein gehalten werden, so dass die erforschten
Aussagen auf Einzelantennen iibertragbar bleiben. Der Kompromiss zwischen
kleiner Wechselwirkung und gleichzeitig moglichst hoher Packungsdichte der
Antennen kann je nach Anwendung anders ausfallen.

Die Nanoantennen sind ndherungsweise quaderférmig und werden durch ihre
Lange L, ihre Breite W und ihre Hohe H charakterisiert. Die Hohe H stellt dabei
die Gesamthohe der Antenne dar, also inklusive der Hohe des Haftvermittlers H,q.
Die lateralen Abstéinde zwischen den Antennen werden d, und d, genannt,
entsprechend parallel (z) und senkrecht (y) zur langen Achse der Antennen. Die
charakteristischen Abmessungen sind in Abbildung gegeben.

Aus den Abmessungen der Antennen und deren Abstdnden untereinander lasst
sich die Flachendichte der Antennen im Array aus dem Kehrwert der grau
schattierten Flache A, errechnen. Es gilt

Awnie = (dy + L)  (d, + W) . (2.5.12)

1Djie Felder mit periodisch angeordneten Nanoantennen werden Arrays genannt.
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Gittermode

Zusatzlich zur Nahfeldwechselwirkung (Abschnitt beobachtet man bei
Nanoantennen-Arrays periodizitdtsabhingige Interferenzen, die sogenannte Fern-
feldwechselwirkung. Diese fiihrt zu Verdnderungen des Antennenspektrums an
den Wellenlédngen, bei denen % der Periodizitéi des Arrays entspricht [10],
wobei ng den Brechungsindex des Substrats beschreibt.

2.6 Schwingungsspektroskopie

Das Potential zwischen zwei kovalent gebundenen Atomen im Molekil wird
naherungsweise durch das Morse-Potential beschrieben [64]. Atome sind folglich
nicht starr miteinander verbunden, sondern konnen aus ihrer Ruhelage ausgelenkt
werden. In erster Naherung kann das Potential harmonisch gendhert werden.
Vom harmonischen Oszillator ist bekannt, dass die Resonanzfrequenz von der
Masse und der Federkonstante abhéangt. Fiir verschiedene Atome und Bindungen
kommen so charakteristische Schwingungsfrequenzen zustande, anhand derer
man das Molekiil identifizieren kann. Ein Molekiil aus j Atomen besitzt 35 — 6
Schwingungsfreiheitsgrade. Handelt es sich um ein lineares Molekiil, so sind es
37 — 5.

Die Schwingungsspektroskopie beruht auf der Tatsache, dass Schwingungsbanden
mit Licht wechselwirken und so messbar werden. Energie und Frequenz der
Photonen sind dabei iiber E = Aw verkntipft.

Licht kann auf verschiedene Weise mit Molekiilschwingungen wechselwirken. Zum
einen kann Licht von Molekiilen absorbiert (IR-Absorption) werden, andererseits
kann Licht gestreut werden. Wéhrend bei elastischer (Rayleigh-) Streuung keine
Energie iibertragen wird, kommt es bei der inelastischen (Raman-) Streuung zu
einer Anderung des Schwingungszustands. Im folgenden sollen IR- und Raman-
Spektroskopie genauer erkléirt werden.

2.6.1 IR-aktive Schwingungsmoden

Weist eine Molekiilbindung ein permanente Dipolmoment p auf, so dndert sich
dieses mit der Bindungsldnge. IR-Strahlung deren elektrisches Feld entlang des
Dipolmoments polarisiert ist kann an das sich &ndernde Dipolmoment koppeln
und so die Vibration des Molekiils anregen. In Abbildung sind Schwin-
gungen einfacher Molekiile skizziert und deren Dipolmoment eingezeichnet. Ist
kein permanentes Dipolmoment vorhanden (z.B. Ny) oder kompensieren sich die
Dipolmomente mehrerer an der Schwingung beteiligter Bindungen (z.B. sym-
metrische Steckschwingung von COs), so kann die Schwingung nicht angeregt

12Unter der Periodizitét versteht man (d, + L) und (d, + W).
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Abbildung 2.6.1: Schematische Dar-

i stellung von Molekiilschwingungen:

iy (a) Zweiatomiges Molekiil mit per-

t manentem Dipolmoment (z.B. CO),

i T (b) symmetrische Steckschwingung
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| (Raman-aktiv: % # 0, z.B. CO2),
(¢) asymmetrische Steckschwingung
2 °) © (IR-aktiv: 92 £ 0, z.B. COy).

werden. [R-aktive Schwingungsmoden weisen folglich ein Dipolmoment p auf,
das sich mit der Auslenkung u = |u| der Atome é&ndert. Es gilt: g—z # 0.

Die Anregung aus dem Grundzustand in den ersten angeregten Vibrationszustand
wird quantenmechanisch durch die Absorption eines Photons beschrieben und

ist in Abbildung durch einen roten Pfeil gekennzeichnet.

2.6.2 Raman-aktive Schwingungsmoden

Die Streuung von Photonen an Molekiilen wird im quantenmechanischen Bild
durch die Absorption des einfallenden Photons und die instantane Emission
des gestreuten Photons beschrieben. Das Molekiil wird dabei in einen virtuellen
Zustand angeregt, der nicht zwangsweise einem realen Anregungszustand des
Molekiils entsprechen muss. Der Grof3teil der gestreuten Photonen wird elastisch
gestreut und andert dabei seine Frequenz nicht. Der inelastisch gestreute Anteil
liegt bei ungefihr einem von 107 Photonen [86]. Dabei ist sowohl die Abnahme als
auch die Zunahme der Photonenenergie moglich. Im ersten Fall, der in Abbildung
[2.6.2)schematisch dargestellt ist, relaxiert das Molekiil aus dem virtuellen Zustand
nicht zuriick in den Grundzustand, sondern in einen Vibrationszustand. Die
Energiedifferenz zwischen einfallendem und gestreutem Photon entspricht dann
genau der Anregungsenergie der Vibration. Dieser Prozess wird Stokes-Streuung
genannt.

Bei der Antistokes-Streuung absorbiert das Molekiil im angeregten Zustand ein
Photon. Bei der Emission relaxiert das Molekiil zum energetisch tieferen Zustand
und gibt die freiwerdende Energie an das Photon ab. Bei Raumtemperatur tritt
Antistokes-streuung etwa 1072 mal seltener auf als Stokes-Streuung.

Das elektrische Feld des Lichts polarisiert das Molekiil und induziert ein Dipol-
moment

—

ﬁind = [a] E,

wobei [a] die Polarisierbarkeit des Molekiils beschreibt. Schwingungsmoden bei

denen sich die Polarisierbarkeit des Molekiils mit der Auslenkung u der Atome
andert, sind Raman-aktiv. Es gilt: % # 0. So ist beispielsweise die nicht-
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Abbildung 2.6.2: Jablonski-
Diagramm der Stokes-Streuung
—} und der IR-Absorption. Sy und S
— |

stellen elektronische Zustdnde dar, die

in mehrere Vibrationsniveaus unterteilt

sind. Ein Photon der Laserenergie Ef,

\/\/\ : regt das Molekiil in einen virtuellen

/\/\/ Zustand an (gestricheltes Niveau). Das

} gestreute Photon mit Energie Fg hat die
SO

Vibrationsenergie hwsy;, an das Molekiil
abgegeben. Der rote Pfeil zeigt die
IR-Absorption. (Aus [86] entnommen.)

IR-aktive, symmetrische CO, Streckschwingung Raman-aktiv, wihrend sich die
asymmetrische Streckschwingung nicht anregen lasst (vergleiche Abbildung .
Dieses Beispiel illustriert die Auswahlregeln der Schwingungsspektroskopie: Bei
zentrosymmetrischen Molekiilen, wie zum Beispiel CO4 oder Benzol, sind Raman-
aktive Moden nicht IR-aktiv und umgekehrt. Bei anderen Molekiilen gilt dies
nicht ausschlieflich, spiegelt sich aber in der relativen Intensitiat der Banden
wieder.

Liegt die Energie des virtuellen Zustands bei der Energie eines elektronischen
Anregungszustand des Molekiils, so ist der Streuquerschnitt des Molekiils um
zwei bis drei GroBenordnungen vergréflert. Man spricht von Resonanz-Raman-
Streuung (RRS). Die Anwesenheit von elektronischen Anregungszusténden gibt
auch die Moglichkeit der Absorption von Licht mit anschlieBender fluoreszenter
Relaxation. Der Fluoreszenzhintergrund iiberlagert den Stokes-Teil des Raman-
Spektrums und ist oftmals storend.

2.6.3 Optische Messungen

Der einfachste Aufbau um spektral aufgeloste Messungen durchfithren zu kénnen
besteht aus einer Lichtquelle, der zu untersuchenden Probe, einem dispersiven
Element und einem Detektor. Schon in diesen Punkten unterscheiden sich Raman-
und IR-Spektroskopie grundlegend.

Bei der Raman-Spektroskopie ist die spektrale Auflésung durch die Linienbreite
der Lichtquelle begrenzt, weshalb dort Laser zum Einsatz kommen. Die spektrale
Information wird durch rdumliche Aufspaltung der verschiedenen Wellenléngen
mit Hilfe eines Gitters oder Prismas erreicht.

Bei der IR-Spektroskopie kommt eine breitbandige Quelle zum Einsatz. Fir hohe
Intensitaten kann dafiir beispielsweise ein Synchrotron verwendet werden. Fiir
die meisten Anwendungen, so auch in dieser Arbeit, wird ein geheiztes Stiick SiC,
der sogenannte Globar, verwendet. Es gibt einige Vorteile [87], warum im IR
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Abbildung 2.6.3: Schematischer Aufbau des FTIR-Spektrometers [54]. Im Interfero-
gramm [ wird die am Detektor gemessene Intensitéit tiber die Position x des beweglichen
Spiegels aufgetragen. Durch Fourier-Transformation erhélt man das Spektrum.

kein dispersives Element verwendet, sondern die spektrale Information aus einem
Interferometer gewonnen wird. Diese Technik wird Fourier-Transform-Infrarot-
Spektroskopie (FTIR) genannt und im néchsten Abschnitt naher erklart.

FTIR

Herzstiick der FTIR-Spektroskopie ist das Michelson-Interferometer. Das Licht
der Quelle wird in einem Strahlteiler in zwei Teilstrahlen geteilt, wovon einer
von einem festen, der andere von einem beweglichen Spiegel auf den Strahlteiler
zuriickreflektiert wird. Dort werden die beiden Teilstrahlen iiberlagert und interfe-
rieren. AnschlieBend wird die Probe durchleuchtet und die Strahlung im Detektor
(siehe Abschnitt registriert. Der schematische Aufbau ist in Abbildung

dargestellt.

Durch die Anderung der optischen Weglinge eines Teilstrahls interferieren je nach
Spiegelposition andere Wellenldngen konstruktiv. Dies fiithrt im Detektor zu Inten-
sititsmodulationen in Abhéngigkeit des Gangunterschieds x. Im Interferogramm
wird die gemessene Intensitat iiber x dargestellt. Bei gleicher optischer Wegléange
der beiden Teilstrahlen (z = 0) interferieren alle Wellenlédngen konstruktiv, daher
wird diese Position auch Weifllicht-Position genannt. Monochromatisches Licht
der Wellenlange )\ = % fithrt folglich zu einer cosinusartigen Modulation der
Intensitat [87]

I(z)= [20(1 + cos (kx)) . (2.6.1)
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2.6 Schwingungsspektroskopie

Eine breitbandige Lichtquelle weist fir jedes k = 27” eine unterschiedliche Inten-
sitat I (k) auf. Um das Interferogramm zu errechnen, muss iiber alle k integriert
werden:

(e 9]

F(z) = /1 (k) (1 4 cos (kz)) dk . (2.6.2)

0

Dieser Ausdruck entspricht dem gemessenen Interferogramm. Der erste Summand
stellt dabei einen konstanten Offset dar, wahrend der zweite die Modulation
der Intensitdt beschreibt. Um nun das Spektrum I (k) zu erhalten, muss der
intensitdtsmodulierte Teil des Interferogramms Fourier-transformiert werden:

[e.9]

/ 5 T (2) da (2.6.3)

— 00

1
27

(k)

Dies ist in Abbildung schematisch dargestellt und beispielsweise in [87]
ausfiihrlicher erklart.

Je nach angestrebter spektraler Auflosung 07 = 0k/2m muss der bewegliche
Spiegel im Michelson-Interferometer unterschiedliche maximale Gangunterschie-
de 2Ax ermoglichen [87]. Es gilt:

1
2Azx
Da Gleichung ([2.6.3)) eine Integration von x = —oo bis z = oo voraussetzt, wird
das gemessene Interferogramm mit einer Apodisationsfunktion multipliziert um

entstehende Nebenmaxima zu vermeiden [87]. In allen Experimenten in dieser
Arbeit wurde die Blackmann-Harris 3-Term Apodisationsfunktion verwendet.

ov =

Zudem wurde Zerofilling (Faktor 2) angewendet um eine Verdopplung der Mess-
punkte im Spektrum zu erreichen. Die Auflosbarkeit zweier benachbarter Banden
wird dadurch aber nicht erhoht [87].

Einheiten in der Spektroskopie

Wie in der Spektroskopie iiblich, wird in dieser Arbeit die Energie in Wellen-
zahlen U [cm™!] ausgedriickt. Diese ist iiber 7 = §+ = Lv = Lw =

0 TCo 2mheo
mit der Frequenz v und der Energie E verkniipft. Ist der absolute Zahlenwerte
nicht relevant, wird in dieser Arbeit der konstante Faktor % vernachlassigt und

U = w gesetzt.

27
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Darstellung der gemessenen Spektren

Um die Transmittivitdt einer Probe ohne die spektralen Einfliisse der Quelle,
des Detektors, des Strahlengangs und des Tragermaterials messen zu kénnen,
wird zunéchst ein Hintergrundspektrumﬁ Iy (w) durch das leere Tragermaterial
aufgenommen. Das durch die Probe aufgenommene Spektrum 7 (w), wird dann
auf Iy (w) normiert um das relative Transmissionsspektrum

Trel (w) = (2.6.4)

zu erhalten. Unterscheidet sich I nicht von [ erhéalt man 7, = 1, die sogenannte
100%-Linie. Bei Transmissionsmessungen kann am Detektor nicht unterschie-
den werden, ob fehlendes Licht aus der Vorwértsrichtung herausgestreut oder
absorbiert wurde. Daher wird die Extinktion

S(w)=1-Tq(w) (2.6.5)

als Summe von Streuung und Absorption definiert.

In Gleichung wurde die Intensitat in absorbierenden Medien durch expo-
nentielles Abklingen beschrieben. Die physikalisch relevante Grofle ist folglich
nicht der einfache Quotient aus I und Iy, sondern der Absorptionskoeffizient c.
Aus diesem Grund sollte bei Messungen absorbierender Substanzen, wie zum
Beispiel Molekiilen, nicht S (w) sondern die logarithmische Extinktion

Siog (W) = A (w) = —1ogyg (Trer (w)) = logy (?5;;) log,, (¢) ad (2.6.6)

~0,4343

berechnet werden. In der Literatur wird diese Groe als Absorbanz A (w) be-
zeichnet. Konventionell ist die Absorbanz mit dem Logarithmus zur Basis 10
definiert, wodurch sich der konstante Vorfaktor log;, (e) ~ 0,4343 ergibt.

Die Unterscheidung zwischen A (w) und S (w) ist nur fiir groBe Werte der Extink-
tion von Bedeutung, da sich bei geringer Extinktion A (w) = —log; (Tra (w)) =~
1—Tie (w) = S (w) tber die ersten beiden Terme der Taylorentwicklung annéhern
lasst.

13Das Hintergrundspektrum wird in dieser Arbeit auch als ,Referenzmessung® bezeichnet.
Nicht-verstiarkte Messungen (zum Beispiel IRRAS-Messungen, vergleiche Abschnitt ,
die zur Berechnung des Verstdarkungsfaktors herangezogen werden (vergleiche Gleichung
(2.7.3)), werden immer als ,Vergleichsmessungen® bezeichnet.
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2.6 Schwingungsspektroskopie

2.6.4 Diinnschichtnaherung

Héufig wird eine diinne Schicht von zum Beispiel adsorbierten Molekiilen auf
einem Tragermaterial untersucht. Das Adsorbat wird dabei durch die dielektri-
sche Funktion &, (w) und dessen Dicke d charakterisiert. Wenn d < A kann die
Reflexion und Transmission, unter Berticksichtigung der auftretenden Mehrfach-
reflexionen an den beiden Grenzflachen, in der Diinnschichtndherung beschrieben
werden [54] [88] [89]. Die Naherung basiert auf den Fresnel Formeln und leitet sich
aus der geometrischen Reihe der immer schwacher werdenden Mehrfachreflexionen
her.

Transmission

In die Naherung der Diinnschichttransmission geht ein, dass das Tragersubstrat
transparent ist und verschwindend wenig absorbiert. Im IR werden meist lo-
nenkristalle, wie Calciumfluorid (CaF3) oder Halbleiter mit hinreichend grofier
Bandliicke (Silizium) verwendet. Da ¢! klein ist, wird der Brechungsindex des
Substrats als ngy = /g/ gendhert. Weiterhin wird senkrecht einfallendes Licht
angenommen, so dass das elektrische Feld parallel zur Oberflache der diinnen
Schicht ist. Normiert auf die Transmission des Substrats ohne Adsorbat, ergibt
sich die relative Transmission [90] dann zu

Tro ~1— B
H(w) co (ns+1)

I (ga (w)) - (2.6.7)

Reflexion

Fiir Reflexionsmessungen werden metallische, gut reflektierende Substrat verwen-
det. Um ein moglichst grofles Signal von der diinnen Schicht zu erhalten, wird
unter streifendem Einfallswinkel ¥ gemessen [91], [92]. Diese Messtechnik wird
Infrarot-Reflexions-Absorptions-Spektroskopie (IRRAS) genannt. Dabei kénnen
nur Schwingungen mit Dipolmoment senkrecht zur Metalloberfliche angeregt
werden, da die Feldkomponente parallel zur Metalloberflache verschwindet und
zusatzlich der Spiegeldipol im Metall das auflere Dipolmoment eliminiert. Die
Feldkomponente senkrecht zur Metalloberfliche tritt nur bei p-polarisiertem|]
Licht auf. Normiert auf die Reflexion des Substrats ohne Adsorbat, ergibt sich
die relative Reflexion [93] 94] zu

R (W) =1 —4— 3 ( ! ) . (2.6.8)

14,,2“ steht fiir ,parallel“ zur Einfallsebene, welche durch die Oberflichennormale und den
k-Vektor des einfallenden Lichts aufgespannt wird.
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2 Grundlagen

2.7 Oberflachenverstarkte
Schwingungsspektroskopie

Aufgrund der charakteristischen Vibrationsfrequenzen von Molekiilen sind Raman-
(Abschnitt und IR-Spektroskopie (Abschnitt haufig verwendete
Methoden zur Bestimmung und Charakterisierung von Substanzen. Beiden Me-
thoden sind mit dem Nachteil der extrem kleinen Wirkungsquerschnitten der
Molekiile behaftet. Wahrend der Raman-Streuquerschnitt in der Grélenordnung
zwischen 10722 — 10732 cm? liegt [95], ist der IR-Absorptionsquerschnitt mit
circa 1072 cm? deutlich grofer [47, 48], jedoch immer noch vier GroBenordnun-
gen kleiner als Fluoreszenz-Wirkungsquerschnitte [95]. Dies hat zur Folge, dass
fiir ein ausreichendes Signal-zu-Rausch-Verhéaltnis hohe Intensitaten oder lange
Messdauern vonnoten sind.

Oberflachenverstarkte Raman-Streuung (SERS) und oberflichenverstarkte Infra-
rot-Absorption (SEIRA) von Molekiilen auf rauen Metalloberflichen stellen eine
Moglichkeit dar die Kopplung von Licht an Molekiilschwingungen zu verbessern.
Fiir beide Effekte werden in der Literatur jeweils zwei Griinde fiir die Verstér-
kung gegeben. Einerseits zeigt die raue Metalloberfliche Oberflachenplasmon-
Anregungen, welche lokal zu einer Feldverstarkung fiihren. Andererseits konnen
Ladungstriager von der Oberflache auf die erste Lage der Molekiile iibergehen
und so die Molekiilschwingung verstédrken. Man spricht vom elektromagnetischen
und chemischen Effekt.

Der chemische Effekt beruht auf der Chemisorption von Molekiilen auf der
Oberflache, die in Abschnitt genauer beschrieben wird. Der chemische
Effekt wird hauptséchlich mit SERS in Verbindung gebracht und beispielsweise
in [96], 7] beschrieben, ist aber nach wie vor umstritten [98]. Er soll daher,
wenn nicht ausdriicklich erwahnt, bei der weiteren Betrachtung der Verstéarkung
vernachlassigt werden.

2.7.1 Oberflachenverstarkte IR-Spektroskopie

In Abbildung [2.5.4] wurde gezeigt, dass das Nahfeld ’Eloc an den Enden der

Antenne gegeniiber dem einfallenden Feld ‘E%‘ verstarkt ist. Der Quotient beider
Felder wird im Folgenden als elektromagnetischer Verstarkungsfaktor EFy =

Eroe / ‘E()’ bezeichnet. Da Absorption proportional zur Intensitét (I o }E ‘ ) ist,
asst sich die Verstiarkung des Absorptionssignals durch den elektromagnetischen
Verstarkungsfaktor

—

- (2
’Eloc

B

EFsgira = EF3 = (2.7.1)

2
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2.7 Oberflachenverstéirkte Schwingungsspektroskopie

abschétzen [1%]

Diese Art der Verstéarkung tritt bei rauen Metalloberflichen oder Metallinselfilmen
auf. Metallinselfilme bieten nicht die optimalen Bedingungen fiir die Verstarkung
von Molekiilschwingungen. Die Inseln weisen unterschiedliche Gréfien und Formen
und daher verschiedene LSPR-Frequenzen auf. Zudem sind die Absténde zwischen
den Inseln klein, was die Resonanzen zusétzlich verbreitert [50].

Die Signalverstarkung ist an der (Nahfeld-)LSPR-Frequenz maximal, an der
auch ’EIOC (w)(L maximal ist. Daher werden in dieser Arbeit keine Metallinselfilme
sondern geordnete Arrays von Nanoantennen verwendet, die alle die gleichen
Abmessungen haben und somit alle die gleiche LSPR-Frequenz aufweisen. Um
maximale Verstarkung zu erhalten, wird die Lénge so gewéhlt, dass die LSPR-
Frequenz moglichst genau der Vibrationsfrequenz des Molekiils entspricht.

SNOM-Messungen [99] haben gezeigt, dass das géngige Bild von antennenver-
starkter IR-Spektroskopie iiberdacht werden muss, da IR-Antennen Licht nicht
nur absorbieren, sondern hauptséchlich streuen. Dadurch wird nicht nur Energie
von der Antenne auf das Molekil transferiert und dort absorbiert, vielmehr sollten
Antenne und Molekiil als gekoppeltes plasmonisches System aufgefasst werden,
das eine andere Streucharakteristik aufweist als eine Antenne ohne Molekiile.
Da das vom Molekiil gestreute Photon erneut von der Nahfeldverstiarkung der
Antennen profitiert, wird nach [99] geschlossen, dass fiir den Prozess der Streuung

4

‘Eloc
= 1 (2.7.2)

EFsps = EFj = '—
Ey

gilt.

Die Frage ob Gleichung oder Gleichung fiir nanoantennenverstarkte
IR-Spektroskopie zutreffend ist oder ob je nach Molekiilposition auf der Antenne
das eine oder andere Modell die passendere Beschreibung liefert, muss noch ab-
schlieBend geklart werden. Entgegen der Hypothese von [99] favorisieren kiirzlich
prasentierte Messergebnisse [I00] den quadratischen Zusammenhang.

Um in der Terminologie korrekt zu bleiben, sollte man antennenverstarkte IR-
Spektroskopie nicht mehr SEIRA nennen. Das Akronym SEIRS fiir Surface
Enhanced Infrared Spectroscopy umgeht den genauen Mechanismus und wird
daher oft verwendet [101] 102].

15Man beachte an dieser Stelle den Unterschied zwischen ,Signalverstirkung® (Messgréfie)
und ,,Feldverstarkung®.
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Berechnung des Verstarkungsfaktors

Ungeachtet des zuvor beschriebenen Zusammenhangs zwischen Verstarkungs-
faktor und lokalem elektrischen Feld, kann durch den Vergleich der gemessenen
Signalgréfen von antennenverstiarkten I, und nicht-verstarkten I ., Transmis-
sionsmessungen ein Signalverstarkungsfaktor errechnet werden. Der Quotient

Lan
EFpens = -2 (2.7.3)

ICOI’II

entspricht der tatséchlich gemessenen Signalverstarkung.

Da die Vergleichsmessung oft nicht in Transmissions- sondern Reflexionsgeo-
metrie aufgenommen wird, muss mit Hilfe von Gleichung und
die Signalstiarke der Transmissionsmessung abgeschétzt werden. Aus Tabelle
ergibt sich, dass sich & (_—1) und (g, (w)) in deren Maximu nur um

ea(w)
den Faktor €2, unterscheiden. Nimmt man weiter zwei identische Schichten, eine

auf transparentem die andere auf metallischem Substrat, an und geht von einer
isotropen Verteilung der Dipolmomente (das heifit einer isotropen dielektrischen
Funktion ¢, (w)) aus, so wird der zu erwartende Unterschied der gemessenen
Signale tiber

1 - R isin2 (V)
1T €2 cos (V)

EFrras = (ns +1) (2.7.4)

berechnet. Fiir grofle Einfallswinkel 1 ist dieser Term grofler als eins. Reflexi-
onsmessungen von einer diinnen Schicht auf Metallsubstrat liefern folglich ein
grofleres Signal als einfache Transmissionsmessungen, weshalb Gleichung
im Folgenden als IRRAS-Verstarkungsfaktor F Firras bezeichnet wird.

Das gemessene Vibrationssignal ist proportional zur Konzentration ¢ der Molekiile
(Gleichung ) und folglich proportional zur Molekiilzahl N pro festem
Volumen. Tragen bei einem Experiment unterschiedlich viele Molekiile zum
gemessenen Signal beim so muss der Verstarkungsfaktor mit dem Verhéltnis
der Molekiilanzahl Ny/Ngsgrs multipliziert werden. Dabei ist Ny die Anzahl
der Molekiile die zum Vergleichssignal beitragen und Nggrs die Molekiilanzahl
im SEIRS-Experiment. Nimmt man eine konstante Bedeckungsdichte an, so
entspricht der sogenannte geometrische Verstiarkungsfaktor dem Verhéltnis der
Flachen A i und Aactive:

Aunit o NO
Aactive  Nsgrrs

EF,e = (2.7.5)

16gilt fiir die Peak-Hohe aber auch fiir die Peak-Fliche.
1"Bei antennenverstirkten Messungen dominiert das Signal der Molekiile in den Hotspots
(vergleiche Abschnitt [2.5.8]).
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Der Verstarkungsfaktor, der meist angegeben wird, berticksichtigt alle zuvor
beschriebenen Faktoren und errechnet sich dann tber
EFCIEI;}C - EFmeas : EFgeo : EFIRRAS . (276)

Experimentell wurden SEIRS-Verstérkungsfaktoren von bis zu 6-105 gemessen [12]
17, T01]. Damit ist der Nachweis von einem Attomo]@ von Molekiilen moglich.

SEIRS Linienform

Antennenverstirkte Vibrationssignale der Molekiile verlieren ihre in Abschnitt
beschriebene Lorentz-Linienform und werden asymmetrisch. Im Fall von
Metallinselfilmen kann die entstehende Asymmetrie der Linien [103], 104] durch die
Beschreibung mit Effektiv-Medien-Modellen [105] T06] beschrieben werden [107].

Fiir SEIRS mittels Nanoantennen ist diese Beschreibung jedoch ungeniigend. Man
bedient sich hier einem von U. FANO entwickelten Modell zur Beschreibung der
asymmetrischen Linienformen, die bei der inelastischen Elektronenstreuung an
Heliumatomen auftritt [I08]. Die Asymmetrie resultiert aus der Wechselwirkung
eines diskreten Zustands mit einem Kontinuum. Ubertragen auf die Nanoan-
tennen, stellt die breite LSPR den kontinuierlichen Zustand dar, der mit der
wesentlich schmalbandigeren Molekiilschwingung wechselwirkt. Das Fano-Profil
wird mit

(q+¢)?
1+ €2

fe)= (2.7.7)
beschrieben [108], wobei € = 2 (w — wyp) /v die Frequenz w, die Vibrations-
frequenz wy;, und die Dampfung v der Molekiilschwingung enthalt, und ¢ die
Asymmetrie beschreibt. Abhéngig von der Phase zwischen plasmonischer und

vibronischer Anregung éndert sich die Asymmetrie der Linie [I09]. Fir einige
Werte fiir ¢ sind die Linienformen in Abbildung dargestellt.

Man erkennt, dass die Basislinie fiir alle ¢ bei eins liegt. Weiterhin lésst sich
zeigen, dass die Signalhohe von Minimum bis Maximum ¢ + 1 betrigt. In dieser
Arbeit wird die Fano-Formel in folgender, auf die GroBle a normierten und auf
die Basislinie bei null verschobenen, Form verwendet

fw) = —— <<2 (= wn) + )" 1) . (2.7.8)

CPH1T\ 4 (w—wep) 492

181 Attomol = 10~18 - 6 - 1022 = 600 000 Molekiile
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Zudem konnen folgende niitzliche Eigenschaften gezeigt werden:

f(€,9)
f(€,9)
limf (,q)

lim f(e,q)

g—+oo

]OIf (€,q)| de

Abbildung 2.7.1:

flo = 4
FaNo [108].

f(_€7_Q)a
1
_f<€7_> )
q
—1
e2+17
1
e2+17

q =0oderq=+00,

™
2
o0

sonst .

Linienformen

aus der Arbeit von U.

(2.7.9)
(2.7.10)

(2.7.11)

(2.7.12)

(2.7.13)

Gleichungen (2.7.9) und (2.7.10) beschreiben die Symmetrien der Fano-Linie,
Gleichungen ([2.7.11)) und (2.7.12)) zeigen, dass fiir ¢ — +oo und ¢ = 0 die

Fano-Linienform in eine symmetrische Lorentz-Linie iibergeht. Da fiir SEIRS
mittels Nanoantennen

¢ <0 fir wyp < wWLsPR »

g=0 fir wyp = wLspr und

q> 0 fur Wyib = WLSPR,

gilt [110], erkennt man, dass wenn die Antenne stark gegeniiber der Vibration
verstimmt ist, ¢ — Zo0o geht und das Vibrationssignal die nicht verstarkte
Lorentz-Linienform annimmt. Bei w.j, = wrspr zeigt das Lorentz-Profil in die
entgegengesetzte Richtung, man spricht von Antiabsorption. Gleichung
zeigt, dass die Flache unter der Fano-Kurve unendlich grof ist.
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2.7.2 Oberflachenverstarkte Raman-Spektroskopie

Hauptséchlich bei SERS unterscheidet man zwischen chemischem [97, 111] und
elektromagnetischem Effekt [98]. Das gemessene SERS-Signal ist dabei propor-
tional zu

[SERS X OSERS * [EFel (wLaser)]2 : [EFel (WRaman)]2 : [Laser ) (2714)

wobei osgrs den durch den chemischen Effekt vergroBerten Wirkungsquerschnitt
und [1.s.r die Intensitat des Lasers angibt. Da sich Laserfrequenz und Raman-
Frequenz unterscheiden, miisste das verstarkte elektromagnetische Feld fiir den
Absorptions- und Emissionsprozess getrennt ausgewertet werden. Da die Fel-
der fiir beide Frequenzen etwa gleich grof8 sind, kann der elektromagnetische
Verstarkungsfaktor von SERS mit

4

1 (2.7.15)

4 ‘ loc
EFSERS ~ EFel = ‘ .

Eo

genahert werden.

Berechnung des Verstarkungsfaktors

Analog zu Gleichung muss auch bei SERS die Anzahl der zum Signal
beitragenden Molekiile beriicksichtigt werden. Die Verstarkung bei der Vergleichs-
messung F Firras wird bei SERS jedoch nicht berticksichtigt. Dafiir kann mit
verschiedenen Laserleistungen (Psgrs, Praman) Uund Akkumulationsdauern (tsggs,
tRaman) gemessen werden. Diese werden in der Berechnung des Verstarkungsfak-
tors berticksichtigt, der sich zu

I A aman P aman t aman
EFRaman_ SERS R, R . R. (2.7.16)

cale IRaman  Asers  Psers  lsers

ergibt. Wobei Isgrs/Iraman = E Fineas die gemessene Signalverstiarkung ist und
ARaman/Asgrs = EFge, das Verhéltnis der untersuchten Flichen, und damit der
zum Signal beitragenden Molekiile[”] darstellt.

Experimentell wurden Verstirkungsfaktoren von bis zu EF{ak = 10 berich-
tet [I12]. Mit den extrem starken Signalen wurde dann sogar die Detektion von
einzelnen Molekiilen méoglich [14], [15].

90Unter der Annahme einer identischen Oberflichendichte der Adsorbatmolekiile.
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3 Nanoantennenverstarkte IR- und
Raman-Spektroskopie an einer
Nanostruktur

In diesem Kapitel wird nanoantennenverstéirkte IR- und Raman-Spektroskopie
an einer einzelnen Nanoantenne demonstriert. Dabei war der Laser fiir die
Raman-Messungen auf eine einzelne Nanoantenne fokussiert, wahrend bei den
IR-Messungen viele identische Nanoantennen beleuchtet wurden. Dass sich viele
Nanoantennen, bei vernachlassigbarer Wechselwirkung und hinreichender Ho-
mogenitat, ahnlich verhalten wie einzelne wurde jedoch schon in [49] gezeigt, so
dass anzunehmen ist, dass die in diesem Kapitel gezeigten Ergebnisse auch von
Einzelantennen zu erwarten wéren.

Hinweis: Die in diesem und den Kapiteln [4 und [f| gezeigten Daten sind innerhalb
des EU Nanoantennenprojektsﬂ in Zusammenarbeit mit Instituten in Frankreich,
Spanien, Deutschland, Italien, Israel und Osterreich entstanden.

Alle Raman- und Extinktionsspektren im sichtbaren Spektralbereich wurden von
CRISTIANO D’ANDREA in der Arbeitsgruppe von PIETRO GUCCIARDI am CNR
IPCF Istituto per i Processi Chimico-Fisici in Messina, Italien durchgefiihrt.
Die Antennen-Arrays auf CaF, wurden alle von ANDREA TOMA in der Arbeits-
gruppe von ENzO D1 FABRIZIO am [IT in Genua, Italien hergestellt. Der Prozess
ist im Anhang und in [I7] beschrieben.

Die FDTD-Simulationen wurden von CHRISTIAN HUCK durchgefithrt und sind
ebenfalls in [17] veréffentlicht.

3.1 Experimentelle Grundlagen

Bevor auf die Messungen eingegangen wird, sollen in diesem Abschnitt die
experimentellen Aufbauten und verwendeten Materialien beschrieben werden.

L www.nanoantenna.eu
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3 Nanoantennenverstirkte IR- und Raman-Spektroskopie an einer Nanostruktur

3.1.1 Raman-Mikroskop

Die Raman- und Extinktionsspektren im sichtbaren Spektralbereich wurden an
einem HR800 Spektrometer von Horiba Jobin-Yvon, welches an ein BX51 opti-
sches Mikroskop von Olympus gekoppelt war, aufgenommen und von CRISTIANO
D’ANDREA durchgefithrt. Weitere Details dieser Aufbauten und Experimente
sind in [I7, 51] beschrieben.

Alle Raman-Messungen wurden in Reflexionsgeometrie aufgenommen. Als Licht-
quelle diente ein HeNe-Laser mit einer Wellenldnge von 633 nm (vergleiche
Abbildung der mit einem Durchmesser von ungefihr 600 nm auf die
Probenoberflache fokussiert war. Die Laserleistung war so gering wie moglich
gewahlt, so dass einerseits keine Modifikation an den adsorbierten Molekiilen
auftrat, andererseits aber ein messbares Signal detektiert werden konnte.

3.1.2 Spektrometer und Detektoren

Grundprinzip der modernen IR-Spektroskopie ist die in Abschnitt beschrie-
bene FTIR-Spektroskopie. Alle in dieser Arbeit gezeigten IR-Messungen wurden
nach diesem Prinzip durchgefiihrt. Der experimentelle Aufbau an den die Ex-
perimente dieses Kapitels durchgefiihrt wurden, steht am Kirchhoff-Institut fiir
Physik in Heidelberg und besteht aus einem Tensor 27 FTIR-Spektrometer von
Bruker und einem Hyperion 1000 IR-Mikrsokop vom selben Hersteller. Anders
als im Sichtbaren sind optische Linsen fiir den IR-Spektralbereich problematisch,
weshalb Spiegel verwendet werden um das Licht durch das Interferometer und
die Versuchsaufbauten zu lenken.

Die vom Globar erzeugte IR-Strahlung kann nicht nur durch das IR-Mikroskop
(Abschnitt , sondern auch durch die interne Probenkammer des Spektro-
meters (Abschnitt und durch eine Ultrahochvakuumkammer (Kapitel [6])
gelenkt werden. Die Strahlung wird anschlieBend von einem MCTPFDetektor
registriert. Der gesamte Strahlengang ist in Abbildung dargestellt.

Der MCT-Detektor wird mit fliisssigem Stickstoff auf 77 K gekiihlt und beruht auf
dem inneren photoelektrischen Effekt im Halbleitermaterial HgysCdg2Te. Dieses
hat eine Bandliicke von 0,1 eV und ermoglicht so die Detektion von Photonen bis
zu einer minimalen Frequenz von ungefihr 800 cm™! [87]. Diese Art von Detektor
zeigt ein nichtlineares Verhalten zwischen gemessenem Signal und einfallender
Intensitét, welches jedoch analog-elektronisch oder softwaretechnisch korrigiert
werden kann. Bei den in diesem Kapitel gezeigten Mikroskopmessungen wurde
das gemessene Signal softwaretechnisch korrigiert [

2 Mercury Cadmium Telluride Detektor
3Fiir die in Kapitel @ berichteten Messungen in der UHV-Kammer wurde ein analog-
elektronisch korrigierter MCT-Detektor verwendet.
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3.1 Experimentelle Grundlagen

Um den Einfluss der starken IR-Banden von CO; und Wasserdampf in der
Atmosphéare moglichst gering zu halten, wird das gesamte Spektrometer, der
Strahlengang, so wie das Mikroskop mit getrockneter Luft gespiilt. Diese wird
in einem FT-IR Purge Gas Generator 75-52 von Parker Balston aus Pressluft
gewonnen.

3.1.3 IR-Mikroskop

Das vom Spektrometer kommende IR-Licht wird im Bruker Hyperion 1000
Mikroskop durch einen Polarisator linear polarisiert. AnschlieBend wird es durch
eine Kondensorlinse unterhalb der Probe auf diese fokussiert. Eine Blende vor dem
Kondensor legt fest, welcher Teil der Probe beleuchtet wird. Die Probe liegt auf
einem computergesteuerten x-y-Tisch der sich im Fokus zwischen Kondensor und
dem dariiber befindlichen Objektiv befindet. Uber dieses Objektiv und weitere
Spiegel wird die transmittierte Strahlung auf den MCT-Detektor fokussiert.
Zwischen Objektiv und Detektor befindet sich eine weitere Blende, die festlegt,
von welchem Teil der Probe Strahlung detektiert wird. Details zum Stahlengang
durchs Mikroskop, den Aufbau des Objektivs und zur Charakterisierung des
Mikroskops sind im Anhang gegeben.

3.1.4 Reflexionsaufbau fiir Vergleichsmessungen

Die IRRAS-Messungen wurden auf einer von D. ENDERS konstruierten Reflexi-
onseinheit mit festem Einfallswinkel von 9 = 83° durchgefiihrt. Die Einheit wird
in einem [FS 66v/S Spektrometer von Bruker betrieben und ist in [52] genauer
beschrieben.

3.1.5 Gold-Nanoantennen auf CaF,

Wegen der niedrigen Intensitit der IR-Strahlquelle und der damit verbunde-
nen hohen Messdauern, wurden nicht einzelne Gold-Nanoantennen untersucht,
sondern viele identische Antennen, die parallel auf einem CaF,-Substrat ange-
ordnet sind. Die Abstande sind so gewéahlt, dass die Nahfeldwechselwirkung noch
keine groflen Auswirkungen auf die Resonanz und das Nahfeld der Antennen
hat [76], so dass die Ergebnisse auch auf Einzelantennen tibertragbar sind. Die
Raman-Messungen wurden an einer der Antennen im Array durchgefiihrt.

Die Nanoantennen wurden mittels Elektronenstrahl-Lithographie (EBL) herge-
stellt. In [17] ist der Prozess detailliert beschrieben. Zur eindeutigen Zuordnung
zu den Aufzeichnungen im Laborbuch wird die Probe mit ihrem Arbeitstitel
»Antenna #11° benannt. Sie besteht aus 16 verschiedenen Antennen-Arrays. Die
Arrays sind 100 x 100 pm? grof und haben einen Abstand von 300 pm in beiden
Richtungen untereinander. Die Anordnung der Antennen innerhalb des Array
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3 Nanoantennenverstirkte IR- und Raman-Spektroskopie an einer Nanostruktur

Abbildung 3.1.1: Rasterelektro-
nenmikroskop Aufnahme der Na-
noantennen in Array ,,P5* auf Pro-
be ,Antenna #11% Die eingefiig-
te Aufnahme zeigt einen kleineren
Bildausschnitt in schrager Ansicht.
Die Richtungen || und L sind ein-
gezeichnet. (Abgeandert aus [17].)

ist in Abbildung [3.1.1] veranschaulicht. Um eine moglichst hohe Antennendichte
zu erhalten, wurden fiir die Experimente in dieser Arbeit vier Arrays (,,P5* bis
,P8%) mit d, = 50 nm verwendet. Bei Absténden in dieser Groenordnung ist das
Nahfeld der Antennen durch die Kopplung zusétzlich nur leicht verstiarkt und
hoher lokalisiert als bei einzelnen Antennen. Der relativ groie Abstand d, = 5 pm
wurde gewédhlt um eine abschwéachende Wechselwirkung in y-Richtung zu vermei-
den. Die Antennen sind W = H = 60 nm breit und hoch und werden durch eine
5nm dicke Titanschicht, alle auf dem gleichen, 10 x 10 x 1 mm? grofien, (100)
CaF, Substrat gehalten. Die Antennenldangen (Lpg = 710nm, Lpg = 1110 nm,
Lps = 1410nm, Lp; = 1910nm) sind so gewéhlt, dass die LSPR-Frequenzen
zwischen wyes = 3093 cm ™! und wyes = 1286 cm ™! liegen. Alle Abmessungen sind
in Tabelle zusammengefasst.

3.1.6 Glatte Goldprobe fiir Vergleichsmessungen
IRRAS

Die fiir IRRAS-Messungen verwendeten Goldsubstrate wurden von Georg Albert
PVD-Beschichtungen hergestellt. Die 300 nm dicke, polykristalline Goldschicht
befindet sich auf einem 25 x 25 mm? groBen Glimmersubstrat. Die Oberfliche ist
in (111)-Richtung ausgerichtet und weist an den Korngrenzen ein Rauigkeit von
wenigen Angstrom auf. Informationen zum Herstellungsprozess sind in [113] zu
finden.

Raman

Auf demselben CaF,-Substrat, auf dem sich auch die Nanoantennen befinden,
sind ebenfalls 10 x 40 um? grofle, ausgedehnte Goldflichen mit einer Dicke
von 60nm und einer Rauigkeit von r.,s ~ 1,1nm. Diese werden im selben
Lithographieschritt wie die Nanoantennen hergestellt.
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3.1 Experimentelle Grundlagen

N\
G cH Abbildung 3.1.2: Strukturformel von
N\ s N7 Methylene Blue. (nach [17])
<|:H3 cr CH,
Raman Raman IR IR Zurodnung
Literatur Experiment Literatur Experiment
[116] [117]
449 446 und 501 d (N—=C—N)
1247 1251 v (N—CH,;)
1390 1393 vs (C—N)
1397 1384 ds (C—Hy)
1600 1624 1600 1591 v (C-C)
1721 1741 unbekannt
2858 2856 vs (C—Hjy)
2926 2929 Vas (C—Hj)

Tabelle 3.1: Einige der Vibrationsbanden von MB. Vergleich zwischen gemessenen Fre-
quenzen und Literaturwerten (incm ™). v steht fiir Steck- und ¢ fiir Biegeschwingungen.
Der Index s steht fiir symmetrisch und as fiir asymmetrisch. [17]

3.1.7 Methylene Blue

Um die Nahfeldverstarkung und damit die Signalverstéarkung von Molekiilen expe-
rimentell untersuchen zu kénnen, wurden Methylene Blue (MB) Molekiile auf der
Oberfldche der Antennen abgelagert. Aufgrund der geringen Wirkungsquerschnit-
te fiir Raman-Streuung war fiir die Wahl der Molekiile entscheidend, dass auch
ohne die antennenverstarkten Nahfelder das Raman-Signal der Molekiile detektier-
bar ist. Nur so ldsst sich der SERS-Verstarkungsfaktor abschétzen. Ebenso miissen
nicht-verstiarkte IR-Banden messbar sein, um einen SEIRS-Verstarkungsfaktor
(vergleiche Abschnitt abschiitzen zu kénnen.

Methylene Blue ist eine Substanz, die bei Anregung mit Laserlicht der Wellenlénge
633nm den resonanten Raman-Prozess (vergleiche Abschnitt und somit
einen vergleichsweise groflen Streuquerschnitt aufweist. Das Molekiil wird haufig
fir SERS-Experimente verwendet [114], 115], hat eine Masse von 319,85 g/mol
und die chemische Struktur ist in Abbildung gezeigt. Einige Raman- und
IR-aktive Schwingungsmoden von MB sind in Tabelle [3.1] aufgefiihrt.

Zur Préparation der Antennenoberfliche und der Vergleichsproben wurden diese
fiir mindestens eine Stunde in eine ~ 10~* molare wissrige Losung von MB
eingelegt, anschliefend mit Reinstwasser gespiilt und mit N, getrocknet. In
Wasser gelost, liegt MB™ als Kation vor, welches durch partiellen Ladungstransfer
an Gold bindet [118]. Neben Monomeren und Dimeren traten auch gut sichtbare
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3 Nanoantennenverstirkte IR- und Raman-Spektroskopie an einer Nanostruktur

Agglomerate auf den Proben auf. Details zur Unterscheidung von Monomeren und
Agglomeraten und zum genauen Bindungsmechanismus von MB an Gold sind in
der Supporting Information von [17] zu finden. Die vereinzelten Agglomerate auf
der Oberfléche konnten bei den Raman-Experimenten gemieden werden. Bei den
IR-Messungen wurde dies ebenfalls versucht. Es kann aber nicht ausgeschlossen
werden, dass sich einige Agglomerate innerhalb der beleuchteten Fliache befanden.
Fiir die Abschiatzung des Verstarkungsfaktors hat das jedoch keine Folgen, wenn
man davon ausgeht, dass die Fldchendichte der Agglomerate bei den IRRAS-
Messungen identisch ist.

Da das IRRAS-Signal von MB schwach ist, wurde eine weitere Vergleichsprobe
prapariert. Dazu wurde ein 1 ul Tropfen einer 33 pM MB-Losung auf ein CaF,-
Substrat getropft. Nach ungefahr zwei Stunden war das Wasser verdampft, so
dass ein sehr unregelméaflig verteilter, aber hoch konzentrierter Fleck von MB
auf der Oberfléche zuriickblieb. Diese Probe wird nur zum qualitativen Vergleich
mit der IRRAS-Probe verwendet.

3.2 Optische Eigenschaften der Nanoantennen

In einem ersten Schritt soll die Nahfeldverteilung simuliert und die Fernfeld Ex-
tinktion der Antennen bei verschiedener Ausrichtung der linearen Polarisation des
anregenden Lichts untersucht werden. Damit wird gezeigt, dass die rechteckigen
Nanoantennen nicht nur eine dipolare LSPR entlang der langen Antennenachse
aufweisen (longitudinale Mode), sondern auch quer zur langen Achse (transversa-
le Mode) eine dipolare LSPR angeregt werden kann. Diese LSPR-Anregungen,
sowie die Polarisationsrichtung des zur Anregung verwendeten Lichts, werden
als parallel (]|) und senkrecht (L) bezeichnet. Sie weisen Resonanzfrequenzen
im infraroten beziehungsweise im sichtbaren Spektralbereichen auf und kénnen
so zur Verstarkung von sowohl IR~ als auch Raman-aktiven Moden verwendet
werden.

3.2.1 Extinktion

Fir die Messung des Extinktionssignals wurde die Transmission durch die
Antennen-Arrays mit Polarisation parallel und senkrecht zur langen Anten-
nenachse im IR und Sichtbaren gemessen. Die beleuchtete Fliche hatte im IR
einen Durchmesser von 58 pm und 100 pm im Sichtbaren, so dass jeweils mehr als
250 Antennen beleuchtet waren. Alle IR-Spektren wurden mit einer Auflésung
1 aufgenommen. In Abbildung [3.2.1] ist log (ITO) iiber der Frequenz

von 2cm”
dargestellt.
Man erkennt, dass bei paralleler Polarisation die LSPR im IR-Spektralbereich
auftreten, wobei deren genaue Position von der Lange der Antennen abhéngt. Im
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3.2 Optische Eigenschaften der Nanoantennen

wavelength [nm]
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Abbildung 3.2.1: Extinktion (log (170)) der Nanoantennen verschiedener Lange bei
Ausrichtung der Polarisation || und L zur Antennenachse im IR und Sichtbaren. Im
Sichtbaren ist die Extinktion unabhéngig von der Wellenldnge und daher exemplarisch
fir L = 1410 nm gezeigt. Es befindet sich bereits Methylene Blue auf den Antennen,
die Fano-artigen Banden im IR stellen nur kleine Anderungen der LSPR dar. Die
gestrichelte, rote Linie zeigt die Position des Raman-Anregungslasers und der rot
hinterlegte Bereich die Position der Stokes-Linien. [17]

Sichtbaren ist bei dieser Polarisation fiir alle Langen keine Anregung, beispiels-
weise hohere Ordnungen der IR-Moden, zu erkennen. Dies dndert sich, wenn die
Polarisation um 90° gedreht wird. Dann misst man im Sichtbaren eine LSPR
bei etwa 641 nm, die unabhéngig von der Lénge der Antennen ist. Im IR kann
bei paralleler Polarisation keine Anregung beobachtet werden. Durch die Breite
(transversale Mode) und die Lénge (longitudinale Mode) léasst sich die spektrale
Position beider LSPR-Moden unabhéangig voneinander festlegen und so optimale
SERS und SEIRS Verstiarkung erreichen.

Die Antennenldngen sind so gewéhlt, dass die LSPR-Frequenzen den Bereich der
Vibrationsschwingungen abdecken um eine maximale Verstarkung bei bestmogli-
cher Ubereinstimmung der Frequenzen zu erhalten. Es ist mit nur vier Anten-
nenlingen moglich, den gesamten Bereich zwischen 1100 cm™! und 3600 cm ™!
abzudecken um alle Vibrationsbanden zu verstéarken.

Die Breite der Antennen ist so gewéhlt, dass sowohl die Frequenz des anregenden
Lasers als auch die Stokes-verschobenen Raman-Linien (siehe markierte Positio-
nen in Abbildung eine moglichst groBe Uberlappung mit der Quermode

aufweisen.

Es ist an dieser Stelle darauf hinzuweisen, dass die Molekiilwechselwirkung mit
der Antenne im Nahfeld stattfindet. Die Resonanzfrequenz des Nahfelds kann
bei grofler Dampfung des Antennenmaterials gegeniiber den hier gezeigten Fern-
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3 Nanoantennenverstirkte IR- und Raman-Spektroskopie an einer Nanostruktur

feldresonanzen deutlich rot-verschoben sein [I19]. Im Fall der hier untersuchten
Gold-Antennen ist die zu erwartende Verschiebung jedoch gering einzuschét-
zen [120].

3.2.2 Nahfeldverteilung

Zur Veranschaulichung der Nahfeldverteilung der longitudinalen und transver-
salen Mode wurden FDTD Simulationen durchgefiihrt. Eine ausfiihrliche Be-
schreibung der Simulationsparameter ist in [I7] zu finden. Abbildung zeigt
die quadrierte Nahfeldintensitét (vergleiche Abschnitt der 1410 nm langen
Nanoantennen fiir Anregung im IR und Sichtbaren. In der Simulation wurden fiinf
Nanoantennen nebeneinander simuliert, wobei die drei mittleren in Abbildung
und zu sehen sind. Es wurde gezeigt, dass sich die Nahfelder im
gezeigten Ausschnitt fiir fiinf oder mehr Antennen nicht &ndern. Die in den Si-
mulationen verwendete Antennengeometrie ist in [17] veroffentlicht und versucht
die experimentellen Gegebenheiten bestmoglich nachzubilden. Dies beinhaltet
auch das Strahlprofil des einfallenden Lichts.

In und ist das Nahfeld bei raumlich ausgedehnter, paralleler An-
regung bei der simulierten Nahfeld-Resonanzfrequenz (1751 cm™!) dargestellt.
In b) und d) wurden die Antennen mit einem GaufB-férmigen, senkrecht polari-
sierten Strahlprofil angeregt und das Nahfeld bei der Laserwellenlénge (633 nm)
ausgewertet. Da das anregende Strahlprofil in d) nach auen hin auf null abfllt,
ergibt eine Normierung des Nahfelds auf das Feld des einfallenden Strahls keinen
Sinn. ¢) und d) sind daher auf die maximale, in der gezeigten Ebene auftretende,
Feldstarke normiert. Aufgrund des kleinen Bildausschnitts in a) und b), ist dort
eine Normierung auf die einfallende Feldstarke sinnvoll, was eine Bestimmung
der Feldverstarkung ermoglicht.

In a) und b) erkennt man, dass die Feldverstiarkung stark von der Oberfla-
chenkriitmmung abhéngt und bei realen, rauen Antennenenden eventuell starker
an konvexen Stellen lokalisiert ist. Wegen der unterschiedlichen Dipolmomente
und Aspektverhaltnisse im Bezug auf die Anregungsrichtung!] sind die Nahfelder
der transversalen Mode deutlich weniger verstarkt als die der longitudinalen
Mode.

Aus ¢) und d) lasst sich schlieBen, dass die verstarkten Nahfelder bei paralleler
Anregung auf den Bereich der Antennenenden beschrankt sind und bei senkrechter
Anregung die hochsten Felder an den Antennenseiten innerhalb des 600 nm
groflen Anregungsflecks auftreten. Dies kann damit erklirt werden, dass im freien
Elektronengas keine Scherkréfte auftreten. Die transversale Mode tritt daher nur
an den Stellen der Antenne auf, die auch angeregt werden. Damit lasst sich auch

4Die unterschiedlichen Materialeigenschaften von Gold bei hoheren Frequenzen kénnen auch
eine Rolle spielen.
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3.3 SERS
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Abbildung 3.2.2: Quadrierte Nahfeldintensitéit bei paralleler (||, a) und c)) und
paralleler (L, b) und d)) Anregung. Die Konturen der Antennen sind gepunktet
hervorgehoben. In a) und c¢) wird mit einer ebenen Welle angeregt und das Nahfeld
an der simulierten Resonanzfrequenz (1751 cm™!) ausgewertet. a) und c) zeigen das
selbe Nahfeld in zwei senkrecht aufeinander stehenden Ebenen, die jeweils durch
blau gestrichelte Linien eingezeichnet sind. Gleiches gilt fiir b) und d). Analog zum
Experiment wird in b) und d) mit einem Gauf-férmigen Strahlprofil angeregt. Der
gestrichelte Kreis in d) hat einen Durchmesser dpeam von 600 nm und zeigt Ey/Eo max =
1/e des einfallenden Strahls an. Das Nahfeld ist an der Laserwellenlénge (633 nm)
ausgewertet. In a) und b) sind die Nahfelder auf die einfallende Feldstéirke normiert,
wéahrend in ¢) und d) auf die maximale lokale Feldstérke normiert ist (siehe Text). [17]

erklaren, weshalb die Extinktion der transversalen Mode unabhéngig von der
Antennenlange ist.

In erster Nédherung kann analog zu Gleichung A!Ctive ~ 2WH = 7200 nm?
abgeschitzt werden. Fiir senkrechte Polarisation wird Ax ~ 2H - dpeam ~

active
7 - 10*nm? angenommen.

3.3 SERS

Zum Vergleich zwischen antennenverstarktem und nicht verstirktem Raman-
Signal von MB, wird in diesem Abschnitt das auf einer ebenen Goldoberfliche
aufgenommene Signal und das auf Antennen aufgenommene Signal miteinander
verglichen.

3.3.1 Vergleichsmessung (Raman)

Da sich die glatte Goldoberflache fiir die Raman-Vergleichsmessung auf dersel-
ben Probe wie die Nanoantennen befindet, ist diese unter den exakt gleichen
Bedingungen wie die Antennen mit MB versehen worden.

Eine nicht-verstirktes Raman-Spektrum der Vergleichsmessung ist in Abbil-
dung blau dargestellt. Das dargestellte Spektrum wurde fiir 30 s akkumuliert
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500 , , , Abbildung 3.3.1: Die Raman-
446 antenna (E)) 1624 Spektren von MB auf einer flachen

i Goldoberflache (blau) und auf einer
Antenne mit parallel polarisiertem Licht
(rot) zeigen das nicht verstérkte Raman-
Signal von MB. Die griine Linie zeigt das
SERS-Spektrum von Methylene Blue auf
derselben Antenne aber mit senkrecht
polarisiertem Licht. Die Intensitat ist

2- ' flat'gold patch : auf die Laserleistung normiert, die im
2r jl} E ag ntenna (E,) ﬂ n 1 nicht verstarkten Fall 50 pW und 500 nW
0 500 1000 1500 bei SERS betrug. Alle Spektren wurden
iber 30s akkumuliert. [17]
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und ist auf die Laserleistung (50 pW) normiert. Die in Tabelle [3.1] aufgefiihrten
Banden sind zu erkennen.

3.3.2 SERS-Messungen auf einer Nanoantenne

Ein ahnlich starkes Spektrum wird auch gemessen, wenn in paralleler Polarisation
auf eine Antenne fokussiert wird. In Abbildung [3.3.1] ist dieses Spektrum rot
dargestellt. Es ist dabei unerheblich ob die Antenne in der Mitte beleuchtet
wird oder die Liicke zwischen zwei Antennen im Fokus liegt. Die Léange der
Antenne hat ebenfalls keine Auswirkung auf die Stiarke des Signals. Daraus kann
geschlossen werden, dass bei paralleler Anregung keine Verstarkung auftritt und
das Signal hauptséichlich von dem auf CaF, adsorbierten MB stammt, das dort
in der gleichen Dichte adsorbiert wie auf Gold [

Wird die Polarisation senkrecht zu den Antennen eingestellt, so wird die LSPR-
Quermode angeregt und man misst bei einer Laserintensitat von 500 nW innerhalb
von 30s ein Raman-Signal. Dieses ist in Abbildung[3.3.1] ebenfalls normiert auf die
Laserintensitét, eingezeichnet. Aufgrund der verschiedenen Laserintensitaten und
der anschliefenden Normierung unterscheidet sich das Rauschlevel der Spektren

in Abbildung [3.3.1]

3.3.3 Verstarkungsfaktor

Im Vergleich zu den nicht verstarkten Signalen, ist das SERS-Signal etwa 100
mal verstarkt. Nach Gleichung (2.7.16)) miissen zur Berechnung des SERS-

Verstirkungsfaktors EFRaman zusitzlich die Anzahl der zum Signal beitragenden

Molekiile und die Verhaltnisse der Laserintensitaten und Akkumulationsdauern

5Dies wurde durch ein Spektrum abseits der Antennen verifiziert.
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3.4 SEIRS

berticksichtigt werden. Letztere sind durch die normierte Darstellung in Abbildung
berticksichtigt, beziechungsweise identisch, so dass nur die Molekiilanzahl in
Form von zum Signal beitragenden Oberflachen zusatzlich beachtet werden muss.
Bei der SERS-Messung wird das Gesamtsignal von den Molekiilen innerhalb
der Hotspots dominiert. Die Oberflache der Hotspots bei senkrechter Anregung
wurde in Abschnitt mit AL~ 2H - dyeam ~ 7 - 10* nm? abgeschitzt. Im
Gegensatz dazu tragen bei der Vergleichsmessung alle Molekiile innerhalb des
600 nm groflen Fokus zum Signal bei.
Die Abschatzung des Verstarkungsfaktors der SERS-Messung ergibt damit
Raman 3- 105 ~

EF 252" ~ 100 - 10~ 400,
was fiir SERS-Messungen gering ist. Der hauptséchliche Grund dafiir ist, dass das
verstiarkte Nahfeld der Quermode tiber eine grofle Strecke ausgedehnt ist. Durch
die resonante Anregung ist zwar eine Uberhohung des lokalen Felds moglich,
jedoch wird dieses nicht wie bei einer spitz zulaufenden oder diinnen Antenne
auf ein kleines Volumen konzentriert.
Aus Abbildung [3.2.2b erkennt man, dass fiir die héchsten Nahfelder analog
zu Gleichung EFSERS = ’Emax’4/ \E0|4 ~ 200 gilt. In Anbetracht der
idealisierten Simulationsgeometrie und des nicht berticksichtigten chemischen
Effekts stimmt dies mit den Messergebnissen gut iiberein.

3.4 SEIRS

Dieselben Nanoantennen die fiir die SERS Messungen verwendet wurden, sind
anschliefend im IR vermessen worden. Da im freien Elektronengas keine Scher-
krafte auftreten, koppeln longitudinale und transversale LSPR nicht und koénnen
sich somit nicht gegenseitig beeinflussen. Daher ware es mit dem entsprechenden
experimentellen Aufbau auch moglich beide Messungen zeitgleich durchzufiihren.

3.4.1 Vergleichsmessung (IR)

Auch im IR wurden Vergleichsmessungen auf einem flachen Goldsubstrat durch-
gefiihrt. Da die beleuchtete Flédche beim verwendeten Aufbau (Abschnitt
mehr als 1 cm grof ist, konnte die Goldfliche auf dem CaF,-Substrat der Anten-
nen nicht verwendet werden. Ein in Abschnitt beschriebenes Goldsubstrat,
das zuvor 15 Stunden in einer 33 pM wéssrigen MB-Losung eingelegt war, wurde
mit p-polarisiertem Lichtlﬂ unter 83° Einfallswinkel vermessen. Das so erhaltene
IRRAS-Spektrum wurde auf das Spektrum eines sauberen Goldsubstrats normiert

6Polarisation parallel zur Einfallsebene.
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wavelength [m] Abbildung 3.4.1: IRRAS-
L 098 7 6 S 4 Spektrum von MB auf Gold
E\ | = g g % und Transmissionsspektrum
> : dried drop : eines getrockneten Tropfens
= 1 w — IRRAS von MB-Lésung. Die Schwin-
2 1000 — 50 2000 2500 000 gungsbanden sind in Tabelle

wavenumber [cm’'] angegeben. [17]

und ist in Abbildung dargestellt (lila). Es wurde basislinienkorrigiert und
aufgrund des hohen Rauschens gegléttet (Savitzky-Golay, 2. Ordnung, 25 Punkte,
siehe Abschnitt . Um die verrauschten Banden eindeutig dem MB-Molekiil
zuordnen zu konnen, wurde wie in Abschnitt beschrieben, auflerdem der
Fleck eines verdunsteten Tropfens von MB-Losung in Transmission vermessen.
Das IR-Spektrum ist ebenfalls in Abbildung dargestellt (grau).

Eine quantitative Auswertung dieses Spektrums ist aufgrund der unbekannten
Molekiilanzahl nicht moglich. Es zeigt jedoch die gleichen Absorptionsbanden wie
das IRRAS-Spektrum. Einige Banden sind in der Frequenz verschoben und weisen
unterschiedliche relative Intensitdten auf. Dies kann durch die unterschiedliche
Messgeometrie, Molekiildichte und die Wechselwirkung mit dem Substrat erklért
werden. Die wichtigsten Banden sind, mit den mittels IRRAS bestimmten Fre-
quenzen, in Tabelle [3.1] aufgelistet. Erwidhnenswert ist die im IRRAS-Spektrum
stark ausgepragte Bande bei 1741 cm™!. Sie ist als Schulter auch im Spektrum
des getrockneten Tropfens zu erkennen, wird aber in der Literatur nicht erwéihnt.
Grund ihres Auftretens konnte die Degradation von MB sein [I17]. Die IRRAS-
Bande bei etwa 1660 cm™! tritt im Transmissionsspektrum des getrockneten
Tropfens ebenfalls als Schulter auf, ist aber auch unbekannter Herkunft und in
den SEIRS-Spektren (Abbildung (3.4.4)) nicht zu finden.

3.4.2 Signalextraktion bei SEIRS Messungen

Fiir die antennenverstarkten IR-Messungen von MB wurde die longitudinale
Mode der Antennenresonanz angeregt. Die Spektren wurden bereits in Abbildung
3.2.1| gezeigt. Die Fano-artigen Abweichungen von der breitbandigen Antennen-
resonanz treten an den Frequenzen der MB-Vibrationsbanden auf und sind auf
die Wechselwirkung mit der LSPR zuriickzufithren. In Abbildung sind, in
einem vergroBertem Ausschnitt, die MB-Banden bei 1591 cm™! und 1741 cm ™!
auf dem breitbandigen LSPR-Untergrund von zwei verschiedenen Antennen zu
sehen (schwarze Spektren). In diesem Abschnitt sollen verschiedene Methoden
vorgestellt werden, wie man die Vibrationssignale aus solchen Spektren extrahiert.
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Basislinienkorrektur

Eine oft verwendete Methode zur Extraktion von Peaks auf einem Untergrund
ist die sogenannte Basislinienkorrektur. Der Untergrund wird dann entweder
von den Messdaten subtrahiert oder dividiert. Die geeignete Methode hangt von
der Darstellung der Messdaten ab. Die hier gewéhlte Darstellung von log (Iy/1)
erfordert eine Subtraktion der Basislinie[]

Die Basislinie kann beispielsweise durch den Fit eines physikalischen Modells
an die Messdaten erhalten werden oder in einem bestimmten Bereich durch
den Fit eines Polynoms. Bei kleinen Signalen muss das Modell den Untergrund
sehr genau beschreiben, da andernfalls die Abweichungen grofler sind als die zu
extrahierenden Signale. Aus diesem Grund werden die Basislinien hier nicht mit
der Gleichung beschrieben. Ein Polynom-Fit hingegen hingt stark von
der gewahlten Ordnung und den Fit-Grenzen ab und eine Spline-Kurve von den
Positionen der Stiitzstellen.

Eine reproduzierbare Methode zur Bestimmung einer Basislinie ist die Glat-
tung der Messkurve. Dadurch werden die schmaleren Molekiilvibrationen her-
ausgeglattet, wahrend die breitbandige LSPR idealerweise unverandert bleibt.
Mathematisch existieren es mehrere Glattungsalgorithmen.

Savitzky-Golay. Der Savitzky-Golay-Algorithmus [I21] ist einer der bekanntes-
ten und wird auch in dieser Arbeit héufig verwendet um das Rauschen in Spektren
zu unterdriicken. Dabei werden eine zuvor wiahlbare Anzahl von Datenpunkten
(Smoothing Points) um eine Frequenz wsg im Spektrum mit einem Polynom
(meist zweiten Grades) gefittet. Der Wert des Polynoms bei wgg wird dann fir die
geglattete Funktion iibernommen. So werden alle Datenpunkte durchgegangen.
Je grofler die Anzahl der Smoothing Points gewahlt wird, desto glatter wird die
Kurve.

Eilers. Eine Alternative stellt der von EILERS veréffentlichte Algorithmus [122]
dar. Die Idee ist, dass jedem Messwert y; ein Wert der geglatteten Kurve z; zu-
geordnet wird. Ein Ma8 fiur die Glatte der Kurve stellt dabei R =Y, (z; — zi_1)2
dar. Analog zu einem Fit wird nun versucht die Abweichung S = Y, (y; — 2;)
zwischen allen y; und z; zu minimieren bei gleichzeitiger Bestrafung zu grofler
Rauigkeit. Dies wird erreicht durch die Minimierung von @) = S + AR, wobei
A der vom Nutzer wahlbare Grad der erreichten Glétte ist. Vorteil dieser Me-
thode gegeniiber dem Savitzky-Golay-Algorithmus ist, dass die Datenpunkte
nicht aquidistant verteilt sein miissen und so Bereiche die offensichtlich durch
Vibrationsbanden gestort sind, beim Glattungsvorgang vernachlassigt werden
konnen [57].

"Durch den Logarithmus entspricht dies einer Division bei der Basislinienkorrektur der
relativen Transmission I/Ij.
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Abbildung 3.4.2: In a) ist die Extinktion der Antennen mit MB fiir L = 1410 nm und
L = 1110nm zu sehen (schwarz, Auflésung 2 cm™1). Zusitzlich sind die verschieden
stark mit dem Eilers-Algorithmus geglétteten Spektren eingezeichnet. In b) wurden
diese als verschiedene Basislinien vom urspriinglichen Spektrum abgezogen. In c) wird
der Glattungsmechanismus von EILERS (rot) mit dem von SAVITZKY und GOLAY
(blau) anhand der basislinienkorrigierten Spektren von L = 1410 nm verglichen. Die
Zuordnung zwischen A und der Anzahl der Smoothing Points wurde nach Augenmafl
gewahlt.

Neben den in Abbildung dargestellten gemessenen IR-Spektren (schwarz)
sind ebenfalls die mit dem Eilers-Algorithmus geglatteten Spektren fiir verschie-
dene A eingezeichnetﬂ In Abbildung sind die zugehorigen, basislinienkorri-
gierten Spektren gezeigt.

Man erkennt, dass mit grofler werdender Glatte die Signalstarke des basisli-
nienkorrigierten Spektrums ansteigt. Dies liegt daran, dass die Basislinie bei
kleinen A den Fano-artigen Vibrationsbanden noch folgt. Werden die Werte von
A zu grof3, so sieht man speziell bei der Resonanzkurve der 1410 nm langen
Antennen in Abbildung dass das geglattete Spektrum auch die Spitze
der LSPR abflacht. Dies fiihrt im basislinienkorrigierten Spektrum in Abbildung
zu unphysikalischen Artefakten (besonders gut sichtbar oberhalb von
1700 cm™!). Die Wahl eines geeigneten Werts fiir A ist erneut der Willkiir des
Nutzers iiberlassen und muss mit bedacht gewahlt werden.

Um zu zeigen, dass auch der Algorithmus von SAVITZKY und GOLAY ahnliche
Ergebnisse liefert, sind in Abbildung [3.4.2¢], neben den bereits in Abbildung
[3.4.2D] oben gezeigten Spektren, zusitzliche Spektren eingezeichnet, bei denen die

8Der zusétzliche Parameter p [57] wird in dieser Arbeit nicht variiert und immer 1/2 gesetzt.
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Basislinie mit dem Savitzky-Golay-Algorithmus erhalten wurde. Die Anzahl der
Smoothing Points wurde so gewihlt, dass eine moglichst gute Ubereinstimmung
mit dem jeweils korrespondierenden Spektrum erzielt wurde. Die Unterschiede
zwischen beiden Methoden sind marginal, so dass auch beim Savitzky-Golay-
Algorithmus die verniinftige Wahl des Glattungsparameters entscheidend ist.

Zweite Ableitung

Eine weitere Methode die breitbandige Antennenresonanz von den schmalban-
digen Vibrationsbanden zu trennen, ist die Darstellung der zweiten Ableitung
der Spektren. Die Kriimmung der Vibrationsbanden fithrt dazu, dass sich diese
von der nahezu verschwindend gekrimmten Antennenresonanz abheben. Dabei
ist zu beachten, dass sich die Peak-Form durch die Ableitung dndert [123]. Ein
einfacher Lorentz- Peak, der im relativen Transmissionsspektrum ein Minimum
darstellt, wird in der zweiten Ableitung nach oben zeigen und auf beiden Seiten
kleinere Nebenminima aufweisen. Auflerdem verringert sich die Halbwertsbreite,
was es moglich macht, dicht beieinanderliegende Peaks spektral zu trennen [123].
Dieser Effekt wird beispielsweise hdufig in der Proteinspektroskopie verwendet
um die verschiedenen strukturellen Komponenten zu trennen [124].

In Abbildung sind die zweiten Ableitungen’| der in Abbildung darge-
stellten, nicht gegldtteten Spektren abgebildet (gelb). Die Vibrationsbanden sind
von einem hohen Rauschpegel iiberlagert und das Signal-zu-Rausch-Verhéltnis
betrigt etwa acht. Durch Glattung mit dem Savitzky-Golay-Algorithmus kann

9Genau genommen hat die zweite Ableitung der dimensionslosen Absorbanz (oder relativen
Transmission) die Einheit einer Fléche: (cm*l)f2 = cm?. Da die Signalstiirke der zweiten
Ableitung jedoch nie absolut ausgewertet wird, sondern immer mit der Stirke eines anderen
Peaks oder des Rauschens verglichen wird, soll in dieser Arbeit die Einheit der zweiten
Ableitung unterschlagen werden.
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das Rauschen unterdriickt werden, so dass das Signal-zu-Rausch-Verhéltnis bei
15 Smoothing Points auf etwa 22 ansteigt und bei 25 Smoothing Points schon
etwa 80 betragt. Andererseits verringert sich durch die Glattung die absolute
Peak-GroBe. Bei zum Beispiel 25 Smoothing Points ist die Peak-Grofle auf etwa
die Halfte zuriickgegangen. So muss auch bei dieser Methode ein verniinftiger
Kompromiss gefunden werden, der fiir diese Messungen auf 25 Smoothing Points
festgelegt wird. Dieser Wert hangt natiirlich vom Rauschen der Messung und
deren Auflésung ab und ist kleiner zu wéhlen fiir grobere Auflésungen.

In Abbildung [3.4.4p-e sind die geglatteten zweiten Ableitungen fiir alle Spektren
aus Abbildung zu sehen. Zur Orientierung bei den Peak-Positionen ist in a)
das IRRAS-Spektrum aus Abbildung reproduziert. Aulerdem sind die LSPR-
Frequenzen der verschiedenen Antennen mit farbigen Dreiecken markiert. Man
erkennt, dass Vibrationsbanden im spektralen Bereich um die LSPR besonders
grofle Signale in der zweiten Ableitung liefern. Bei senkrechter Polarisation
wird keine LSPR angeregt, daher treten in der zweiten Ableitung auch keine
Vibrationsbanden auf.

Dass die Signalgréfie des Molekiils von der Abstimmung der LSPR-Frequenz zur
Vibrationsfrequenz (dem sogenannten Detuning) abhéngt, wurde bereits in [12]
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gezeigt. Dass dies ebenfalls fiir die zweite Ableitung gilt erscheint plausibel, ist
aber nicht offensichtlich und soll im Folgenden erldutert werden.

Die zweite Ableitung des Fano-Profils (Gleichung (2.7.8))) nach der Frequenz w
ergibt sich zu

d? a 2(2¢8 4+ (3¢° —3) —6ge —¢*+1) 4
e lfe@)l= i1 @17 e (3.4.1)

wobei nach wie vor € = 2 (w — wyp,) /7 gilt. In Abbildung ist Gleichung
(3.4.1)) exemplarisch fiir a =1, v = 50cm ™}, wyyp, = 1500 cm™* und verschiedene
Werte fiir ¢ von 0 bis 1 (Schrittweite 0,1) dargestellt. In der eingefiigten Grafik ist
die Signalgréfie (von Minimum zu Maximum) iiber ¢ aufgetragen und man erkennt,
dass diese ndherungsweise unabhéngig von ¢ ist. Aufgrund der Symmetrien
(2.7.9) und des Fano-Profils, lasst sich diese Aussage auf —oo < ¢ < 0o
ausdehnen.

Solange die Dédmpfung v und wyy, der Schwingung unabhéngig vom Detuning sind,
was bei gleichbleibender Temperatur und Umgebung anzunehmen ist, so ist die
Signalgrofie der zweiten Ableitung ndherungsweise proportional zur Signalgrofie a
des Fano-Profils. Nimmt man weiter an, dass alle Schwingungsbanden eine
dahnliche Dampfung aufweisen, was fiir MB naherungsweise gegeben ist, so ist
nicht nur der Vergleich einer Bande auf verschieden langen Antennen sinnvoll,
sondern auch der Vergleich verschiedener Banden.

Bewertung der verschiedenen Methoden

Abschlieflend lésst sich sagen, dass jede der vorgestellten Methoden Vor- und
Nachteile aufweist. Wahrend die Basislinienkorrektur mittels Fit eines physi-
kalischen Modells oder durch die Beschreibung einer Spline-Kurve von vorn
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herein ausgeschlossen wurden, liefert die Glattung der Spektren, unabhéngig
vom angewandten mathematischen Algorithmus, gute Ergebnisse. Die basislini-
enkorrigierten Spektren liefern Signalgréfen, die den Signalgrofien der Vergleichs-
messungen direkt gegeniibergestellt werden kénnen. Aufgrund des frei wiahlbaren
Glattungsparameters ist die Basislinie und damit die Signalstérke nicht eindeutig
bestimmt.

Die zweite Ableitung hingegen liefert keine absoluten Signalgréfien. In speziellen
Féllen ist es zwar moglich diese aus der zweiten Ableitung zu errechnen (siehe
Abschnitt , was jedoch nicht immer moglich ist. Wird eine Glattung der
zweiten Ableitung fiir ein verniinftiges Signal-zu-Rausch-Verhéltnis notig, werden
auch bei dieser Methode die Signalgrofien von einem frei wahlbaren Parameter
beeinflusst. Ist man rein am Nachweis eines Signals und nicht an dessen Grofie
interessiert und ist auferdem, wie in Kapitel [5 eine Glattung aufgrund einer
groberen Auflésung nicht nétig, so ist diese Methode unabhéngig von Parametern
und damit den andern Methoden vorzuziehen.

3.4.3 Verstarkungsfaktor

Zur Abschatzung des SEIRS-Verstiarkungsfaktors kann die tatsdachliche Signal-
grofle aus der zweiten Ableitung rekonstruiert werden. Dafiir wurde Gleichung
(3.4.1) an ein abgeleitetes Spektrum gefittet und aus den daraus erhaltenen F'it-
Parametern (a, 7, ¢, wyip) die Groe des Fano-Profil rekonstruiert. Diese Methode
liefert jedoch nur bei spektral separierten Banden, die geniigend Abstand von
der LSPR-Frequenz haben, brauchbare Ergebnisse. Der Einfluss der LSPR in der
zweiten Ableitung ist zwar gering, befindet sich die Vibrationsbande jedoch zu
nahe an der LSPR-Frequenz, beschreibt Gleichung die Messdaten nur un-
geniigend genau. Die Bande bei 1741 cm ™! im Graph (L = 1110nm) eignet
sich daher fiir diese Methode und ist in Abbildung vergrofiert, zusammen
mit dem besten Fit, dargestellt.

Der Fit-Parameter a = [, ~ 11 -1073 gibt dabei direkt die GroBe des rekon-
struierten Fano-Profils wieder. Ein Vergleich mit der durch Basislinenkorrek-
tur bestimmten Peak-Grofle (Abbildung unten) liefert Werte zwischen
Iie ~ 41073 und I, ~ 8 - 1073, je nach Wahl von \. Die Methode scheint die
SignalgroBe folglich leicht zu iiberschétzen. Der Vorteil der Ableitungsmethode
liegt jedoch in der Bestimmung des Detuning-Parameters g. Dieser ist bei ei-
nem Fano-Fit an ein basislinienkorrigiertes Spektrum extrem von A abhéngig.
Andererseits bietet die Basislinienkorrektur bei dicht nebeneinander liegenden
Banden die einzige Moglichkeit die Signalgrofie auszulesen. Es muss daher je
nach Situation entschieden werden, welche Methode angewendet wird.

Die im vorherigen Absatz bestimmte Signalgréfie muss nun mit dem nicht
verstirkten Signal von MB verglichen werden. Dieses ergibt sich fiir die Ban-

de bei 1741 cm™' aus Abbildung [3.4.4h zu I.om ~ 9 - 107%. Nach Gleichung
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errechnet man daraus eine messbare Verstarkung zwischen 5 und 12.
Aus Gleichung ergibt sich ein zusatzlicher Faktor von etwa 39, der das
IRRAS-Signal in ein Transmissionssignal umrechnet. Aus der Betrachtung der
Fliachen Aupit/Aactive = 1000 (vergleiche Abschnitt errechnet sich nach
Gleichung ein Gesamtverstirkungsfaktor zwischen EFR 2 200 000 und
EF™ =~ 470000.

calc
Wertet man denselben Peak (1741 cm™!) auf den besser abgestimmten Antennen
der Lange L = 1410 nm aus, so erhilt man eine Signalstirke von I, ~ 15- 1073
(Abbildung [3.4.2b oben, A = 10°) und damit eine Verstirkung von

EF® ~650000.
Dieser Wert ist etwas grofler als die bisher berichteten Verstarkungsfaktoren in
SEIRS-Studien [12], TOI]. Der Grund hierfiir liegt vermutlich in der Préparation
der Proben. Bedingt durch den geographisch unterschiedlichen Standort der
Messapparaturen wurden die SERS-Messungen einige Tage vor den SEIRS Mes-
sungen durchgefiihrt. Daher konnte das Methylene Blue auf den Antennen starker
degradieren, als auf der frisch praparierten Goldoberfliche der IRRAS-Messung.
Da der Peak bei 1741 cm ™! dem degradierten MB-Molekiil zugeschrieben wird
und fiir die Bestimmung von EF'® ausgewertet wurde, kann eine Uberschétzung

clac
der tatsachlichen Verstéarkung erklart werden.

Aus der Amplitude des verstarkten Nahfelds in Abbildung [3.2.2h erkennt man,
dass EFsgira = |Emax|” /| Eol” = 2-10* und EFsgrs = |Emax|” / |Eol* =~ 4 - 108
gilt. Vernachléssigt man den chemischen Effekt und beachtet, dass der Wert
fiir F.x an der unrealistisch scharfen Ecke in der Simulation abgelesen wurde
und somit wohl eher kleiner ausfallen wird, so stellt man fest, dass EFR_ >

EFsgra ist. Eine Erklarung des antennenverstarkten Signals rein iiber die
elektromagnetische Verstirkung ware fiir SEIRA nicht moglich. Nimmt man
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jedoch an, dass das antennenverstiarkte Signal mit der vierten Potenz des Feldes
geht, so ware eine rein elektromagnetische Verstarkung denkbar.

Zusammenfassung

In diesem Kapitel konnte gezeigt werden, dass SERS und SEIRS an einer einzelnen
Gold-Nanoantenne moglich ist. Es wurden die Verstiarkungsfaktoren fiir beide
Methoden abgeschatzt, wobei die Verstarkung der IR-Signale deutlich grofier war
als die der Raman-Signale. Dies wurde auf die Antennengeometrie zuriickgefiithrt.

Ein Ausblick ist in Kapitel [7] zu finden.
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4 Proteine

Bevor in Kapitel 5| antennenverstérkte Proteinspektren gezeigt werden, sollen in
diesem Kapitel der Aufbau, die Figenschaften und IR-Spektren der verwendeten
Proteine vorgestellt werden.

4.1 Grundlagen der Biochemie

In diesem Abschnitt wird der grundlegende Aufbau der involvierten Substanzen
und deren Funktion beschrieben. Es handelt sich dabei um eine oberflichliche
Einfithrung in die Biochemie der Proteine und deren Handhabung. Fir ein
tiefergehendes Verstandnis der Zusammenhénge sei auf die Lehrbiicher [125-127]
verwiesen.

4.1.1 Aufbau von Proteinen

Proteine sind Makromolekiile, die in jedem Organismus und in nahezu jedem
physiologischen Prozess, entscheidende Aufgaben erfiillen. Sie sind lineare Po-
lymere deren Untereinheiten die Aminosduren bilden. Im Folgenden soll auf
Aminoséduren, deren Bindung untereinander und die dreidimensionale Struktur
der Proteine eingegangen werden.

Aminosauren

Wie der Name schon sagt, bestehen Aminosauren aus einer Amino- (—NHj) und
einer Carboxyl- (—COOH), also Sauregruppe. Bei den in Proteinen vorkommen-
den a-Aminosduren sind diese beiden Gruppen an ein zentrales Kohlenstoffatom,
das sogenannte C,-Atom, gebunden. An den beiden anderen Bindungen des
sp3-hybridisierten C,-Atoms befindet sich ein Wasserstoffatom und eine je nach
Aminosdure unterschiedliche Rest-Gruppe, die auch als Seitenkette bezeichnet
wird. Aminosduren sind chirale Objekte, jedoch kommen in der Natur fast
ausschlieflich r-Isomere vor. In Abbildung ist die allgemeine Form einer r-a-
Aminosédure veranschaulicht. Zuséatzlich sind zwei der insgesamt 20 in Proteinen
vorkommenden Aminosduren exemplarisch gezeigt.
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Abbildung 4.1.1: Aminosduren haben die in gezeigte allgemeine Form. Sie
bestehen aus dem zentralen C-Atom (rot, oft C, genannt), einer daran gebundenen
Aminogruppe (—NHz), einer Carboxylgruppe (—COOH), einem Wasserstoffatom und
einer je nach Aminoséure verschiedenen Restgruppe, hier mit R bezeichnet. Exempla-
risch sind zwei in der Natur vorkommende Aminosduren gezeigt: Cystein in [£.1.15 und

Histidin in

O
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Abbildung 4.1.2: Durch die Abspaltung eines Wassermolekiils verbinden sich zwei
Aminosduren kovalent. Die entstehende Peptidbindung ist rot hervorgehoben.

Peptidbindung

Zwei Aminosauren konnen sich unter Zufuhr von Energie kovalent verbinden.
Dabei bildet sich die sogenannte Peptidbindung zwischen der Carboxylgruppe
der ersten und der Aminogruppe der zweiten Aminosdure unter Abspaltung eines
Wassermolekiils aus. Die entsprechende Reaktionsgleichung ist in Abbildung
dargestellt. An den so entstandenen Dimer konnen auf gleiche Art und
Weise weitere Aminosduren binden und bilden so eine lineare, unverzweigte
Polypeptidkette. Die einzelnen Glieder unterscheiden sich dabei nur durch ihre
Seitenketten, so dass sich ein durchgéngiges, fiir alle Proteine gleiches Riickgrat
ausbildet. Dabei wiederholt sich die Atomreihenfolge -N-C,-C- ungefihr alle
3,5A [125]. Die Richtung der Polypeptidkette ist per Konvention festgelegt und
lasst sich am Anfang und Ende der Kette leicht erkennen. Als N-Terminus ist
der Anfang mit offener Aminogruppe definiert, wiahrend der C-Terminus das
gegeniiberliegende Ende bezeichnet.

Um die Synthetisierung von Peptidbindungen zu erleichtern kann die OH-Gruppe
der Carboxylgruppe durch N-Hydroxysuccinimide (NHS) ersetzt werden [12§].
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Abbildung 4.1.3: Die Verwendung von N-Hydroxysuccinimide (NHS, blau) macht
die kiinstliche Peptidsynthese effizienter.

Diese Estergruppe 16st sich leichter vom restlichen Molekiil und erméglicht so die
Bildung einer Peptidbindung zur Aminogruppe eines zweiten Molekiils. Dieser
Vorgang ist in Abbildung schematisch abgebildet.

Primarstruktur

Proteine unterscheiden sich in erster Linie in der Sequenz der Aminoséduren und
der Lénge der linearen Kette. Die Sequenz wird Primarstruktur des Proteins
genannt. Diese bestimmt wie sich die Polypeptidkette unter geeigneten Umstén-
den faltet. Die biologische Funktion des Proteins kommt jedoch erst durch seine
dreidimensionale Struktur zustande.

Sekundarstruktur

Zwischen den Carbonyl- (C=0) und den sekundiren Aminogruppen (N-H) des
Proteinriickgrats konnen Wasserstoftbriicken zu einer Bindung zwischen nicht
direkt benachbarten Gruppen innerhalb der Kette fithren. Diese zusétzlichen
Bindungen fiihren zu einer iibergeordneten Struktur, die in vielen Fallen regel-
mafig ist. Die hdufigsten so entstehenden Sekundérstrukturen sind a-Helix und
S-Faltblatt, welche in Abbildung dargestellt sind. Bei der a-Helix bilden
sich die Wasserstoffbriicken zwischen jeder i-ten und (i + 4)-ten Aminoséure aus
und bilden so eine eng gewickelte Helix mit einer Gewindesteigung von 5,4 A und
einem Durchmesser des Riickgrats von 3,6 A [125]. Im Gegensatz dazu bilden sich
beim sehr flachen -Faltblatt Wasserstoffbriicken zwischen zwei oder mehreren
benachbarten Stréngen aus. Diese konnen parallel oder antiparallel verlaufen. Die
beschriebenen Sekundarstrukturen sind in Abbildung verdeutlicht. Aufer-
dem ermoglichen unregelméBige Abschnitte der Polypeptidkette Uberginge und
Richtungswechsel innerhalb des Proteins. Diese werden als Kehren und Schleifen
bezeichnet.

Tertiarstruktur

Zusatzlich zu den Sekundarstrukturen faltet sich das Protein zu einem drei-
dimensionalen Gebilde. Dabei tragen Disulfidbriicken zwischen zwei Cystein

29



4 Proteine

NH, NH, NH, COOH
\ \ ‘cH—R R—CH R
CH—R CH—R / \ e H
_c _c 0=cC N—H R N ¢ H
o=% __.0= \ I |
/ R—cH CH—R R i S
R—CH R—CH ¢ ¢ SN n e
=~ C~ /C=O__H_N\ ( : R ITI g
=<0-_ = I —— v
H\N/ © H\N/ © H_N\ /C=O % i :HC/N ICI R
\ \ R R 0\<{ o il
H Y v ' H
/CH_R /CH_R fo) C/C " CI\—|N H l’ly% '\Il H R E Iﬂ
= — ~ H
2 07K \ / 1o el N
0" \—H N—H N—H--0=C N He LY
/ / R—cCh CH— L T TON
R—CH R—CH { GH—R R
<o C=o SO NN R
N H=N =0 ( N
\ \ Il H
— — CH—R R—CH i
CH—R CH—R / \ H 0 A
C/ J o=c N—H R/C ;
o7\ _p--O7 1\ _y ‘N—H--0=c” \ H N
N~ N~ R
y y / \ T H\ c
R—CH R—CH R—CH CH—R N C/"
\ / o)
Parallel B pleated sheet Antiparallel 3 pleated sheet Right-handed a helix

Abbildung 4.1.4: Struktur von parallelem, antiparallelem S-Faltblatt und der a-
Helix. [129]

Seitenketten, Wasserstoftbriicken, ionische Bindungen oder hydrophobe Wech-
selwirkungen zur Stabilisierung der sogenannten Tertidrstruktur bei [125]. Die
Faltung hat eine groie Auswirkung auf die Eigenschaften des Proteins. Sind zum
Beispiel alle unpolaren Seitengruppen ins Innere des Proteins gerichtet und alle
polaren nach auflen, so wird das Protein wasserloslich und im Inneren kénnen
wasserunlosliche Stoffe transportiert werden.

Quartarstruktur

Einige Proteine bestehen zusétzlich aus mehreren Untereinheiten mit nicht
verbundenen Polypeptidketten. Diese lagern sich aneinander an und bilden so
die Quartarstruktur.

Denaturierung

Fiir die biologische Funktion des Proteins ist die dreidimensionale Struktur
entscheidend. Diese wird zwar durch die Primarstruktur vorgegeben, kann aber
durch duflere Einfliissse wie zum Beispiel Temperatur oder pH-Wert verdndert
werden. Man spricht in diesem Fall von der Denaturierung des Proteins. In
manchen Fallen kann dies erwiinscht sein und durch Zugabe von bestimmten
chemischen Substanzen (zum Beispiel 8M urea) erreicht werden. Sollen sich die
Proteine jedoch so verhalten wie im Korper eines Lebewesens, so muss versucht
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Abbildung 4.1.5:  Pufferwir-
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werden die Umgebungsbedingungen bestmoglich zu reproduzieren. Dazu werden
die Proteine haufig nicht in reinem Wasser sondern in sogenannten Puffern
gelost. Dies sind wéssrige Losungen von Salzen und Puffermolekiilen, mit denen
ein isotonischer Salzgehalt und ein moglichst stabiler pH-Wert erreicht werden
kann. Um den pH-Wert, also die Protonen- beziehungsweise H;O'-Konzentration,
der Losung zu regulieren, werden Molekiile als Puffer verwendet, die Protonen
aufnehmen oder abgeben. Ein Beispiel dafiir ist die Phosphorsaure (H3PO,),
deren Deprotonierung in Abbildung gezeigt ist.

In dieser Arbeit wurde hauptsachlich Phosphate Buffered Saline (PBS) von Sigma
Aldrich (P5493) als Puffer verwendet. AuBerdem kamen Trif| und HEPES? als
Puffersubstanz zum Einsatz.

4.1.2 Bindung von Proteinen

Bei der Bindung von Proteinen an andere Substanzen oder Oberflachen unter-
scheidet man zwischen spezifischen und unspezifischen Bindungen. Unspezifische
Bindungen kénnen von vielen Proteinen eingegangen werden, wahrend spezifische
Bindungen immer nur von einem Protein oder einer Proteinklasse eingegangen
werden konnen.

Unspezifische Bindung

Die héufigste Ursache fiir unspezifische Bindungen stellt die elektrostatische
Wechselwirkung zwischen Oberfliche und Protein dar. Durch die Verwendung von
Detergenzienf’| konnen elektrostatisch gebundene Proteine wieder geldst werden.
Jedoch bleiben dabei immer Riickstdnde der Detergenzien auf der Oberflache
zuriick.

Unspezifische Bindungen konnen auch kovalenter Natur sein. Obwohl Gold als
chemisch inert gilt, zeigen Thiolgruppen (SH) eine hohe Affinitat zu Goldoberfla-
chen. Die Bindungsstirke der Au-S-Bindung ist vergleichbar mit der zwischen
zwei Schwefelatomen [130]. Das Wasserstoffatom entweicht in Form von Hy [130].

!Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

22-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-ethansulfonsiure

3Molekiile mit einem polaren und einem unpolaren Ende, auch Tenside genannt. Haufig
werden Polysorbat 20 (Tween 20) und Natriumdodecylsulfat (SDS) verwendet.
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So konnen beispielsweise Proteine, die Cystein enthalten, tiber deren Thiolgruppe
eine kovalente Bindung zu einer Goldoberflache ausbilden.

Um unspezifische Bindungen zu vermeiden werden Oberflichen meist durch
andere Molekiile geblockt. Fiir Goldoberflichen werden zu diesem Zweck ebenfalls
Molekiile mit einer Thiol-Gruppe (zum Beispiel Mercaptoethanol) verwendet.
Sind diese auf der Goldoberflache regelmafig angeordnet spricht man von einem
self-assembled monolayer (SAM). Eine ausfiihrliche Betrachtung der Ausrichtung
und Anordnung von Alkanthiol-SAMs auf Gold findet sich in [49].

Antikorper

Spezifische Proteinbindungen kommen in der Natur meistens zwischen Proteinen
und Antikorpern zustande. Antikérper werden im Organismus gebildet um Fremd-
stoffe zu binden und Infektionen zu verhindern. Sie selbst sind ebenfalls Proteine
und werden auch Immunglobulin (Ig) genannt, wihrend die Substanz (meist das
Protein), an die der Antikérper spezifisch bindet, als Antigen bezeichnet wird.
Antikorper haben eine Y-Form, wobei sich die Antigenbindungsstellen an den
Enden der beiden Arme befinden. Der Teil des Proteins, der vom Antikérper
erkannt wird, heifit Epitop, wobei die Selektivitdt der Bindung auf der geometri-
schen Form der Antigenbindungsstelle und des Epitops beruht. Dies wird oft als
Schliissel-Schloss-Prinzip bezeichnet.

DNA-Sonden

Es existieren auch DNA-Fragmente, die spezifisch an Proteine binden. Diese
werden auch Aptamere genannt und in den folgenden Abschnitten beschrieben.

4.1.3 DNA

In Abbildung ist der chemische Aufbau der DNA dargestellt. DNA besteht
aus zwei Stréangen, die in gegensétzlicher Richtung verlaufen. Das Riickgrat der
DNA (grau hinterlegt) bilden abwechselnd angeordnete Phosphatgruppen (rot)
und Desoxyribose Zuckereinheiten (schwarz: (R)). Die Kohlenstoffatome des
Zuckers sind von 1’ bis 5" durchnummeriert, wodurch sich die Bezeichnung der
Richtung des Strangs ableitet (5’- und 3’-Ende). An den Zuckereinheiten befinden
sich die vier verschiedenen Basen (griin: Adenin (A), Thymin (T), Cytosin (C)
und Guanin (G)), wobei A und T beziehungsweise C und G jeweils komplementér
tiber Wasserstoffbriicken (blau) miteinander binden. Die beiden Strange winden
sich umeinander und bilden so die berithmte Doppelhelix (siehe Abbildung
mit einem Durchmesser von 2,37 nm und einer Lange pro Wendelgang von 3,3 nm
auf 10 Basenpaare aus.
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Abbildung 4.1.6: In (a) wird die chemische Zusammensetzung von DNA gezeigt,
wéhrend in (b) die dreidimensionale Struktur dargestellt ist. [126]
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Abbildung 4.1.7: Basensequenz der EBNA-1 bindenden DNA-Sonde. Die 18 rot
umrandeten Basenpaare sind fiir die spezifische Erkennung von EBNA-1 verantwortlich.
Am 5’ Ende befindet sich eine Verldngerung aus 16 T, die eine Immobilisierung auf
den Goldantennen mittels einer zusétzlichen (CH,);SH-Gruppe erméglicht. [33]

DNA-Sonden

Als DNA-Sonden (oder Aptamere) werden DNA-Fragmente bezeichnet, die eine
spezifische Bindung zu einzelnen Substanzen aufweisen. Die Basensequenzen
dieser synthetisierten Fragmente werden haufig durch aufwéndige rekursive
Verfahren experimentell bestimmt. Die in dieser Arbeit verwendeten DNA-Sonden
wurden in der Gruppe von VALERIE PAVLOV in San Sebastian entwickelt und
ihre Affinitdt zum EBNA-1 Protein experimentell mit Hilfe der QCM-Methode
bestimmt. Auch das Aptamer fiir MnSOD wurde von dieser Arbeitsgruppe zur
Verfligung gestellt. Abbildung zeigt exemplarisch die Basensequenz der
EBNA-1 bindenden DNA-Sonde.
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Abbildung 4.1.8: Schematische Darstellung der einzelnen Schritte der ELISA Metho-
de. (a) zeigt die Antikorper (blau) und das Molekiil das die Oberflache blockt (schwarz).
In (b) ist dargestellt, dass nur die passenden Proteine (rot) an die Antikérper binden,
die anderen werden abgewaschen. Die gebundenen Proteine (c) werden in (d) von
sekundédren Antikorpern (grin) detektiert. An diese ist ein Enzym (Sternsymbol)
gebunden welches ein farbloses Molekiil (Dreieck) in ein fluoreszierendes umsetzt.

4.1.4 Methoden zum Proteinnachweis

Der Nachweis von einem bestimmten Protein wird immer mit Hilfe der spe-
zifischen Bindung an einen Antikérper oder ein Aptamer durchgefiithrt. Kann
dabei sichergestellt werden, dass keine anderen Proteine unspezifisch binden,
so konnen diese abgewaschen werden und nur die nachzuweisenden Proteine,
die sogenannten Target-Proteine, bleiben zuriick und werden detektiert. Die am
weitesten verbreitete Methode wird im folgenden Abschnitt schematisch erklért.

ELISA

ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) ist ein Verfahren zum Nach-
weis von einem bestimmten Protein aus einer Losung, die viele verschiedenen
Proteine enthélt. Dafiir werden Antikérpern verwendet, die spezifisch an das
nachzuweisende Protein binden. Es gibt verschiedene Vorgehensweisen (,,direkt®,
Hindirekt“, | Sandwich*), die Logik des Nachweises bleibt jedoch immer gleich und
wird nachfolgend am Sandwich Assay beschrieben.

Dabei werden die Antikorper des nachzuweisenden Proteins auf einer inerten
Oberflache adsorbiert. Die restliche Oberfliche wird durch ein anderes Molekiil
blockiert um unspezifische Bindung zu vermeiden (Abbildung |4.1.8a)). Dann
wird die Losung, welche das nachzuweisende Protein enthélt, auf die Oberflache
gegeben (Abbildung [4.1.8b)). Das Target-Protein bindet an den Antikérper und
alle ungebundenen Proteine werden anschlieend abgewaschen (Abbildung |4.1.8¢]).
Der Nachweis des gebundenen Proteins geschieht durch die Zugabe eines zweiten
Antikorpers, der ebenfalls an das Antigen bindet. Dieser kénnte durch eine
fluoreszierende oder radioaktive Markierung direkt sichtbar gemacht werden. Bei
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ELISA ist jedoch am sekunddren Antikérper ein Enzynff| kovalent gebunden.
Nach erneutem Waschen wird eine Lésung mit Molekiilen]’| aufgebracht, welche
von dem Enzym in einen Farbstoff umgesetzt werden (Abbildung . Die
entstehende Farbung ist proportional zum vorhandenen Enzym, also auch zur
Anzahl der Proteine. ELISA ermoglicht es damit quantitative Aussagen tiiber
die Proteinkonzentration zu treffen und wird daher sowohl in der biologischen
Forschung als auch in der Medizin haufig eingesetzt. Es lasst sich damit weniger
als 107 g eines Proteins nachweisen [125].

Der Zeitaufwand betragt zwischen vier und acht Stunden, je nach Anzahl der
Inkubationsschritte[f] Jeder dieser Schritte dauert typischerweise eine Stunde.
Anschlieend muss 10-15 Minuten gewaschen werden, um die ungebundenen
Molekiile von der Oberfliche zu lésen, bevor der nichste Inkubationsschritt
begonnen wird.

Markierungsfreier Nachweis

Neben den Nachweismethoden die auf der Verwendung von fluoreszierenden,
radioaktiven oder enzymatischen Markern basieren, existieren auch eine ganze
Reihe sogenannter markierungsfreier Nachweise, welche verschiedene Eigenschaf-
ten ausnutzen, in denen sich Proteine unterscheiden. Einige Beispiele werden im
Folgenden aufgefiihrt. Durch Elektrophoresd’] kénnen Proteine in porésen Gelen
durch deren unterschiedliche Mobilitét nach ihrer Grofie sortiert werden [125]. Bei
einer anderen Methode wird die Masse der Proteine verwendet um die spezifische
Bindung von Proteinen an Antikérper, die auf einer Quarzkristall-Mikrowaage
(QCM) immobilisiert sind, nachzuweisen [33]. Es ist aber auch moglich die
spektrale Verschiebung der Oberflichenplasmonresonanz (SPR) [31] oder der
lokalisierten Oberflichenplasmonresonanz (LSPR) [32] zu messen, die aufgrund
der Anderung des Brechungsindexes durch spezifisch gebundene Proteine zu
erklaren ist.

Nachteil dieser Methoden ist, dass jede andere Substanz, welche die gleiche
Mobilitat, Masse oder Brechungsindex aufweist, zum selben Ergebnis fiihrt. Daher
wird in dieser Arbeit versucht, die spezifisch gebundenen Proteine zusétzlich
anhand ihrer Schwingungsbanden mittels Raman- und IR-Spektroskopie zu
identifizieren.

4Enzyme sind Katalysatoren, die Reaktionen in biologischen Systemen um ein Vielfaches
(~107) beschleunigen.

® Achtung: Das vom Enzym umgesetzte Molekiil wird von Biologen ,Substrat® genannt,[127]
wihrend Physiker darunter das feste Trégermaterial der Proben verstehen (z.B. CaF,-
Substrat).

6Den Vorgang bei dem die Oberfliche den verschiedenen Lésungen ausgesetzt wird, bezeichnet
man als Inkubation.

"Eine spezielle Anwendung ist SDS-PAGE [125].
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Absorptions-  Wellenzahl Vibrationsmode
bande (ecm™1)
Amid-I 1620-1700 CO v (83), CN v (15), CCN ¢ (11)
Amid-I1I 1515-1555  NH ib (49), CN v (33), CO ib (12), CC v (10)
Amid-IIT 1200-1330  NH ib (52), CC v (18), CN v (14), CO ib (11)

Tabelle 4.1: Die drei wichtigsten Amid-Banden. Dabei steht v fiir Streck-, § fir
Deformations- und ib fiir in-plane Biegeschwingungen. Die eingeklammerten Zahlen
geben die Verteilung der potentiellen Energie wieder. Zahlenwerte und Zuordnung sind
aus [I3I] und den dort aufgefiihrten Referenzen entnommen.

4.1.5 Proteinspektroskopie

Da sich die einzelnen Aminoséduren in Proteinen nur durch ihre Seitenketten
unterscheiden und sich so eine immer gleiche Riickgratstruktur bildet, weisen
IR-Spektren von verschiedensten Proteinen dhnliche Banden auf. Diese werden
Amid-Banden genannt und von I bis VII und mit A und B nummeriert [I31].
Diese Banden sind gekoppelte Schwingungen mehrerer Molekiilbindungen, die
jedoch meist von einer Schwingung dominiert werden. In Tabelle sind die drei
wichtigsten Amid-Banden mit deren zugeordneten Schwingungsmoden aufgefiihrt.
Im IR-Spektrum (siehe Abbildung sind die Amid-I- und Amid-II-Bande

am starksten ausgepragt.

Durch die Wasserstoftbriicken, welche die Sekundarstruktur fixieren, werden die
Bindungsstarken im Proteinriickgrat leicht verandert. Dadurch andern sich auch
die Vibrationsfrequenzen der Amid-Banden und erlauben es anhand der Spektren
Riickschliisse auf die Sekundarstruktur des untersuchten Proteins zu ziehen. Da
Proteine meist mehrere Sekundéarstrukturen aufweisen, sind die Banden aus den
verschiedenen spektralen Merkmalen zusammengesetzt. Zur Identifizierung der
spektralen Bestandteile miissen die einzelnen Amid-Banden zerlegt werden. Dies
kann beispielsweise mit Hilfe der zweiten Ableitung erreicht werden (vergleiche

Abschnitt [3.4.2)).

Im Bereich zwischen 1800 und 2800cm~! sind keine Absorptionsbanden in
Proteinspektren zu erwarten. Dennoch weicht bei Messungen an Proteinkérnern
das Spektrum in diesem Bereich von der 100%-Linie ab und zeigt zu hoheren
Wellenzahlen weniger transmittierte Intensitéat. Dieser Effekt kann mit resonanter
Mie-Streuung an den Proteinagglomeraten erklart werden [132]. Tritt dieser Effekt
auf, kénnen die Frequenzen der Amid-I-Bande um bis zu 20 cm™! verschoben
werden [133].
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4.2 Untersuchte Proteine

Im folgenden Abschnitt werden die in dieser Arbeit verwendeten Proteine be-
schrieben und es wird auf die Funktion des jeweiligen Proteins im Organismus

eingegangen. In Tabelle sind die Anzahl der Aminosauren und die Masse der
Proteine zusammengefasst.

Protein Aminoséuren Masse [kDal Quelle
BSA 580 67 (134, 133]
MnSOD 4% 198 4% 22 [136, [137]
EBNA-1 146 16 [138]
GIPC-1 333 42 139]

Tabelle 4.2: Verwendete Proteine.

4.2.1 BSA

BSA (bovine serum albumin) ist ein Proteine, welches in der Wissenschaft sehr
oft verwendet wird. Es ist das am héaufigsten vorkommende Protein im Serum
von Rindern. Durch seine gut Wasserloslichkeit und die vorhandenen unpolare
Hohlrdume ermoglicht BSA den Transport von hydrophoben Substanzen im
Blut [134]. BSA besteht aus 580 Aminosduren [134] und hat eine Masse von
67 kD [135]. Die GréBe von BSA wird in [I34] mit etwa 80 x 80 x 30 A und
in [140] in hydrierter Form, mit 140 x 40 x 40 A angegeben.

4.2.2 MnSOD

Mangan Superoxid-Dismustase (MnSOD) ist ein Protein mit enzymatischen
Eigenschaften, das in den Mitochondrien menschlicher Zellen vorkommt. Seine
Aufgabe besteht darin Superoxid-Anionen (O3 ), die sehr reaktionsfreudig sind
und andere Proteine oder DNA angreifen konnten, in Wasserstoffperoxid und
Sauerstoff umzuwandeln (205 + 2H" — H,0, + O,) [I41]. Im Blutplasma von
Eierstockkrebspatientinnen [142)], bei todlich verlaufenen Blutvergiftungen [143],
sowie in der Gehirn-Riickenmarks-Fliissigkeit von Patienten mit bosartigen Tumo-
ren wurde eine bis zu 45-fach grofere Konzentration [28] von MnSOD gemessen.
MnSOD besteht aus vier identischen Proteinstringen]] mit einer Masse von
jeweils 22kDa die je ein Mnj-Ton beherbergen [I36], 137]. In Abbildung
ist die dreidimensionale Struktur des Riickgrats von MnSOD dargestellt. Die
unterschiedlichen Sekundérstrukturen sind eingefarbt. Die verwendeten MnSOD-

81 Da = 1 atomare Masseneinheit ~ Masse von H-Atom
9Man spricht von einem Homotetramer.
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Abbildung 4.2.1: Dreidi-
mensionale  Struktur  von
MnSOD [144]. Die verschie-
denen sekundéren Strukturen
sind unterschiedlich eingeféarbt:
a-Helix lila, [-Faltblatt gelb
und die Mn:}f—lonen griin.

Proteine stammen von USBiological (Refernez S8060-25N) und wurden in der
Arbeitsgruppe von MARC LAMY DE LA CHAPELLE in Paris gefriergetrocknet.

4.2.3 EBNA-1

Das Epstein-Barr Virus ist ein menschliches Herpes Virus mit dem mehr als
90% der Weltbevolkerung infiziert sind. Das Virus wird fiir einige Krankheiten
sowie Krebserkrankungen verantwortlich gemacht [29], in deren Zusammenhang
immer eine erhohte Konzentration des Epstein-Barr nuclear antigen 1 (EBNA-1)
Proteins nachgewiesen werden konnte. EBNA-1 kommt im Zellkern vor, bindet
an DNA und ist fiir die Replikation und Transkription des viralen Genoms von
Bedeutung.

EBNA-1 besteht aus zwei identischen Untereinheiten mit jeweils 641 Amino-
sauren [145]. Bei den in dieser Arbeit verwendeten EBNA-1441_¢07 Proteinenm
handelt es sich um eine verkiirzte Variante des EBNA-1 Proteins, das jedoch die-
selbe Funktionalitat zeigt. Die dreidimensionale Struktur ist in Abbildung
gezeigt. Es wurde nach dem in [I47] beschriebenen Verfahren hergestellt und
hat eine Masse von 16kDa [I38]. Das Protein wurde von VALERIE PAVLOVs
Arbeitsgruppe aus San Sebastian, Spanien zur Verfiigung gestellt.

Mit der QCM-Methode (vergleiche Abschnitt konnten EBNA-1 bis zu einer

minimalen Konzentration von 50 nM markerfrei nachgewiesen werden [33].

4.2.4 GIPC-1

Die natiirliche Immunabwehr produziert Antikérper gegen alle nicht kdrpereigenen
Substanzen und Zellen, so auch gegen Brust- und Eierstockkrebszellen. Der
,27.B1 IgM*“ Antikérper wurde aus Plasma von Brustkrebspatientinnen isoliert
und seine spezifische Bindung an das in Brust- und Eierstockkrebspatientinnen

10 Aminoséuresequenz von EBNA-146,_ 607 [146]:
1 kggwfgkhrg qggsnpkfen iaeglralla rshverttde gtwvagvivy ggsktslynl
61 rrgtalaipq crltplsrlp fgmapgpgpq pgplresive yfmvflgthi faevlkdaik
121 dlvmtkpapt cnirvtvest ddgvdlp.
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Abbildung 4.2.2: Dreidi-
mensionale Struktur von
EBNA-1 [148]. Um die Po-
lypeptidkette besser verfol-
gen zu konnen, ist diese vom
einen zum anderen Ende im
Farbverlauf des Regenbogens
dargestellt.

erhoht vorkommende Protein GIPC-1 [T nachgewiesen [30]. GIPC-1 ist bei der
Regulierung der Signaltransduktion zwischen Zellen involviert und hat eine Masse
von 42kDa [30], 139]. Da Patientinnen sowohl eine erhohte Konzentration der
Antikorper als auch der Antigene aufweisen, die IgM Pentamere aber mit einer
Masse von ungefihr 970 kDa deutlich schwerer sind, lassen sich die Antikorper
besser nachweisen. In [30] wurde das IgM mit einer Konzentration von nur etwa
30 fM nachgewiesen.

Am N-Terminus des GIPC-1 Proteins sind zusétzlich sechs Histidin Aminoséuren
angebracht die eine hohe Affinitat zu Nickel aufweisen. Dieses sogenannte His-Tag
wird zur Purifikation des Proteins ausgenutzt. Das Protein wurde von der Gruppe
von ROBERT S. MARKS in Beer Sheva, Israel zur Verfligung gestellt.

4.3 Methoden zur Erfassung von Proteinspektren

Es gibt mehrere Moglichkeiten IR-Spektren von Substanzen aufzunehmen. Be-
dingt durch den hohen Preis der Proteine, scheiden materialintensive Verfahren
wie beispielsweise das Pressen von KBr-Pellets aus. Die verwendeten Verfahren
werden im Folgenden beschrieben.

4.3.1 Messungen an getrockneten Proteinen

Proteine werden meist in getrocknetem Zustand und bei -80°C gelagert. Durch den
Prozess der Gefriertrocknung weisen die Korner des Proteinpulvers Durchmesser
von mehreren hundert Mikrometer auf. Probiert man eines dieser Kérner mittels
IR-Transmissionsmessungen zu untersuchen, so stofit man auf das Problem

1 Aminoséuresequenz von GIPC-1 [149)]:
1 mplglgrrkk applveneea epgrgglgve epgplgggga ggpqmglppp ppalrprlvf
61 htqlahgspt griegftnvk elygkiaeaf rlptaevmfc tlnthkvdmd kllggqigle
121 dfifahvkgq rkevevfkse dalgltitdn gagyafikri kegsvidhih lisvgdmiea
181 inggsllger hyevarllke lprgrtftlk lteprkafdm isqrsaggrp gsgpqlgter
241 gtlrlrsrgp atvedlpsaf eekaiekvdd llesymgird telaatmvel gkdkrnpdel
301 aealderlgd fafpdefvid vwgaigdakv gry.

69



4 Proteine

amide |

0.6}

amide Il

amide Il

0.4

absorbance

0.2

1000 2000 3000 4000

wavenumber [cm™]

Abbildung 4.3.1: IR-Transmissionsspektren eines Korns (grain) des gefriergetrockne-
ten MnSOD-Proteinpulvers und des Riickstandes eines Tropfens nach der Verdunstung
des Wassers (dried drop). Die Positionen der Amid-I, IT und ITI-Banden sind ebenso
markiert, wie die C-H und O-H Streckschwingungen. Zusétzlich sind mikroskopische
Aufnahmen des Korns und des eingetrockneten Tropfens gezeigt.

der inhomogenen optischen Wegliange durch das Korn (Abbildung . An
einigen Stellen ist das Korn so dick, dass keine IR-Strahlung transmittiert wird,
daher muss im Randbereich der Koérner gemessen werden. Ein Spektrum ist
in Abbildung dargestellt. Aufgrund der Grofle der Korner kommt es zu
Mie-Streuung, was im Spektrum zu einem breitbandigen Untergrund fiihrt [I50].
AuBerdem kann es zur Verschiebung der Peak-Positionen kommen [132] [133].

Um die Probleme zu umgehen, wurden die Proteine in einem zweiten Experiment
in Wasser gelost und ein etwa 1pl grofler Tropfen der Losung auf ein CaFs-
Substrat gegeben. Nach wenigen Minuten war das Wasser verdunstet und die
Reste des getrockneten Tropfens wurden im IR-Mikroskop untersucht. Wie in
Abbildung zu erkennen ist, bilden die Uberreste des getrockneten Tropfens
auch keine homogene Schicht sondern viele kleine Agglomerate, so dass auch dort
Mie-Streuung auftritt und durch die inhomogene und zudem unbekannte Schicht-
dicke eine Bestimmung der dielektrischen Funktion nicht moglich ist. Zudem
erkennt man anhand der Spektren, dass der Wassergehalt (OH-Schwingungen)
im dufleren Ring auch nach mehreren Stunden erhéht bleibt. Daher werden nur
Spektren des inneren Bereich verwendet.

Abbildung zeigt exemplarisch zwei Spektren die von MnSOD. Aus Darstel-
lungsgriinden sind zwei Spektren gewéhlt, die d&hnliche Absorbanz aufweisen. Die
Messungen variieren jedoch deutlich. Die relativen Intensitiaten und die Position
der Peaks einer einzelnen Messung sind relativ stabil.
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Abbildung 4.3.2: Foto der
verwendeten AquaSpec Messzel-
le [I51]. Die Metallanschliisse
unten rechts sind zur Tempe-
raturstabilisierung der Messzel-
le, wurden aber in dieser Arbeit
nicht verwendet. Oben rechts
ist die Zuleitung zu sehen, un-
ten links die Ableitung. Der IR-
Strahl geht durch das runde
Loch in der Mitte.

Es ldsst sich daraus schliefen, dass der Losungs- und Trocknungprozess die
Proteine in ihrer Struktur unbeschédigt lasst. Diese Erkenntnis ist wichtig fiir die
in Kapitel 5| durchgefiihrten Experimente. Im néchsten Abschnitt soll tberpriift
werden, ob sich die Spektren geloster und getrockneter Proteine unterscheiden.

4.3.2 Messungen an gelosten Proteinen

Der Vergleich der Spektren getrockneter und geloster Proteine ist naheliegend,
da Proteine in der Natur meist in wassriger Losung vorkommen. Durch die
Trocknung bleibt zwar die Primarstrukur erhalten, die Faltung der Proteinkette
kann sich aber éndern, so dass deren biologische Funktion verloren gehen kann
(vergleiche Abschnitt . Neben den biologischen Griinden stellt die homogene
Verteilung der Proteine im Losungsmittel und die bekannte Dicke der Kiivette
(Messzelle) einen weiteren Vorteil dar. Obwohl die Kiivette ein sehr geringes
Volumen von 50 pl aufweist, ist dieses Verfahren fiir teure Proteine zu kostspielig.

Nomenklatur fiir Konzentrationsangaben von Lésungen

Um der Terminologie folgen zu kénnen, werden die gebrauchlichen Angaben der
Konzentration einer Losungen hier kurz erlautert:

e 100 ml einer ,xz-prozentigen Losung* enthalten = g des gelosten Stoffs.
o FEin Liter einer einmolaren Losung enthélt ein Mol des gelosten Stoffs.
(1M = 1moljy)
Fliissigkeitszelle fiir Transmissionsmessungen

Fiir die Messung von gelésten Molekiilen wurde die AquaSpec A 741/Q) Messzelle
von Bruker verwendet. Sie besteht aus zwei CaFy-Substraten, die in einem
Abstand von 7,1 pm miteinander verklebt sind. Uber die mit einer 50 pl Spritze
befiillten Zuleitung wird die Losung zwischen die CaFs-Substrate gepresst und
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o 10 L ‘é)"gtgrv‘;s-eiq”;i’;yc‘;‘ﬁ” i Abbildung 4.3.3: Transmission durch
2. ' Wasser (blau) und PBS (rot) in der
£ o8} AquaSpec Messzelle. In beiden Féllen ist
g die Referenzmessung mit der leeren Zel-
§ 0.6, le aufgenommen worden. Die Absorpti-
o onsbanden von PBS bei 1080 cm ™! und
% 0.4r 990 cm ™!, sowie die Absorptionsbanden
[ von Wasser bei 1643 cm ™! (Biegeschwin-
0.2r gung) und 2129 cm~! (Kombination aus
Biegeschwingung und Librationsmode)

00500 1500 2000 2500 3000 sind gekennzeichnet.
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in Transmission vermessen. Ein Bild der Messzelle ist in Abbildung [4.3.2] zu
sehen. Die Messzelle wurde in der Probenkammer des Tensor 27 Spektrometers
betrieben und der Strahlengang mit getrockneter Luft gespiilt.

Transmission durch Wasser

Ein grofies Problem bei IR-Messungen in wéssriger Losung ist die Absorption von
Wasser selbst. Diese bewirkt, dass die Eindringtiefe nur wenige zehn Mikrometer
betréagt. Daher ist die Dicke der Messzelle mit 7,1 pm gewéhlt. Nur so ist gewéahr-
leistet, dass IR-Licht im F ingerpm’nt—BereichE des Proteins die Losung passieren
kann. In Abbildung ist das relative Transmissionsspektrum von Wasser in
der Messzelle zu sehen. Das Transmissionsspektrum der leeren Zelle wurde als Re-
ferenz verwendet. Man erkennt die starke Absorption der OH-Streckschwingung
oberhalb von 3000 cm™*, die OH-Biegeschwingung bei 1643 cm~! und die Librati-
onsmode der Wassermolekiile unterhalb von 1000 cm™!. Die Bande bei 2129 cm™*
ist eine Kombinationsmode von Biegeschwingung und Librationsmode [152]. Man
erkennt, dass gerade an der Position der stérksten Proteinbande (Amid-I-Bande)
die Biegeschwingung von Wasser absorbiert, so dass nur ungefahr 15% des Lichts
zur Verfligung stehen. Dies fithrt bei Transmissionsmessungen durch Wasser zu
einem grofleren Rauschlevel an der Amid-I-Bande, was aber in den weiter unten
gezeigten Spektren nicht weiter auffallt.

In Abbildung[4.3.3| wird zudem ein Spektrum des héufig verwendeten PBS-Puffers
(vergleiche Abschnitt gezeigt. Zusatzlich zur Absorption von Wasser zeigt
das PBS-Spektrum zwei scharfe Absorptionsbanden bei 1080 cm™! und 990 cm ™.

12In der IR-Spektroskopie wird der Bereich zwischen einigen hundert Wellenzahlen und
2000cm ™! als Fingerprint-Bereich bezeichnet, weil die meisten Molekiile dort charakteristi-
sche Schwingungen aufweisen.
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Spektren geloster Proteine

Zur Bestimmung von Proteinspektren wird immer das Spektrum des entsprechen-
den Losungsmittels (Wasser oder PBS) als Referenz verwendet. In Abbildung
sind IR-Spektren von gelostem BSA dargestellt. Die Spektren in Wasser
und PBS (blau und rot) sind beinahe deckungsgleich und unterscheiden sich
nur in den Bereichen, in denen sich auch die Spektren der Losungsmittel unter-
scheiden. Dies lasst sich dadurch erklaren, dass durch die Zugabe von Proteinen
zur Losung Molekiile des Losungsmittels verdrangt werden und so die Dichte
abnimmt. Dadurch sind die Banden der Losungsmittel im Referenzspektrum
starker ausgepragt und erscheinen so im relativen Transmissionsspektrum in
umgekehrter Richtung. Durch die Anwesenheit der Puffermolekiile wird das
Proteinspektrum folglich nicht beeinflusst[™]

In Abbildung sind ebenfalls verschiedene Konzentrationen von BSA in
PBS dargestellt. Man erkennt, zum Beispiel an der Intensitédt der Amid-I-Bande,
dass die Signalstarke direkt proportional zur Konzentration ist. Dies ist nach
Gleichung ([2.1.5)) und (2.6.6) auch zu erwarten.

4.3.3 Vergleich geloster und getrockneter Proteine

Da BSA das einzige Protein ist, das in ausreichender Menge zur Verfiigung stand,
wurden diese Experimente nur mit BSA durchgefiihrt.

In Abbildung sind oben die Spektren von gelostem (Spektrum aus Abbildung
[1.3.4), gefriergetrocknetem (grain) und verdunstungsgetrocknetem (dried drop)

13Es wire an dieser Stelle denkbar die dielektrische Funktion des Proteins zu bestimmten.
Dazu miisste die Losung als unabhéingige Mischung zweier Materialien modelliert werden.
Das Vorgehen wird in [I53] fiir die Bestimmung der dielektrischen Funktion des Kations
eines Molekiils beschrieben, wird in dieser Arbeit jedoch nicht verfolgt.
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_ Abbildung 4.3.5: Im oberen Teil sind
3 § :9"’3‘;'” H,0 normierte Spektren von geléstem und ge-
% IS g:':in rop trocknetem BSA dargestellt. Deren zwei-
£ § te Ableitung (geglattet mit Savitzky-
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BSA abgebildet. Da die Intensitiat der Spektren je nach Korn und Position
im Tropfen stark unterschiedlich ist, wurden die Spektren so skaliert, dass
sie bestmoglich tibereinander liegen. Dies andert nichts an der relativen Peak-
Intensitdt und der Peak-Position, auf die im Folgenden eingegangen wird. Zur
genauen Bestimmung der Peak-Position wurde von jedem oben dargestellten
Spektrum die 2. Ableitung gebildet. Die Hintergriinde dazu sind in Abschnitt
beschrieben. Zur Verbesserung des Signal-zu-Rausch-Verhaltnisses wurden
die Ableitungen geglattet (Savitzky-Golay, 2. Ordnung, 25 Smoothing Points).
Durch die Glittung ist es moglich, dass sich die Frequenz von Peaks, die sich auf
einem asymmetrischen Untergrund befinden, leicht verschiebt. Dieser Effekt lasst
sich leider nicht vermeiden, trifft aber auf alle gegldtteten Ableitungen, aufgrund
der ahnlichen Form, gleichermaflen zu.

Man erkennt, dass obwohl sich die Spektren sehr dhneln, einige Peaks in Losung
deutlich verschoben sind. Die Vibrationsfrequenzen der verschobenen Peaks sind
in Abbildung blau markiert. Die Verschiebung kann einerseits auf die
Wechselwirkung mit Wasser zurtickgefithrt werden, andererseits kann aber auch
die in [I32] berichtete Mie-Streuung an den getrockneten Proteinkérnern dafiir
verantwortlich sein.

Wie der Vergleich zwischen Korn und getrocknetem Tropfen zeigt, ist die beob-
achtete Verschiebung der Banden in Losung ein reversibler Prozess.

4.4 IR-Spektren der Proteine und Aptamere

Analog zu den IR-Spektren von getrocknetem BSA in Abbildung wurden
fiir alle verwendeten Proteine und den Aptamer gegen EBNA-1 Transmissions-
spektren bestimmt. Diese wurden alle normiert und sind in Abbildung 4.4.1
jeweils im oberen Teil dargestellt. Im unteren Bereich jeder Teilabbildung sind
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die zweiten Ableitungen der dariiber gezeigten Spektren zu sehen, die eben-
falls geglittet wurden. Alle Protein-Spektren wurden mit einer Auflésung von
2cm ™! aufgenommen und die Ableitungen mit 25 Smoothing Points geglittet.
Die Spektren des Aptamers in Abbildung wurden mit einer Auflésung von
4cm~! gemessen und die Ableitungen mit 15 Smoothing Points geglittet. In den
folgenden Abschnitten wird auf die einzelnen Spektren eingegangen.

4.4.1 MnSOD

Die Spektren von MnSOD in Abbildung wurden bereits in [I41] verof-
fentlicht. Die Spektren in der hier gewahlten Darstellung der Absorbanz zeigen
deutlich weniger Abweichungen voneinander. Selbst der Unterschied zwischen
den Spektren eines getrockneten Tropfens und eines Korns sind marginal. Einzig
in der Bande bei 1261 cm™! scheint sich das rote Spektrum des Korns von den
restlichen Spektren (getrocknete Tropfen) zu unterscheiden. Dieser Peak tritt
jedoch auch bei manchen Spektren der getrockneten Tropfen auf und ist auf
die Instabilitat des Messaufbaus zuriickzufiihren. Diese sehr scharfe Bande zeigt
die typische ,Plus-Minus“-Struktur, die aus der spektralen Verschiebung der
dort auftretenden Bande im Einkanalspektrum (vergleiche Abbildung
resultiert.

Die Amid-I-Bande zeigt in der zweiten Ableitung mehrere Beitriage. Die Bande
bei 1657 cm™! ist charakteristisch fiir die dominierende a-Helix-Strukur. Die
Schultern bei 1627 cm™! und 1695 cm ™! sind auf Vibrationen des S-Faltblatts
zurlickzufithren [I31] [154].

Die Amid-II-Bande zeigt Komponenten bei 1515 cm ™!, 1530 cm ™! und 1545 cm ™1,
welche durch random, p-Faltblatt und a-Helix Sekundérstruktur zu erklaren
sind [154].

Die Amid-III-Bande besteht aus Peaks bei 1217 cm~! und 1239 cm~!. Diese
konnen dem Histidine Anion und dem g-Faltblatt beziehungsweise der unregel-
mafBigen Struktur zugeordnet werden [154], [155].

Die restlichen Banden werden der Absorption von Seitenketten zugeordnet.
Die starksten sind 1084 cm™!, 1415cm™!, 1454 cm ™! und 1467 cm ™!, welche der
Reihenfolge nach auf C-C und C-O Vibrationen [I156] die Streckschwingung der
COO-Gruppen, die Biegeschwingung der CHy-Gruppen und die Biegeschwingung
der CH3-Gruppen zuriickzufithren sind [141].

Die C-H und O-H Streckschwingungen zwischen 2800 cm~! und 3500 cm~! sind
in Abbildung nicht dargestellt, aber fiir MnSOD in Abbildung gezeigt.
In [141] wird ausfiihrlich auf die Raman-Moden von MnSOD eingegangen. Wah-
rend manche Banden im Raman-Spektrum stark ausgepréagt sind, erscheinen
diese nur schwach oder gar nicht im IR-Spektrum und umgekehrt. Diese Unter-
schiede in der Intensitidt der Banden offenbaren die Komplementaritéit der beiden
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Messmethoden und unterstreichen den Nutzen IR- und Raman-Messungen an
derselben Probe durchzufiihren (vergleiche Kapitel [3 und [5).

4.4.2 EBNA-1

In Abbildung sind die Transmissionsspektren von drei verschiedenen
EBNA-1 Kornern gezeigt. Ebenso wie bei MnSOD erkennt man bei 1656 cm ™1
den Beitrag der a-Helix und bei 1634 cm ™! den des 3-Faltblatts zur Amid-I-Bande.
Bei 1541 cm ™! ist die Signatur der a-Helix in der Amid-II-Bande zu erkennen.
Die Amid-ITI-Bande ist bei 1232cm™! zu sehen. Weitere Peaks, die von den
Seitenketten der Aminosduren verursacht werden, sind ebenfalls gekennzeichnet.

4.4.3 GIPC-1

Die relativen Transmissionsspektren von GIPC-1 sind in Abbildung gezeigt.
Dabei ist neben dem Spektrum des eingetrockneten Tropfens und eines Korns
auch ein in IRRAS-Konfiguration gemessenes Spektrum dargestellt. Details zur
IRRAS-Probe sind in Abschnitt erlautert. Grund fiir die Darstellung des
zusitzlichen Spektrums ist die grofie Abweichung zwischen den Spektren des
eingetrockneten Tropfens und des Korns.

Alle drei Spektren weisen die Hauptkomponente der Amid-I-Bande bei 1660 cm™
auf, was der a-Helix zugeordnet werden kann. Sie zeigen jedoch unterschiedliche
Nebenmaxima in der zweiten Ableitung. Gleiches gilt fiir die Amid-II-Bande,
die um 1535cm™! (a-Helix) zentriert ist. Die Banden bei 1447 cm™' und bei
1385 cm ™!, welche auch im Spektrum von EBNA-1 zu erkennen sind, sind auch
bei GIPC-1 in allen Spektren zu erkennen. Doch wéhrend die Amid-I1I-Bande bei
1239 cm ™! und die Bande bei 1080 cm ™! nur im IRRAS-Spektrum und bei den
Spektren des Korns zu erkennen sind, zeigt das Spektrum des eingetrockneten
Tropfens starke Absorptions- Peaks bei 1038 cm ™!, 1171 em ™! und 1221 cm™!. Die
Bande bei 1171 ecm ™! taucht zwar auch im Spektrum von BSA auf (Abbildung
, die anderen Banden werden jedoch in keinem anderen Proteinspektrum in
dieser Arbeit gemessen. Aulerdem ist die Intensitit dieser Banden vergleichbar
mit der Amid-I-Bande, was gegen den Beitrag von Seitenketten spricht, der
deutlich schwéacher zu erwarten ware. Es wird daher vermutet, dass es sich hierbei
um eine Verunreinigung handelt, die in den anderen Proben nicht auftritt.

1

4.4.4 Aptamer gegen EBNA-1

In Abbildung sind Transmissionsspektren eines eingetrockneten Tropfens
der wiassrigen Losung des Aptamers gegen EBNA-1 (Aptamergpna.1) gezeigt.
Das Aptamer ist ein DNA-Fragment, das aus dem DNA-Riickgrat und den vier
verschiedenen Basen besteht. Die Struktur und chemische Zusammensetzung ist
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4 Proteine

in Abbildung [£.1.7] und [4.1.6a] dargestellt. Das Spektrum unterscheidet sich daher
grundlegend von den zuvor gezeigten Proteinspektren.

Das Spektrum weist eine starke Bande bei 1664 cm ™! auf. Eine etwas schwichere
Bande, mit den zwei Komponenten bei 1478 cm ™! und 1425 cm™!, liegt neben
den Béandern bei 1203 cm™!, 1177cm ™! und 1132 cm™!, die eine dhnlich starke
Intensitit wie das Band bei 1664 cm ™! aufweisen. Die Zuordnung der Banden ist
fiir diese Arbeit nicht maBgeblich. Ein detaillierter Uberblick ist beispielsweise
in [157, 158] zu finden.

Zusammenfassung

In diesem Kapitel wurde der Aufbau und das IR-Spektrum von Proteinen erklart.
Es wurde gezeigt, dass sich die Spektren von Proteinen durch den Losungs-
und Trocknungsprozess kaum verédndern und sich die Spektren der vier unter-
suchten Proteine unterscheiden lassen. Da in Organismen tausende verschiedene
Proteine vorkommen, wird klar, dass eine eindeutige Identifizierung mittels IR-
Spektroskopie nicht realisierbar ist. Durch die im néchsten Kapitel beschriebene
Kopplung der Vibrationsmoden an die LSPR von Nanoantennen und die dadurch
resultierende Fano-artige Linienform, wird die Zuordnung von Proteinspektren
weiter erschwert.
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IR-Spektroskopie von Proteinen

Die zuvor untersuchten Proteine sollen nun mittels nanoantennenverstéarkter
IR-Spektroskopie in geringsten Mengen nachgewiesen werden. Zuerst wird auf
die dafiir verwendeten Nanoantennen eingegangen. Anschliefend werden Ex-
perimente zur Detektion von Proteinen auf Nanoantennen vorgestellt und das
Detektionslimit bestimmt. Im letzten Schritt werden Versuchen beschrieben,
bei denen Nanoantennen funktionalisiert werden um spezielle Target-Proteine
spezifisch nachweisen zu konnen.

5.1 Nanoantennen

Die in diesem Kapitel beschriebenen Ergebnisse wurden auf mehreren verschiede-
nen Nanoantennen-Arrays gemessen. Alle Proben sind auf CaFy gefertigt und
unterscheiden sich nur in wenigen Merkmalen voneinander. Im néchsten Abschnitt
werden zunéchst die verschiedenen Proben vorgestellt und deren Abmessungen
genau beschrieben, bevor in Abschnitt die optischen Eigenschaften der
verschiedenen Proben verglichen werden.

5.1.1 Probenlayout

Die Abmessungen aller Nanoantennen sind in Tabelle zusammengefasst. Hier
folgt eine kurze Ubersicht der einzelnen Proben:

o ,Antenna #9“ ist identisch zu der in Abschnitt beschriebenen Probe
,Antenna #11%

e . SO8#401“ bis ,,S084#08“sind acht identische Proben. Alle Abmessungen, bis
auf die Langen der Nanoantennen, sind von ,Antenna #11“ iibernommen.
Die Arrays ,A1“ bis ,A10* decken den spektralen Fingerprint-Bereich
zwischen 1000 cm ™! und 1700 cm ™! ab. ,,A11“ und ,,A12“ verstirken Signale
bis 3500 cm 1.

o ,,SO8409“ bis ,,SO08#14“ sind sechs Proben, deren Abmessungen genau
mit denen von ,,S084#01-08“ iibereinstimmen. Sie wurden jedoch an einer
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relative transmittance

10 ' ' Abbildung 5.1.1: Relative Transmis-
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anderen Aufdampfanlage hergestellt [I59] und 3nm Cr anstelle der zuvor
gewéhlten 5nm Ti verwendet.

SVISIR#01%“ bis ,VISIR#15“ sind 15 identische Proben, die jeweils drei
Felder mit Antennen aufweisen, die im Mittelinfraroten (MIR) resonant
sind. Die dazugehoérigen Langen sind 1000 nm, 1790 nm und 2550 nm. Die
restlichen Abmessungen sind identisch zu den Proben der ,,S08¢ Reihe,
wobei d, auf 3250 nm verringert wurde um eine noch hohere Packungsdichte
zu erreichen. Zudem befinden sich auf jeder Probe fiinf identische Felder mit
Nanoantennen-Dimeren, die LSPR-Frequenzen im Sichtbaren aufweisen.
Diese Felder werden fiir SERS-Messungen verwendet. So kann sichergestellt
werden, dass beide Arten von Antennen bei der Préparation den gleichen
Molekiilen ausgesetzt werden und somit SERS- und SEIRS-Messungen
direkt vergleichbar sind.

5.1.2 Vergleich der verschiedenen Proben

Abbildung [5.1.1] zeigt exemplarisch die Spektren von Antennen gleicher Lan-
ge aus verschiedenen Probenreihen. Man erkennt einen deutlichen Unterschied
zwischen ,S08#1“ und ,,SO08#9“, obwohl diese Proben geometrisch baugleich
sind. ,,S084#9“ zeigt eine wesentlich hohere Extinktion und eine deutliche Blau-
verschiebung der Resonanz. Beides spricht fiir eine erhebliche Verbesserung der
Qualitdt der Antennen und lésst sich in Simulationen durch eine veranderte
Streurate und Plasmafrequenz im Drude-Modell erreichen [57]. Die Erhéhung
der Antennendichte bei den ,,VISIR“-Proben fiithrt zu einer weiteren héheren
Extinktion.
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5.2 Antennenverstéirkte Proteinsignale

Abbildung 5.2.1: Licht-mikroskopi-
sche Aufnahme eines Nanoantennen-
Arrays der Probe ,,Antenna #9% nach
der Inkubation mit GIPC-1. Die An-
tennen sind als horizontale Linien zu
erkennen. GIPC-1-Agglomerate sind
deutlich zu sehen. Der Bildausschnitt
ist 100 pm breit.

5.2 Antennenverstarkte Proteinsignale

In diesem Abschnitt soll gezeigt werden, dass Proteine mittels Nanoantennen-
verstérkter IR-Spektroskopie nachgewiesen werden kénnen. Analog zu Kapitel
wird die Verstarkung des Signals abgeschétzt.

5.2.1 Praparation

Fir die Abschétzung eines Verstarkungsfaktors ist es wichtig, dass die Oberfla-
chendichte der Molekiile auf den Antennen und der Vergleichsprobe bekannt
oder zumindest vergleichbar ist. Idealerweise wird dies durch die Adsorption von
Molekiilen in einer homogenen Monolage erreicht. Daher wird bei der Praparation
darauf geachtet Agglomerate zu vermeiden.

Es stellt sich heraus, dass dies bei Proteinlosungen keines Falls trivial ist. Es
wurde eine Losung aus gefriergetrocknetem GIPC-1 und Reinstwasser, mit einer
Konzentration von 140 pg/ml (=2 M), angesetzt. Durch mehrfaches Aufziechen
in einer Pipettd!] 16ste sich das Protein, so dass mit bloBem Auge keine Agglo-
merate zu erkennen waren. Die Probe ,,Antenna #9“ wurde fiir zwei Stunden
in die Losung eingelegt, anschliefend mit Reinstwasser griindlich abgespiilt und
mit Ny getrocknet. Abbildung zeigt eine Licht-mikroskopische Aufnahme
eines Antennen-Arrays nach der Inkubation auf der deutlich Agglomerate zu
erkennen sind. Diese liesen sich auch nicht mit mehrfachem Spiilen der Probe
mit Reinstwasser entfernen.

Auch die flache Goldoberfléiche (vergleiche Abschnitt [3.1.6), die fiir die IRRAS-
Vergleichsmessung identisch prapariert wurde, zeigt eine ahnliche Bedeckung an
Agglomeraten. Nimmt man an, dass die Bedeckung auf beiden Proben identisch
ist und beachtet, dass die GroBie der Agglomerate (< 5um) deutlich kleiner als
die beleuchtete Flache (83 pm) ist, so mitteln sich die Beitrdge der Agglomerate

1Zur Durchmischung von Lésungen wird hiufig ein sogenanntes Vortex (Schiittelgeriit) ver-
wendet. Proteine konnen dadurch jedoch verdndert werden[149] (analog zum Schlagen des
Eischnees).
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Abbildung 5.2.2: In (a) sind relative Transmissionsspektren von ,,Antenna #9“ mit
GIPC-1 zu sehen. In (b) sind oben die basislinienkorrigierten (Savitzky-Golay, 300
Smoothing Points) Spektren aus (a) gezeigt. In (b) sind unten die 2. Ableitungen
(geglattet mit 35 Smoothing Points) der Spektren aus (a) abgebildet. Vier Banden
(Frequenzen aus Abbildung von GIPC-1 sind durch gestrichelte Linien gekenn-
zeichnet.

heraus und man kann das Verhéltnis der Molekiile trotz Agglomeraten analog
zur Monolage iiber die Flachen abschéatzten.

5.2.2 IR-Messung

Relative Transmissionsspektren der Antennen mit GIPC-1 sind in Abbildung
zu sehen. Das Fano-artige Signal der GIPC-1 Banden ist nur als leichte
Anderung der LSPR-Linienform zu erkennen. Zur besseren Orientierung sind
die Positionen der Amid-I- und Amid-II-Bande, sowie zwei weiterer Banden
eingezeichnet. Analog zu den Messungen in Kapitel 3] ist bei senkrechter (L)
Polarisation keine Anregung der LSPR im IR zu sehen. Gleiches gilt fiir die
Vibrationsbanden von GIPC-1. Daraus kann geschlossen werden, dass das Trans-
missionssignal der GIPC-1 Agglomerate ohne Antennen nicht messbar ist. Aus
diesem Grund wird bei der Berechnung des Verstarkungsfaktors der Vergleich
mit der IRRAS-Messung (Abbildung herangezogen.

Um die GIPC-1 Signale bei paralleler (]|) Polarisation von den breitbandigen
Antennenresonanzen zu trennen, wurde, wie in Abschnitt [3.4.2/ und [3.4.2| beschrie-
ben, eine Basislinienkorrektur (Savitzky-Golay-Filter) und die zweite Ableitung
der Spektren gebildet. Beides ist in Abbildung dargestellt.
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Im Unterschied zu den Vibrationsbanden kleinerer Molekiile bei denen wenige
Atome zur Schwingungsbande beitragen, sind die Vibrationsbanden von Proteinen
eine kollektive Anregung verschiedener Schwingungen. Die Halbwertsbreite der
Proteinbanden ist daher deutlich grofier und beeinflussen die LSPR-Linienform
daher iiber einen breiteren Bereich. Bei der Erzeugung der Basislinie muss
somit stéirker geglittet werden’] Dies fiihrt in der Nihe der LSPR-Frequenz zu
Abweichungen, die Vibrationsbanden in diesem Bereich iiberlagern. In Abbildung
auBlert sich das als ,,Ausbrechen* der blauen und roten Kurve bei niedrigen
beziehungsweise hohen Wellenzahlen.

Zur Bestatigung des basislinienkorrigierten Spektrums, sind unten in Abbildung
die zweiten Ableitungen der Spektren aus (a) gezeigt. Die zu erwartenden
Vibrationsfrequenzen von GIPC-1 sind mit gestrichelten Linien gekennzeichnet.
Aufgrund der spektralen Breite der Banden sind sie auch in dieser Darstellung
nicht als einzelne Banden zu erkennen und verschwimmen in einer undefinierten
Signalform.

Die theoretisch zu erwartende Linienform ist ohnehin unklar. Das Fano-Profil
der antennenverstarkten Vibrationssignale ist aufgrund der Kopplung zur LSPR
breiter als das nicht verstiarkte Signal des gleichen Molekiils. Diesen Sachverhalt
erkennt man beispielsweise deutlich in Abbildung [6.5.1] Es ist daher denkbar,
dass beispielsweise die Amid-I- und Amid-II-Banden durch die Kopplung an die
LSPR miteinander wechselwirken kénnen. Welche Auswirkungen dies auf die
Linienform hat ist bisher noch nicht bekannt.

5.2.3 Signalverstarkung

Trotz des Problems der genauen Beschreibung der Linienform der verstirkten
Amid-Banden kann in Abbildung bei den Antennen der Liange L =
1410 nm eine Signalstirke der Amid-I-Bande von ungefihr 2% abgelesen werden.
Die IRRAS-Vergleichsmessung weist eine Singalstirke der Amid-I-Bande von
ungefahr 4,2% auf. Daraus ergibt sich nach Gleichung eine ,Verstarkung”
von FFe.s &~ 0,5. Unter Beriicksichtigung der Faktoren, die sich aus IRRAS
Geometrie (EFigras ~ 39) und Molekiilanzahl (E Fye, =~ 1026, vergleiche Tabelle
A.2) ergeben, lasst sich nach Gleichung einen Verstarkungsfaktor von

EFIR

calc

~ 20000

abschitzen. Dieser Wert ist deutlich kleiner als der in Abschnitt 3.4.3] errech-
nete Wert fiir die Verstarkung der Methylene-Blue-Signale, was auf die Grofie
der Molekiile und der Agglomerate zuriickzufithren ist. MB-Molekiile sind im
Vergleich zu Proteinen klein und befinden sich somit im verstarkten Nahfeld

2Ein Ausschluss der Protein-Banden bei der Erzeugung der Basislinie [57] ist aufgrund deren
Breite nicht praktikabel.
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der Antennen. Bei den in diesem Experiment beobachteten Agglomeraten, mit
Durchmessern von knapp 1pm, sind einige Proteine soweit von der Antennen-
oberflache entfernt, dass diese nicht mehr vom verstéarkten Nahfeld profitieren.
Bei der Vergleichsmessung auf dem Goldspiegel tragt das Signal dieser Proteine
jedoch zum gemessenen Signal bei.

5.2.4 Anzahl der Proteine auf den Nanoantennen

An dieser Stelle wird abgeschétzt, wie viele Proteine zum antennenverstarkten
Signal beitragen. Dazu soll angenommen werden, dass ein Protein eine Flache von
5 x 5nm? auf der Oberfliche einnimmt (vergleiche Abschnitt . Geht man
davon aus, dass das antennenverstirkte Signal hauptsachlich von den Hotspots
an den Antennenenden kommt, und schétzt A,.ve einer Antenne tiber Gleichung
(2.5.11)) mit 7200nm? ab, so reichen 288 Proteine aus um die Antennenenden zu
bedecken. Das IR-Signal stammt von ungefahr 650 Nanoantennen der beleuch-
teten Flache und entspricht somit ungefahr 300 Zeptomol des Proteins. Diese
Abschatzung vernachléssigt die vorhandenen Agglomerate und sollte daher nur
als Anhaltspunkt verstanden werden.

Da Proteine nicht nur an den Antennenenden sondern auf der gesamten Gold-
oberfliche adsorbieren soll im Folgenden abgeschétzt werden, wie viele Proteine
bend6tigt werden um die Goldoberflache der gesamten Probe zu bedecken. Es wird
davon ausgegangen, dass die Proteine nicht auf der CaF, Oberfliche adsorbieren.
Die gesamte Oberfliche einer Antenne der Linge L = 1410 nm betrigt 260 000 nm?
worauf nach dieser Abschétzung etwa 10000 Proteine Platz finden. Das gesamte
Array besteht aus etwa 1350 Antennen. Daraus ergibt sich die Oberfliche aller
Antennen in einem Array zu ungefihr 350 pm?. Ein Grofiteil der Goldoberfliche
auf der Probe ist jedoch nicht die Oberfliche der Antennen, sondern durch die
L-formigen Marker und die Beschriftung der Arrays gegeben. Deren Oberflédche
lisst sich mit ungefihr 4000 pm? pro Array abschitzen. Die verwendete Probe
Antenna #11 weist 6 x 16 Arrays auf und bietet somit Adsorptionspléatze fiir
etwa 10'° Proteine. Bei der Konzentration von 2 pM entspricht dies der Anzahl
der Proteine in einem Tropfen von ungefahr 14 nl.

5.3 Detektionslimit

Die Messungen in diesem Abschnitt wurden von ROBERT WOLKE unter der
Anleitung des Autors durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgte vom Autor.

Eine wichtige Kenngrofle fiir Biosensoren ist das Detektionslimit. Es gibt an, bis
zu welcher Konzentration der Analyt, also das nachzuweisende Protein, detektiert
werden kann. Genau genommen ist die Angabe einer Konzentration nur dann
sinnvoll, wenn der Sensor die detektierten Proteine wieder frei gibt und es zu
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keiner Akkumulation kommt. Andernfalls muss nur genug Lésung vorhanden sein
und diese so lange iiber den Sensor gespiilt werden, bis die Oberflache des Sensors
mit Proteinen geséattigt ist. Da die Proteine auf den Antennen akkumulieren,
ist bei der Angabe des Detektionslimits zuséatzlich die Zeit der Inkubation zu
beachten.

Im Gegensatz zum vorherigen Abschnitt, in dem ein Protein mit medizinischer
Relevanz auf den Nanoantennen untersucht wurde, soll es bei der Bestimmung
des Detektionslimits nur auf die Fahigkeit der Antennen, Proteine zu detektie-
ren, ankommen. BSA eignet sich fiir diese Aufgabe hervorragend. Neben den
Kostengriinden, 16st sich BSA gut in Wasser)| und kann sowohl iiber die Cystein
Aminosauren an Goldoberflichen binden als auch elektrostatisch aufgrund seiner
polaren und unpolaren Seitenketten.

5.3.1 Praparation

Alle Messungen wurden an der Probe S08#4 durchgefiihrt. Diese wurde sukzessive
fiir 15 Minuten in verschieden stark konzentrierte BSA-Losungen getaucht, mit
Wasser abgespiilt, in Ny getrocknet und anschlieend im IR-Mikroskop gemessen.
Begonnen wurde mit der niedrigsten BSA-Konzentration (107° M), welche fiir
jede weitere Messung um den Faktor 10 erh6ht wurde.

5.3.2 IR-Messung

Alle Messungen wurden an einem Array durchgefithrt. Die Spektren sind in
Abbildung dargestellt.

Zur Extraktion des verstidrkten Vibrationssignals wurde, wie bei den zuvor
beschriebenen Experimenten, die zweite Ableitung von allen Spektren gebildet.
Diese ist fiir das Spektrum von 1071 M in Abbildung gezeigt (schwarz).
An den markierten Stellen, an denen das Signal von BSA zu erwartet wird,
sind Signale zu erkennen, jedoch sind diese nicht dem Protein zuzuordnen. Ein
erneuter Blick auf Abbildung zeigt die dort gut sichtbaren Banden von
Wasserdampf im Strahlengang. Diese haben jedoch in allen Spektren &hnliche
Intensitat, was darauf zurtickzufiihren ist, dass alle Messungen direkt nach dem
Einlegen der Probe ins Mikroskop und dem Schlieflen der Tiiren des Spiilkastens
gestartet wurden. Die identischen Bedingungen bei den Messungen fiithren dazu,
dass das Hintergrundsignal auch in der zweiten Ableitung konstant ist. Aus
diesem Grund wurde bei allen weiteren zweiten Ableitungen, die in Abbildung
dargestellt sind, das Hintergrundsignal (schwarz) abgezogen. Das storende
Wassersignal wird dadurch fast vollstandig entfernt.

3Gute Wasserloslichkeit ist die Grundvoraussetzung fiir seine Aufgabe als Transportprotein
im Blut.
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Abbildung 5.3.1: In (a) sind relative Transmissionsmessungen (Auflosung 4 cm™1,

1000 Scans) desselben Arrays (L = 1460 nm) gezeigt. Vor jeder Messung wurde die
Probe 15 Minuten in wéssriger BSA-Losung (Konzentration sukzessive erhoht) inkubiert.
Die Vibrationsbanden von BSA (vergleiche Abbildung sind eingezeichnet. In (b)
sind die zweiten Ableitungen (15 Smoothing Points) der Kurven aus (a) dargestellt.
Der Wasserdampf-Hintergrund (zweite Ableitung von 10719 M, schwarz) wurde von
allen anderen Spektren abgezogen. Fiir 1079 M bis 1074 M (Farben wie in (a)) ist
die Differenz gezeigt. Die Starke (peak to peak) der Amid-I- und Amid-II-Bande von
BSA ist in (c) iiber der Konzentration aufgetragen. An die Datenpunkte (10~% M
ausgenommen) wurde eine Gerade gefittet.

Man erkennt, dass sich an den markierten Frequenzen ab einer Konzentration
von 107" M ein Signal von BSA abzeichnet. Die Signalstirke der Amid-I- und
Amid-II-Bande (peak to peak) ist in Abbildung iiber der Konzentration
der BSA-Losung aufgetragen. An die Signalstirke (107° M ausgenommen) wurde
eine Gerad(ﬂ gefittet. Das Rauschlevel (noise floor) liegt etwa bei 2 - 107° und
schneidet die Fit-Geraden beider Amid-Banden bei einer Konzentration von
ungefiahr 2 - 1078 M. Dieser Wert stellt das Detektionslimit fiir BSA bei 15
minttiger Inkubation dar.

In [125] wird das Detektionslimit von ELISA (vergleiche Abschnitt mit
1072 g angegeben. Dies entspricht bei einer Konzentration von 2 - 1078 M einem
Volumen von ungefahr 1pl. Beachtet man, dass in Abschnitt 20l grofle
Tropfen verwendet wurden, so ist es durchaus realistisch anzunehmen, dass
dieses Volumen ausreicht um Nanoantennen zu inkubieren. Die Sensitivitat des

4Eine Gerade in der Darstellung einer logarithmischen Abszisse entspricht einer logarithmi-
schen Funktion: y = m (logz) — c.
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o Abbildung 5.4.1: Relative Transmissi-
Q resolution: onsmessungen von Array A8 auf Probe
£ 1 ij S08#3 nachdem diese fiir 3 Stunden in
£ 2 em. 500 pM BSA-Losung eingelegt war. Die
c 4cm . . 1
© 8 o™ Auflésung wurde zwischen 1cm™" und
© 16 cm™” 64 cm ™! variiert. Die Messdauer wurde
% —32cm’” konstant auf insgesamt 5 Minuten (fiir
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next finer ) 1 . .
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dem Spektrum der néichst feineren Auf-
1400 1600 1800 l6sung in schwarz hinterlegt.
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Nanoantennensensors ist folglich vergleichbar mit der von ELISA, bei einer
Verkiirzung der Inkubationsdauer von einer Stunde bei ELISA auf 15 Minuten.

5.4 Auflosungsabhangigkeit

Um eine moglichst kurze Messzeit ohne den Verlust von Information bei der
nanoantennenverstiarkten IR-Spektroskopie von Proteinen zu ermoglichen, wird
in diesem Abschnitt die optimale Auﬂésunéﬂ fiir diese Art von Messung bestimmt.
Fiir moglichst grofle Signale der Amid-Banden wurde eine Nanoantennenprobe
(S0843) fiir 3 Stunden in eine 0,5 mM BSA-Losung eingelegt und anschliefSend
gespiilt und getrocknet. Wie im vorherigen Abschnitt wurden die Spektren von
Array A8 gemessen. Dabei waren die Messpositionen (Referenz und Probe) fiir
alle Messungen identisch und nur die Auflésung wurde von 1 cm™! bis 64 cm ™ ver-
andert. Die Anzahl der Scans wurde dabei so variiert, dass jede Messung in 5 Mi-
nuten beendet war. Das heifit es wurden 100 (1 cm™), 187 (2em ™), 326 (4cm™?),
545 (8 cm™1), 789 (16 cm 1), 1071 (32cem™!) und 1250 (64 cm™!) Scans jeweils fiir
Referenz- und Probenmessung, aufgenommen. Die Spektren sind in Abbildung
zu sehen. Alle Spektren (bis auf 1 ¢cm™!) sind mit dem Spektrum der néchst
feineren Auflésung schwarz hinterlegt. Das heif§t, hinter dem Spektrum der Auf-
16sung 64 cm ™! ist das (dariiber in rot gezeigte) Spektrum der Auflésung 32 cm ™!
erneut dargestellt (in schwarz).

Man erkennt, dass die Amid-I-Bande fiir die Auflésungen 16 cm~! und gréber
jeweils vom Spektrum mit der nichst feineren Auflésung abweicht. Bei 8 cm™! ist
die Abweichung in dieser Darstellung nicht mehr zu erkennen. Die zwischen 70 und
100 cm ™! breiten Amid-Banden kénnen folglich mit 8 cm™! bereits hinreichend
aufgelost werden.

5Bei der FTIR-Spektroskopie ist die Messdauer ungefihr reziprok proportional zur Auflésung.
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5 Antennenverstarkte IR-Spektroskopie von Proteinen

5.5 Nanoantennenbasierter Biosensor

Fiir Biosensoren ist neben der hohen Sensitivitdt auch eine hohe Selektivitat
wichtig, die durch die Funktionalisierung der Antennenoberfléche erreicht werden
soll. Das Prinzip ist in Abschnitt beschrieben. Die genaue Vorgehensweisd]
wird im Folgenden beschrieben.

5.5.1 Protokoll fiir die Funktionalisierung der Nanoantennen

Die Antennenoberfliche wird mit einem Aptamer (Abschnitt funktiona-
lisiert, der spezifisch an das Target-Protein bindet. Um eine Immobilisierung
des DNA-Strangs auf der Goldoberfliche zu erméglichen, ist dieser am 5 Ende
mit einer Thiolgruppe versehen (siehe Abbildung . Die Aptamere sind in
1M KCI Pufferlosung gelost, deren hohe Ionenkonzentration die AbstofSung der
Aptamere untereinander verringert und so eine hohere Packungsdichte auf der
Oberflache ermoglicht.

Im néchsten Schritt werden noch nicht bedeckte Stellen der Antennenoberfléche
mit Mercaptoethanol (HS—(CH,),—OH, ,ME*) geblockt, was eine unspezifische
Bindung der Proteine an die Antennen verhindern soll.

In diesem Zustand ist der Sensor einsatzbereit und kann getestet werden. Dafiir
wird nach und nach die Konzentration des Target-Proteins erhoht und die
gemessene Signalstirke gegen die Konzentration aufgetragen (analog zu Abschnitt
. Anschlielend wird mit frisch praparierten Sensoren die Selektivitdt mit
negativen Kontrollproben getestet. Dazu wird auf einer Probe BSA anstatt des
Target-Proteins aufgebracht und auf einer anderen Probe wird die Oberflache
nur geblockt, so dass auch das Target-Protein nicht haften kann.

Cleaning Functionalization Blocking Incubation
- \ S~ proteins
/ I \ aptaier mercaptoethanol
antenna ? ? ? ? ? ? ?\?
CaF; CaF; CaF,

@ ® ®

Abbildung 5.5.1: Funktionalisierung der Nanoantennen. Die einzelnen Arbeitsschritte
sind wie im Text nummeriert.

6Diese wird von Biologen ,,Protokoll“ genannt.
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5.5 Nanoantennenbasierter Biosensor

Die einzelnen Schritte sind in Abbildung schematisch dargestellt und werden

im Folgenden beschrieben:

1.

10.

11.

Reinigung: UV-Ozon-Reinigung der Nanoantennen fiir 30 Minuten mit
anschliefendem Waschen in Ethanol (2 x 5 Minuten)

. Messungen: SERS und SEIRS

. Funktionalisierung: 20 ul Tropfen Aptamer Losung (100ng/pl in 1 M wéss-

riger KCl-Losung) auf Nanoantennen fiir eine Stunde bei Raumtemperatur
in kleinem abgeschlossenen Volumen um Verdunstung zu vermeiden

Waschen: 5 Minuten in Pufferlosung (1M KCI in HyO), dann 5 Minuten
in HoO zur Vermeidung von Salzkristallen und anschlieBend Trocknen mit
Druckluft (geringe Stromungsgeschwindigkeit)

. Messungen: SERS und SEIRS

. Blocken: 20 ul Tropfen Mercaptoethanollosung (2mM Loésung in Ethanol)

auf Nanoantennen fiir eine Stunde bei Raumtemperatur in abgeschlossenem
Volumen

Waschen: 5 Minuten in Ethanol mit anschlieend Trocknen mit Druckluft

. Messungen: SERS und SEIRS

. Inkubation: 20 ul Tropfen Proteinlésung (verschiedene Konzentrationen in

Tris-Pufferlosung bei einem pH-Wert von 8,2) auf Nanoantennen fiir eine
Stunde bei Raumtemperatur in abgeschlossenem Volumen

Waschen: 5 Minuten in Tris-Pufferlosung, dann 5Minuten in H,O und
anschliefend Trocknen mit Druckluft

Messungen: SERS und SEIRS

5.5.2 SERS-Messungen

Die in diesem Abschnitt vorgestellten SERS-Messungen wurden von MAXIMILIEN
CoTTAT und CRISTIANO D’ANDREA an einem Xplora Spektrometer von Horiba
Jobin Yvon an der Ben Gurion Universitdt in Beer-Sheva in Israel durchgefiihrt.
Experimentelle Details dazu sind in [51] angegeben.

89



5 Antennenverstarkte IR-Spektroskopie von Proteinen

-
o

Abbildung 5.5.2: In (a) sind exempla-
risch die relativen Transmissionsspektren
der Probe VISIR#7 dargestellt und die
Position der LSPR beschriftet. Die ent-
MR Tv— sprechenden zweiten Ableitungen sind in
[ =1790 nm] (b) gezeigt. Die beiden scharfen Linien,
—— L =2550 nm | deren Wellenzahlen angegeben sind, las-
sen sich durch Instabilitidt des Aufbaus
erkldren und kénnen im Folgenden igno-
riert werden.
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5.5.3 IR-Messungen

Die IR-Messungen wurden an einem Thermo Scientific Nicolet iN10 MX (siehe
Anhang durchgefiihrt. Dieses verfiigt iiber keinen Polarisator, so dass die
gemessene LSPR-Extinktion im Vergleich zu Messungen mit linear polarisiertem
Licht nur halb so grof ist. Dafiir verfiigt der MCT-Detektor iiber 8 Pixel, so dass
Spektren von 8 verschiedenen Punkten (25 x 251m?) der Oberfliche gleichzeitig
aufgenommen werden kénnen. Durch Abrastern der Oberfliche wird an jedem
Punkt der Oberfliche ein Spektrum aufgenommen. Die rdumliche Auflésung
betragt folglich 25 pm und analog zu Abbildung wird mit einer spektralen
Auflésung von 8 cm~! gemessen. Das Referenzspektrum wurde auf dem CaF,-
Substrat, abseits der Antennen, fiir jedes Pixel mit 256 Scans aufgenommen. Die
Spektren der 16 Pixel die das 100 x 100 pm? grofie Antennen- Array abdecken,
wurden mit 16 Scans aufgenommen und anschliefend gemittelt. Besonders stark
abweichende Pixel, beispielsweise durch defekte Arrays oder an dessen Rand,
wurden von der Mittelung ausgeschlossen.

Abbildung zeigt in (a) die relativen Transmissionsspektren einer der ,VISIR
Proben und in (b) die dazugehorigen zweiten Ableitungen (ohne Glattung,
vergleiche Abschnitt [5.4)). Die Resonanzfrequenzen der LSPR sind in (a) gegeben,
aber auch in (b) fiir die Antennen der Lange L = 1790 nm und L = 2550 nm zu
erkennen. Die LSPR der Antennen mit L = 1000 nm ist breiter und das Rauschen
grofler, weshalb diese Resonanz in der zweiten Ableitung nicht sichtbar ist.
Zusétzlich sind in (b) scharfe Banden bei 1261 cm™ und 1542 cm™! zu erkennen.
Diese sind durch Instabilitdten des IR-Mikroskops zu erklaren (vergleiche Anhang
und kénnen im Folgenden ignoriert werden.

Weitere Banden von eventuellen Verschmutzungen der Antennenoberfliche sind
nicht zu erkennen. Es konnte auch keine Verdnderung der Spektren durch die
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Abbildung 5.5.3: In (a) sind die zweiten Ableitungen der relativen Transmission
von IR-Antennen der Lange L = 1790 nm nach den angegebenen Protokoll-Schritten
gezeigt. Die Kurven sind gegeneinander verschoben. Die Stellen an denen Artefakte
auftauchen, sind ausgeblendet. Auflerdem sind die Frequenzen markiert, an denen
Banden des Aptamers zu erwarten sind. In (b) sind die zugehorigen SERS Spektren
gezeigt (nicht basislinienkorrigiert oder verschoben). [51]

UV-Ozon-Reinigung erkannt werden. Diese wurde dennoch fiir jede Probe durch-
gefiihrt.

Da die stirksten Banden von Aptameren und Proteinen bei ca. 1650 cm ™! zu
erwarten sind, werden im Folgenden nur die Spektren der Antennen mit L =
1790 nm ausgewertet. AuBerdem wird immer nur die zweite Ableitung der relativen

Transmissionsspektren gezeigt.

5.5.4 Funktionalisierung der Nanoantennen

Zur Uberpriifung der Funktionalisierung wurden nach jedem Bearbeitungsschritt
mehrere SERS und SEIRS-Spektren der Antennen aufgenommen. In Abbildung
sind die IR-Spektren nach der UV-Ozon-Reinigung (Schritt 2, schwarz),
nach der Funktionalisierung (Schritt 5, rot) und nach dem Blocken (Schritt 8,
blau) gezeigt. Neben den Artefakten bei 1261 cm™! und 1542 cm™! sind keine
Banden zu erkennen. Zur Orientierung sind die Positionen der stiarksten Banden
des Aptamerﬂ gekennzeichnet (vergleiche Abbildung 4.4.1d)).

"In Abbildung |4.4.1d|sind Spektren des EBNA-1 Aptamers gezeigt, wihrend hier das MnSOD
Aptamer verwendet wurde. Bei beiden Molekiilen handelt es sich um DNA-Striange, die ein
dhnliches Absorptionsspektrum aufweisen.

91



5 Antennenverstarkte IR-Spektroskopie von Proteinen

An derselben Probe wurden ebenfalls SERS-Messungen durchgefiihrt. Die aus
jeweils zehn Messungen an verschiedenen Stellen der Dimer-Antennen gemittelten
und unter den identischen Bedingungen [51] aufgenommenen Spektren sind in
Abbildung dargestellt. Im Gegensatz zu den IR-Messungen kann hier ein
eindeutiges Signal des Aptamers erkannt werden [51]. Das Signal wird zwar durch
die Anwesenheit des Blockermolekiils ME leicht abgeschwécht, ist aber dennoch
deutlich zu erkennen. Der Effekt der Verdréngung von adsorbierten Molekiilen
durch andere ist aus der Literatur bekannt [130].

Obwohl die Funktionalisierung der Nanoantennen im IR nicht nachzuweisen war,
kann aufgrund der SERS Ergebnisse von einer erfolgreichen Funktionalisierung
ausgegangen werden. Beide Messmethoden wurden an verschiedenen Nanoanten-
nen durchgefithrt, welche sich jedoch auf derselben Probe befanden und unter
demselben Tropfen inkubiert wurden. Man kann daraus schlielen, dass die mit
SERS nachgewiesene Funktionalisierung auch auf den IR-Antennen vorhanden ist.
Der Grund fiir das nicht detektierbare IR-Signal muss in zukiinftigen Messungen
noch geklért werden. Da Aptamere aus einigen tausend Atomen bestehen, kann
ausgeschlossen werden, dass alle Dipolmomente parallel zur Antennenoberfliche
ausgerichtet sind.

5.5.5 Detektionslimit von MnSOD auf funktionalisiertem
Biosensor

Im Gegensatz zu dem in Abschnitt bestimmten Detektionslimit fiir unspe-
zifisch gebunden Proteine wird in diesem Abschnitt das Detektionslimit der
funktionalisierten Nanoantennen bestimmt. Die funktionalisierten und geblock-
ten Nanoantennen wurden, in Schritt 9 des Protokolls, fiir eine Stunde mit
einem 20 pl Tropfen MnSOD Losung mit der Konzentrationf| 1 pM bedeckt und
anschliefend gewaschen und getrocknet. Sowohl IR~ als auch SERS-Messungen
lassen keine Anderung des Spektrums erkennen. Daher wurde die Konzentration
bei einer zweiten, fertig funktionalisierten Probe um eine Groéflenordnung erhoht
und Schritt 9 bis 11 wiederholt. Im nachsten Schritt wurde bei der ersten Probe
die Konzentration erneut um Faktor 10 erhoht. Durch die abwechselnde Verwen-
dung von zwei verschiedenen Proben wird so die Konzentration bei einer Probe
in Hunderterschritten erhoht, so dass die vorherige Menge an Proteinen nur
1% (statt 10%) der hoheren Konzentration betragt und vernachléssigt werden
kann. Die Konzentration wurde so bis 10 1M in Zehnerschritten erhéht und als
letztmogliche Konzentration fiir eine Stunde in einer 45 ntM Loésung inkubiert.

8Besonders bei geringer Konzentration und kleinen Tropfen kénnen aufgrund der Adsorption
von Proteinen an den Wanden des Geféfles und der Pipette Fehler in der Konzentration
auftreten. Um den Fehler so klein wie moglich zu halten, wurden immer mindestens 2 ml
der Losung angesetzt und die Pipette vor der Aufnahme des Tropfens mehrfach befiillt und
entleert um die Wande abzuséattigen.

92



5.5 Nanoantennenbasierter Biosensor

WMW Abbildung 5.5.4: Zweite Ableitungen

der relativen Transmission von funktiona-
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Da sich die Spektren der niedrigen Konzentrationen nicht von denen aus Abbil-
dung unterscheiden, sind in Abbildung nur die Spektren ab 10 nM
gezeigt. Man erkennt bis zu einer Konzentration von 1M keine Signatur des Pro-
teins. Ab 10 uM ist vor allem die Amid-I-Bande bei 1657 cm ™! zu erkennen. Diese
ist bei 45 1M noch deutlich starker ausgepragt. Zusatzlich ist bei der hochsten
Konzentration auch der Beitrag des 3-Faltblatts bei 1627 cm~! zu erkennen.

Um zu testen ob die Oberfliche der Antennen nach der einstiindigen Inkubation
geséttigt ist, wurde die zuletzt in 10 pM inkubierte Probe fir fiinf weitere Stunden
in der gleichen Konzentration inkubiert (dunkelblaues Spektrum). Man erkennt,
dass trotz etwa finf mal geringerer Konzentration im Vergleich zu 45pnM das
Signal deutlich grofler ist. Daraus kann geschlossen werden, dass durch eine
langere Inkubation ein wesentlich besseres Detektionslimit zu erwarten wére.
Andererseits wurde die Funktion der Aptamere mit der QCM-Methode auch fiir
einstiindige Inkubation gezeigt [138].

Bis auf die Bande bei 1740 cm ™ sind alle Banden aus Abbildung auch
in den hier gezeigten antennenverstarkten Spektren zu erkennen. Durch die
Fano-artige Linienform kommt es jedoch besonders an den Banden die weit von
der LSPR-Frequenz (=~ 1580 cm™!) entfernt sind zu einer asymmetrischen Linien-
form und damit zu einer Verschiebung des Minimums in der zweiten Ableitung
(vergleiche Abbildung . Trotz dieser Verschiebung lasst die Signatur auch
bei antennenverstiarkten Spektren eine Unterscheidung von Proteinen zu, die un-
terschiedliche IR-Spektren aufweisen. Eine eindeutige Identifikation von MnSOD
aus einer Mischung aller existierenden Proteine ist jedoch nicht zu erwarten.

Das Detektionslimit bei einer Inkubation von einer Stunde liegt zwischen 1 pM
und 10 pM. Durch eine Erhohung der Inkubationsdauer oder eine bessere Durch-
mischung der Losung wahrend der Inkubation kénnte das Detektionslimit auf
eine Konzentration deutlich unter 1 uM gesenkt werden.
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Abbildung 5.5.5: SEM-Aufnahme der
Nanoantennendimer fiir SERS. Die Krei-
se mit 600 nm Durchmesser symbolisie-
ren den Laserfokus und sind so ausgerich-
tet, dass in (a) zwei Dimere beleuchtet
werden und in (b) sechs.

SERS-Messungen

Die entsprechenden SERS-Messungen, die an der gleichen Probe durchgefiihrt
wurden und in [51] verdffentlicht sind, zeigen ein unterschiedliches Verhalten fur
verschiedene Messpositionen. Wahrend die Spektren von einigen wenigen (etwa
1 von 10) Messpositionen die klare Signatur von MnSOD [141] aufweisen, ist
an den meisten Stellen innerhalb der Nanoantennen-Arrays kein Unterschied
zum Signal der Aptamere zu erkennen. Es kann daraus geschlossen werden,
dass die Bedeckung der Nanoantennen mit Proteinen inhomogenen ist. Das
Signal der Proteine wird nur dann verstarkt, wenn sich diese im Hotspot in der
Mitte des Dimers befinden. Im Gegensatz zu kleinen Molekiilen, die sich relativ
homogen auf Goldoberflichen anordnen, kann es bei den mehrere Nanometer
groflen Proteinen zu statistisch bedingten Schwankungen der Molekiilanzahl im
Hotspot kommen. Zudem wird bei den SERS-Messungen der Laser auf ungefahr
600 nm fokussiert. Damit hdngt die auch Anzahl der Antennen, die beleuchtet
werden, stark von der Ausrichtung des Lasers zu den Antennen ab. Dies ist
in Abbildung dargestellt. Bei den IR-Messungen wird hingegen iiber das
gesamte Antennen-Array gemittelt, so dass die Spektren unabhingig von der
Messposition reproduzierbare Ergebnisse liefern.

5.5.6 Nachweis der Selektivitat

Fiir einen Molekiilsensor ist es nicht nur wichtig, kleinste Mengen des Analyts
detektieren zu konnen, der Sensor muss zudem selektiv auf den Analyten reagie-
ren. Um dies zu testen werden sogenannte ,negative Kontrollen* durchgefiihrt.
Die Messungen in Abschnitt werden in dieser Terminologie als ,,positive
Kontrolle* bezeichnet. Im Fall des vorliegenden MnSOD-Biosensors wurden dafiir
zwei Proben prépariert.

Die erste Probe wurde, wie zuvor beschrieben, mit Aptameren funktionalisiert
und mit Mercaptoethanol geblockt (Schritt 1 bis 8). Die Probe wurde in Schritt
9 jedoch in einer 10 pM Losung von BSA inkubiert, welche keine spezifische
Bindung mit dem Aptamer aufweist und somit in Schritt 10 von der Oberfliche
abgespiilt werden sollte. Dies ist schematisch in Abbildung dargestellt.
In Abbildung [5.5.7| (Mitte) sind die Spektren der funktionalisierten Antennen vor
(blau) und nach (gelb) der Inkubation in BSA in der Mitte gezeigt. Zum Vergleich
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Abbildung 5.5.7: Zweite Ableitungen
der relativen Transmission von drei ver-
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sind darunter die Spektren des gleichen Experiments mit MnSOD gezeigt, bei
dem eine Wechselwirkung zwischen Protein und Aptamer stattfindet und ein
Proteinsignal erwartet wird (positive Kontrolle). Bei der positiven und negativen
Kontrolle ist die auftretende Amid-I-Bande vergleichbar stark ausgepragt und
in beiden Féllen vom Signal der a-Helix (1657 cm™*) dominiert. Auch Anhand
anderer Banden sind die Spektren kaum zu unterscheiden. Aufgrund der dhn-
lichen Anzahl an Aminosauren (vergleiche Tabelle , die etwa proportional
zur Signalstérke ist, kann daraus geschlossen werden, dass MnSOD und BSA
vergleichbar gut an der Antennenoberfliche haften.

Bei der Praparation der zweiten Probe wurden die Schritte 3 bis 5 ausgelassen,
so dass die gesamte Antennenoberfliche mit ME geblockt ist (Abbildung|5.5.6b).
Dadurch sollte nach dem Waschen in Schritt 10 kein Protein an den Antennen
haften bleiben. Die Spektren der geblockten Antennen vor (rot) und nach (griin)
der Inkubation in einer 10 pM Loésung von MnSOD fiir eine Stunde sind in
Abbildung [5.5.7] oben dargestellt. Auch in diesem Fall ist die Amid-I-Bande mit
ahnlicher Intensitit wie beim positiven Experiment (Abbildung unten) zu
erkennen.
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Daraus kann geschlossen werden, dass die unspezifische Bindung der Proteine
an die Antennenoberfliche durch die Blockierung mit ME nicht erfolgreich war.
Zur Erklarung sind zwei Ursachen denkbar. Erstens konnte die Monolage, die
ME auf der Oberflache ausbildet, nicht vollkommen geschlossen sein. Dadurch
ist es moglich, dass die Proteine durch Thiolgruppen (Cystein) an die Goldober-
fliche binden. Da diese Bindung stark ist, wére diese Art der unspezifischen
Bindung nur schwer zu unterdriicken. Die andere Moglichkeit ist, dass die Protei-
ne durch elektrostatische Wechselwirkung an der geblockten Oberflache haften.
Dies scheint eine realistische Erklarung zu sein, da viele Proteine sowohl polare
als auch unpolare Doménen aufweisen. Durch den Einsatz von Detergenzien
(vergleiche Abschnitt , die ihrerseits eine polare und eine unpolare Seite
aufweisen, konnten die elektrostatisch gebundenen Proteine beim Waschen in
Schritt 10 abgelost werden. Dieses Verfahren hétte jedoch auch Nachteile, denn
die Detergenzien 16sen zwar die nicht spezifisch gebundenen Proteine ab, setzten
sich dafiir aber selbst auf allen Oberflichen ab und kénnen durch Spiilen mit
Wasser nicht entfernt werden. Die IR- und Raman-aktiven Moden der Deter-
genzien wiirden dann ebenfalls durch die Nanoantennen ein verstérktes Signal
liefern. Bei geschickter Wahl des Detergenz konnte dafiir gesorgt werden, dass
sich die Banden moglichst wenig mit den Proteinbanden iiberlagern. Auflerdem
konnen Proteine durch die Anwesenheit von Detergenzien denaturieren, was dazu
fithren kann, dass spezifisch gebundene Proteine ebenfalls abgelost werden. Diese
Problematik liegt jedoch auch bei ELISA vor und ist mit der richtigen Dosierung
losbar.

SERS-Messungen

Bei den negativen Kontrollen wurde bei den SERS-Messungen kein Signal der
Proteine detektiert. C. D’ANDREA schliefft in [51] daraus, dass die negativen
Kontrollen erfolgreich waren und nur die Target-Proteine an den Antennen haften
bleiben. Dies steht jedoch im Widerspruch zu den IR-Messergebnissen. Beachtet
man, dass bei den Experimenten in Abschnitt (positive Kontrolle) auch
nur die wenigsten Messungen die Proteine nachweisen konnten, so erscheint
die Schlussfolgerung aus [51] gewagt. Schiatzt man ab, dass in etwa 90% der
Messpositionen kein Protein-Signal gemessen wird und nimmt weiter an, dass
20 Messpositionen fiir die negative Kontrolle vermessen wurden, so liegt die
Wahrscheinlichkeit kein Signal zu messen bei (0,9)%* ~ 12%. Bei Messungen
mit EBNA-1 (vergleiche Abschnitt [5.5.8)), die analog zu den hier berichteten
Versuchen mit MnSOD durchgefithrt wurden, traten auch in den SERS-Spektren
der negativen Kontrollen deutliche Anderungen auf, die in [51] zwar erwihnt,
jedoch nicht erklart werden.

96



5.5 Nanoantennenbasierter Biosensor

Abbildung 5.5.8: Zweite Ableitungen
der relativen Transmission von drei ver-
schiedenen Proben. Das obere Kurven-
paar ist bereits als positive Kontrolle aus
Abbildung [5.5.7 bekannt. Die anderen
beiden Proben wurden fiir eine Stun-
de in Speichel von Patienten eingelegt,
dessen MnSOD-Konzentration zuvor mit

2" derivative

— functionalized . .
_puur:(; '(01%%:)2; n,\s,miosroo) I10° ELISA bestimmt wurde (siehe Legende).
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5.5.7 Nachweis von Proteinen in biologischen Proben

Mit der fehlgeschlagenen negativen Kontrolle, wird es nicht moglich sein MnSOD-
Proteine in Korperfliissigkeiten eines Patienten nachzuweisen. Die Idee des Fx-
periments ist es, die funktionalisierten Antennen in Schritt 9 fiir eine Stunde
in Korperfliissigkeiten, die das Target-Protein enthalten, zu inkubieren. Beim
Waschen sollten alle unspezifisch gebundenen Proteine von den Antennen abge-
waschen werden, so dass nur das Target-Protein zuriickbleibt. Uber den Vergleich
der gemessenen SignalgroBe mit der in Abschnitt fiir verschiedene Konzen-
trationen des reinen Proteins bestimmten SignalgréBe, soll auf die Konzentration
des Target-Proteins in der Korperfliissigkeit geschlossen werden.

Als Korperfliissigkeit wurden Speichelproben von zwei Patienten verwendet. Die
MnSOD-Konzentration wurde zuvor mittels ELISA zu 0,37nM und 12,4nM
bestimmt und liegt somit fiir beide Patienten deutlich unterhalb des zuvor be-
stimmten Detektionslimits (=1 pM) der funktionalisierten Nanoantennen und
sollte daher zu keinem Signal fithren. In Abbildung [5.5.§] sind die davon ab-
weichenden Ergebnisse der Messungen dargestellt. Zum Vergleich ist oben das
Spektrum von 10 pM reinem MnSOD gezeigt.

Obwohl kein Signal zu sehen sein diirfte, ist bei beiden Speichelproben ein starkes
Signal der Amid-I-Bande zu erkennen. Wie durch die fehlgeschlagene negative
Kontrolle zu erwarten, adsorbieren verschiedenste Proteine auf den Antennen und
fithren so zu einem grofien Proteinsignal. Dass es sich hierbei nicht um MnSOD
handelt, kann jedoch anhand des Spektrums gezeigt werden. Wiahrend MnSOD
einen hohen Anteil an a-Helix Struktur aufweist, der zu einem Peak der Amid-
I-Bande bei 1657 cm™! fiihrt, zeigen die unspezifisch gebundenen Proteine eine
deutliche Signatur des S-Faltblatts (Peak bei 1634 cm™!) [124] 160]. Im Vergleich
der beiden Patienten kann sowohl eine unterschiedliche Zusammensetzung als
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auch verschiedene Mengen an Proteinen in den Speichelproben nachgewiesen
werden.

5.5.8 Experimente mit EBNA-1 und GIPC-1

Neben den bisher beschriebenen Experimenten mit MnSOD wurden auch Ver-
suche mit EBNA-1 und GIPC-1 durchgefiithrt. Auch bei diesen Experimenten
konnte die unspezifische Bindung von Proteinen an die Antennenoberflache nicht
unterdriickt werden. Daher werden die Vorgehensweise und die Ergebnisse dieser
Experimente im Folgenden kurz zusammengefasst.

EBNA-1

Die gleichen Experimente die in den vorhergehenden Abschnitten fiir MnSOD
beschrieben sind, wurden auch mit Aptameren durchgefiihrt, die spezifisch an
EBNA-1 binden (vergleiche Abbildung [4.1.7/und [4.4.1d). Die Konzentration von
EBNA-1 wurde von 3-1071° M bis 3- 10" M immer um Faktor zehn erhoht. Das
Detektionslimit wurde zu 3 - 1078 M bestimmt, wobei die nichsthéhere Konzen-
tration kaum starkere Signale lieferte. Die Frage, warum der Nanoantennensensor
bei EBNA-1 fast drei Groflenordnungen sensitiver ist als bei MnSOD konnte mit
der etwa fiinffachen Masse von MnSOD zusammenhéngen. Das groflere Protein
(MnSOD) weist eine verringerte Diffusionskonstante auf [I61], so dass weniger
Proteine auf die Oberfliche auftreffen. Andererseits ist die Signalstéirke propor-
tional zur Anzahl der Aminosauren und sollte daher fir das grofiere Protein ein
starkeres Signal liefern. Dabei ist zu beachten, dass sich aufgrund des abfallenden
Nahfelds fiir groflere Entfernungen von der Antennenoberfliche kleine Proteine
im stirkeren Feld befinden. Fiir ein abschlieBendes Urteil sind diese Uberlegungen
jedoch zu vage. Das Ergebnis von EBNA-1 deckt sich dessen ungeachtet mit dem
Detektionslimit von BSA (2 - 1078 M).

Die negativen Kontrollen, die analog zu den in Abschnitt durchgefiihrt
wurden, scheiterten ebenfalls. Das heifit auch bei EBNA-1 ist die detektierte
Signalgrofie unabhéngig von der Anwesenheit der Aptamere. Auch BSA liefert
ein minimal grofleres Signal als das positive Experiment mit MnSOD, obwohl
keines detektiert werden sollte.

Die Ergebnisse der SERS-Messungen sind analog zu Abschnitt zu interpre-
tieren. Das heifft, das gemessene Proteinsignal héngt stark von der Messposition
ab, wobei auch hier etwa ein Spektrum von zehn ein messbares Proteinsignal
aufweist. Im Gegensatz zu den negativen Kontrollen bei MnSOD wurde bei
EBNA-1 ein deutliches Signal der unspezifisch gebundenen Proteine auch mittels
SERS nachgewiesen.
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GIPC-1

Bei den Experimenten mit GIPC-1 sollte das Protein selbst als Funktionali-
sierung an Stelle der Aptamere verwendet werden und der GIPC-1-Antikorper
in Blutserum nachgewiesen werden. Auch bei diesem Experiment konnte der
Antikérper aufgrund von unspezifisch gebundenen Proteinen nicht nachgewiesen
werden.

Zusammenfassung

In diesem Kapitel konnte gezeigt werden, dass das Proteinsignal von GIPC-1
durch die Antennen um einen Faktor von ungefidhr 20 000 verstarkt wird. Dieses
Signal stammt von etwa 650 Antennen, die jeweils knapp 300 Proteine innerhalb
ihrer Hotspots aufweisen. Das Detektionslimit des Nanoantennensensors wurde fiir
BSA, das unspezifisch an die Antennenoberfliche bindet, zu 2 - 1078 M bestimmt.
Wohingegen die Detektion von MnSOD auf funktionalisierten Antennen erst
ab einer Konzentration von 10 tM moglich war. Trotz Funktionalisierung und
Blocken der Oberfliche konnten unspezifisch gebundene Proteine nicht vermieden
werden. Bei der Untersuchung von Speichel zeigte sich, dass die unspezifisch
gebundenen Proteine anhand ihrer Amid-I-Bande von den Target-Proteinen
unterschieden werden konnen. Ein Ausblick ist in Kapitel [7] zu finden.

99



5 Antennenverstarkte IR-Spektroskopie von Proteinen

100



6 Prazisionsvermessung des
Nahfelds resonanter
Nanoantennen

Ziel der durchgefiithrten Messungen ist es bei Nanoantennen, die mit einer Schicht
von Molekiilen iiberzogen sind, die Wechselwirkung zwischen plasmonischer und
vibronischer Anregung in Abhéngigkeit der Schichtdicke zu untersuchen. Daraus
sollen Riickschliisse auf das lokale Feld der Nanoantenne gezogen werden.
Vorbereitende Messungen der in diesem Kapitel gezeigten Ergebnisse sind in
der Diplomarbeit des Autors [60] beschrieben. Zusétzliche Messungen und die
komplette Auswertung der Daten sind im Rahmen dieser Arbeit entstanden
und zum groflen Teil in [I62] veroffentlicht worden. Die folgenden Abschnitte
orientieren sich an dieser Verdffentlichung.

6.1 Theoretische Grundlagen

Neben der Struktur und kollektiver Anregungen der Oberfliche, beschéaftigt sich
die Oberflachenphysik mit der Untersuchung und Beschreibung der Wechsel-
wirkung zwischen Kristalloberflachen und Teilchen (Adsorbate). Gerade in der
Nanotechnologie, bei der das Verhéltnis zwischen Oberfliche und Volumen grof3
wird, spielen Oberfldcheneffekte eine wichtige Rolle.

In den zwei folgenden Abschnitten soll erklért werden, wie die Oberfliche eines
Metalls beschrieben werden kann und welche Mechanismen zur Adsorption von
Molekiilen auf Oberflachen fithren. Eine ausfiihrliche Betrachtung ist zum Beispiel
in den Lehrbtichern [163HI65] gegeben.

6.1.1 Ladungstragerdichte an Metalloberflachen

Das periodische Potenzial in dem sich die freien Ladungstrager der Metalle bewe-
gen, wird durch die positiv geladenen Atomrimpfe mit den starker gebundenen,
unbeweglichen Elektronen verursacht. Eine vereinfachende Beschreibung bietet
das Jellium-Modell. Dabei wird die positive Hintergrundladung der Atomriimpfe
verschmiert und als konstant angenommen. Das Metall wird damit durch einen
konstanten Potenzialtopf mit endlicher Barriere an der Oberfléche beschrieben.
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Die Tiefe des Potenzialtopfs wird so gewéahlt, dass sie der Austrittsarbeit des
Metalls entspricht. Meist wird die Oberflache, also der Sprung aufs Nullpotenzial,
einen halben Gitterabstand nach der letzten Gitterebene gesetzt. In Abbildung
6.1.1] sind Metallatome durch rote Kreise symbolisiert und das dazugehorige
Jellium-Potenzial als positive Hintergrundladung p, eingezeichnet.

Lost man die Schodingergleichung fiir die Elektronen im Potenzialtopf und er-
rechnet aus der Losung die Aufenthaltswahrscheinlichkeit der Elektronen, also die
Ladungstréigerdichte, erhélt man fiir Metalle mit einer hohen Elektronendichte die
gestrichelte Verteilung pign und fiir eine niedrige Elektronendichte die durchgezo-
gene Verteilung piow. In beiden Féllen ist zu erkennen, dass die Elektronendichte
iiber die Grenzen des Festkorpers hinaus ins Vakuum ragt. Dieser Effekt wird als
Elektronen-Spillout bezeichnet. Je nach Facette der Metalloberfliche kann dieser
Effekt unterschiedlich ausgeprégt sein [167].

An der Grenzschicht bildet sich so automatisch eine Dipolschicht aus negativ
geladenen Elektronen auflen und positiv geladenen Riimpfen innen. Die in Abbil-
dung [6.1.1] sichtbaren Friedel-Oszillationen nehmen zum Inneren des Festkorpers
hin ab, so dass die Elektronendichte die Hintergrundladung genau kompensiert.

6.1.2 Elektronen-Spillout bei plasmonischer Anregung

Betrachtet man einen Metallpartikel im Jelltum-Modell, so lassen sich auch in
diesem Modell LSPR~Anregungen beschreiben. ZULOAGA et al. haben dies fiir
5nm lange Silber-Ellipsoide numerisch berechnet und das Nahfeld (Abbildung
6.1.2h) ausgewertet [41]. Fiir dieselben Partikel wurde die Nahfeldverteilung auch
mittels klassischer Elektrodynamik bestimmt. Fiir beide Falle ist der Verlauf des
Nahfelds am spitzen Ende des Partikels in Abbildung [6.1.2b dargestellt.

Man erkennt, dass beide Beschreibungen fiir grofe Abstédnde von der Oberfléche
dieselbe Feldstarke ergeben. Fiir Abstéande unterhalb von 3 A ist das quantenme-
chanische Feld abgeschwacht, wiahrend die klassische Berechnung monoton zur
Oberflache hin ansteigt. Die Abschwéchung fiir sehr kleine Abstande wird durch
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Abbildung 6.1.2: Nahfeldverteilung ei-
b nes plasmonisch angeregten Silberparti-
kels (L = 5nm) bei quantenmechani-
scher Beschreibung. (b) zeigt die Feld-
starke entlang des weisen Pfeils in (a)
fiir klassische (rot) und quantenmecha-

10 20 nische (schwarz) Berechnung der LSPR
d (Bohr) (aus [41]). (20 Bohr ~ 1nm)

den Elektronen-Spillout erkléart, der eine endliche Ladungstriagerdichte auch aufler-
halb der Metalloberfliche bedingt. Aus berechnungstechnischen Griinden konnten
keine groferen Partikel simuliert werden. Die Autoren in [41] sagen jedoch fir
Partikel ,realistischerer Grofien® eine langere Reichweite des Elektronen-Spillouts
voraus.

6.1.3 Molekiil Adsorption

Es existieren zwei verschiedene attraktive Wechselwirkungsmechanismen zwi-
schen einer Oberfliche und einem darauf befindlichen Adsorbat. Diese sollen
im Folgenden kurz skizziert werden. Ausfithrlicher werden die Zusammenhénge
beispielsweise in [53), [168] beschrieben.

Chemisorption

Analog zur chemischen Bindung in einem Molekiil kann die Chemisorption von
Adsorbaten auf einer Oberfliche betrachtet werden. Durch Hybridisierung der
Molekiilorbitale mit Orbitalen der Oberflichenatome (bei Gold speziell mit
dem d-Band [169]) kommt es zur Ausbildung einer kovalenten Bindung. Hierbei
wird die elektronische Struktur des Adsorbats verandert, so dass sich auch die
Vibrationsfrequenzen der betroffenen Molekiilbindungen verschieben kénnen. In
extremen Féllen kann die Chemisorption sogar zur Dissoziation des Molekiils
fithren.

In diesem Kapitel ist die Adsorption von CO auf Gold von Interesse. CO kann
unter bestimmten Bedingungen auf Gold chemisorbieren, was im Folgenden
beschrieben wird. Bildet sich eine kovalente Bindung zwischen CO und Gold
aus, so kommt es zum Uberlapp des bindenden 50- und des antibindenden 27*-
Molekiilorbitals mit dem d-Band von Gold. Das CO Molekiil orientiert sich mit
dem Kohlenstoffatom zum Metall [I70]. Die Besetzung des 27* Orbitals (back
donation genannt) verringert die Stiarke der Molekiilbindung und sorgt so fiir
eine deutlich verringerte Frequenz der Streckschwingung. Wahrend das freie
CO-Molekiil eine Schwingungsfrequenz von 2143 cm™! aufweist [I71], und die
Frequenz des physisorbierten Molekiils nur wenige Wellenzahlen niedriger ist,
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weist chemisorbiertes CO eine Schwingungsfrequenz zwischen 2108 cm™! und
2122 cm ™! auf [I72H175].

Physisorption

Aufgrund der van-der-Waals-Kréfte zwischen Adsorbat und Oberflache kann es zu
attraktiver Wechselwirkung und somit zur Adsorption kommen. Diese Art der Bin-
dung ist vergleichsweise schwach und kann durch Erhitzen der Oberflache gelost
werden. Auflerdem wird die elektronische Struktur und damit das zu erwartende
Vibrationsspektrum nur minimal verédndert. Das heifit die Vibrationsfrequenzen
des Molekiils in Gasphase und als Adsorbat sind dhnlich.

Im Gegensatz zur Chemisorption konnen bei tiefen Temperaturen der Oberflache
auch mehrere Lagen des Molekiils adsorbieren. Ein Beispiel aus dem Alltag ist die
Adsorption von Luftfeuchtigkeit am kalten Bierglas. Da nur die ersten Monolagen
unter Einfluss der Oberfliche stehen, ist das Multilagenwachstum weitgehend
oberflichenunabhéngig.

6.2 Experimentelle Grundlagen

Um Fehler durch die Probenpositionierung bei verschiedenen Messungen ausschlie-
Ben zu konnen, kann man das Wachstum diinner Schichten auf Nanoantennen
in situ beobachten. Dazu ist es notig IR-Strahl und Molekiile auf der Probe
zu platzieren ohne die Position zu verdndern. Denkbar sind dafiir Aufdampf-
oder Kondensationsexperimente, wobei erstere bei strukturierten Oberflichen
zu Schattenwurf fiihren kénnen und somit keine homogene Bedeckung garantie-
ren. Die Physisorption von Kohlenstoffmonoxid (CO) auf gekithlten Oberflachen
ermoglicht das Wachstum homogener Filme mit einer Dickenauflosung in der
GroBenordnung von einem Angstrom.

In diesem Abschnitt wird der Versuchsaufbau und die Vorgehensweise bei den
Messungen beschrieben. Das IR-Spektrometer, der Detektor und der Strahlengang
wurden bereits in Abschnitt [3.1.2] erklart.

6.2.1 UHV-Kammer

Fiir die Messung von adsorbiertem CO auf gekiihlten Substraten muss im Ultra-
hochvakuum (UHV) gearbeitet werden. Die verwendete Kammer ist schematisch
in Abbildung dargestellt. Neben den Flanschen zur Ein- und Auskopplung
der IR-Strahlung durch KBr-Fenster sind aulerdem eine Druckmessrohre, ein
Massenspektrometer (Pfeiffer QMG 220 M3, Prisma Plus) und ein Feindosier-
ventil mit 12 bar CO-Versorgung angeschlossen. Die Kammer wird tiber eine
Turbomolekularpumpe abgepumpt. Bei erreichen eines konstanten Drucks wird
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Abbildung 6.2.1: IR-Strahlengang (abgedndert aus [176])

die Kammer durch ein Plattenventil abgeschlossen und nur noch tiber Getter-
pumpen (Ionen Getter Pumpe und Titan Sublimations Pumpe) gepumpt. Der
Probenhalter ist thermisch an einen Kryostaten gekoppelt. Durch Kiihlung mit
fliissigem Helium kann die Probe so auf etwa 18 K abgekiihlt werden. Einzelheiten
zur Temperaturmessung sind in [60] beschrieben.

In der Kammer herrscht ein Basisdruck von p ~ 5- 107! mbar. Durch Offnen
des Feindosierventils und gleichzeitigem Pumpen mit den Getterpumpen kann
ein Gleichgewichtsdruck von 1 - 1078 mbar erreicht werden. Das Restgas besteht
naherungsweise aus reinem CO, welches auf der gekiihlten Probe kondensiert.
Anders als bei gerichteten Verdampfungsexperimenten, adsorbiert das freie CO-
Gas auf unterschiedlich ausgerichteten Oberflichen naherungsweise mit der
gleichen Dicke d¢o.

Der nahezu parallele (N A = 0,08), linear polarisierte IR-Strahl ist auf die Proben-
position fokussiert und hat dort einen Durchmesser (doppelte Halbwertsbreite)
von 3,8 mm [60]. Die UHV-Kammer und der Probenhalter sind so konstruiert,
dass in situ Transmissionsmessungen unter senkrechtem Lichteinfall und IRRAS-
Messungen unter 72,5° Einfallswinkel moglich sind.
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6.2.2 CO

Kohlenstoffmonoxid (CO) ist bei Raumtemperatur gasformig und weiit die C=0-
Streckschwingung bei 2143 cm™! auf [I71]. Unter UHV-Bedingungen adsorbiert
CO auf gekiihlten Goldoberflachen wobei Chemisorption nur bei gestuften [177]
und rauen Oberflichen auftritt, die nicht iiber 290 K ausgeheilt wurden [I7§].
Bei Temperaturen unterhalb von 32 K [I77] physisorbieren mehrere Monolagen
von CO und bilden so eine homogen wachsende Schicht. CO-Eis liegt bei diesen
Temperaturen in fee-Kristallstrukur mit einem Netzebenenabstand von 1,6 A
in (111)-Richtung vor [I79]. Die dielektrische Funktion von CO-Eis ist in [I80]
veroffentlicht. Die Reinheit des CO-Gases (vom Hersteller Linde mit 99,997%
angegeben) wurde mittels Massenspektrometrie tiberpriift [60].

6.2.3 Gold-Nanoantennen auf Silizium

Da der IR-Strahl innerhalb der UHV-Kammer einen Durchmesser von ungefdhr
3,8mm hat [60], wurde ein Nanoantennen-Array mit einer Ausdehnung von
4 x 4mm? hergestellt. Aufgrund der hohen Warmeleitfihigkeit [I81] und der
optischen Eigenschaften im IR (Anhang eignet sich Silizium besonders gut
fiir dieses Experiment. Die ungefdhr 3nm dicke natiirliche SiO,-Schicht wurde
nicht entfernt, da die spektrale Position des Oberflichenphonon-Polaritons [60]
um 1200 cm ! [I82] keinen Einfluss auf den Bereich der CO-Streckschwingung um
2140 cm~! hat. Das Antennen- Array ist exzentrisch auf dem 10x15x 1 mm? grofien
Si-Substrat aufgebracht, so dass Referenzmessungen auf dem reinen Substrat
neben den Antennen moglich sind. Die Abmessungen der Antennen (L = 800 nm,
W = H = 100nm) sind so gewahlt, dass die LSPR-Frequenz moglichst nahe an
der Frequenz der CO-Streckschwingung liegt. Die Absténde (d, = 1pm, d, =
5um) zwischen den Antennen sind grof§ genug um die Wechselwirkung zwischen
den Antennen (vergleiche Abschnitt vernachlissigen zu kénnen [I83]. Dies
erlaubt es die Ergebnisse mit Messungen an Einzelantennen vergleichen zu
kénnen. Die verwendeten Proben ,,D01“ und ,,D03“ sind identisch und wurden
nach Entwurf des Autors von AKIHIKO OHI und DOMINIK ENDERS in der
Arbeitsgruppe von TADAAKI NAGAO an der MANA foundry station am NIMS
in Tsukuba, Japan hergestellt.

6.2.4 Vergleichsprobe

Die verwendete IRRAS-Probe wurde von Georg Albert PVD-Beschichtungen
gefertigt. Sie besteht aus einer 200 nm dicken, polykristallinen Goldschicht, die
mittels einer Titanhaftvermittlerschicht auf einem Silizium (100) Wafer gehalten
wird. Dieser wurde nachtréglich auf die Gréfe von 15 x 10 mm zugeschnitten um in
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den UHV-Probenhalter zu passen. Die Goldoberfliche weist eine RMS-Rauigkeit
von 4nm auf. Details zum Herstellungsprozess sind in [I13] zu finden.

6.2.5 Praparation und in situ Messung

Die Proben wurden unter UHV-Bedingungen mittels fliissigem Helium auf etwa
18 K gekiihlt. Um ungewollte Adsorbate zu desorbieren, die wahrend des Kiihlvor-
gangs aus dem Restgas auf der Probe adsorbiert waren, wurde die gekiihlte Probe
mittels Elektronenstoheizung auf 370 K geheizt. Nach weniger als einer Minute
fiel die Temperatur wieder auf 18 K, so dass das Referenzspektrum der sauberen
Probe aufgenommen werden konnte. Anschliefend wurde das Feindosierventil
gedffnet und ein CO-Partialdruck von 1078 mbar eingestellt. Die IR-Spektren
der wachsenden CO-Schicht auf den Antennen wurden mit einer Auflésung von
2cm™! in situ aufgenommen. Die Dosis D (in Langmuir 1L = 1,33-107% mbar -s),
der die Probe ausgesetzt wird, errechnet sich aus

1 t
D(t) = £y d
Q 1,07-1,33-10—6/0p() ’

wobei der gemessene Druck in mbar angegeben wird und der Vorfaktor von 1/1,07
die hohere Sensitivitat der Druckmessrohre auf CO kompensiert.

6.3 Bestimmung der Schichtdicke

Zuerst wird das Adsorptionsverhalten von CO auf gekiihltem Gold und Silizium
untersucht. Dazu wurden relative Transmissionsmessungen einer wachsenden
CO-Schicht auf Silizium (kleine Grafik in Abbildung und relative Reflexi-
onsmessungen einer wachsenden CO-Schicht auf der flachen Goldoberfléche unter
einem Einfallswinkel von 72,5° (kleine Grafik in Abbildung durchgefiihrt.
In Abbildung ist die Peak-Hohe der CO-Schwingung fiir beide Experimente
ausgewertet. Man erkennt sowohl fiir die Reflexions- als auch fiir die Transmissi-
onsmessung, dass sich die Steigung fiir kleine Dosen von der von grofien Dosen
unterscheidet.

Wahrend in Abbildung die Peak-Hohe ausgewertet wurde, ist in Abbildung
die Peak-Fliche bei verschiedenen Schichtdicken aufgetragen[l] Hier ist

der Verlauf nahezu linear, was mit einem konstanten Haftkoeffizienten| erklirt

'Da diese Messungen zur Bestimmung der Schichtdicke dienen, wurden die Spektren analog
zur Aufldsung der dielektrischen Funktion [I80] mit 1cm™! aufgenommen. Die Trans-
missionsmessungen mussten dafiir unter einem Winkel von 45° durchgefithrt werden um
Diinnschichtinterferenzen [60] des Si-Substrats zu vermeiden.

2Der Haftkoeffizient gibt an, mit welcher Wahrscheinlichkeit ein auf die Oberfliche auftreffen-
des Gasteilchen dort haften bleibt.
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werden kann. Daraus folgt, dass die verschiedenen Steigungen in nicht
auf verringerte Adsorption oder die Ausrichtung der Dipolmomente fir sehr
diinne CO-Schichten zuriickzufiihren sind, sondern durch eine erhohte Dampfung
(Linienbreite) fiir dinne Schichten hervorgerufen wird. Daher wird fiir die weitere
Auswertung die von der Dampfung unabhéngige Peak-Flache verwendet.

Zusétzlich zu den gemessenen Spektren wurden mit der Software SCOUT [184]
Spektren von CO-Eis fiir einige Schichtdicken in der gleichen Geometrie wie
im Experiment berechnet. Dazu wurde die in [I80] veréffentlichte dielektrische
Funktion von CO-Eis verwendet. Auch fir diese Spektren wurden die Peak-
Flachen berechnet und in Abbildung iiber der jeweiligen Schichtdicke
aufgetragen. Ein Vergleich zwischen gemessener und berechneter Peak-Flache
ermoglicht damit eine Umrechnung der Dosis in eine Schichtdicke. Zur Bestim-
mung des Umrechnungsfaktors ¢ wurden Ursprungsgeraden an die Messungen
und Rechnungen gefittet. Aus deren Steigungen (siehe Abbildung ergibt

sich
Eau = (1,302 £ 0,015) /A, &si = (1,300 £ 0,005) L/A .

Aus der sehr guten Ubereinstimmung wird geschlossen, dass CO bei 18 K einen
vom Oberflaichenmaterial unabhéngigen Haftkoeffizienten aufweist.

Der angegebene Fehler wurde aus dem Standardfehler des Fits errechnet. Die
Abweichung der Messpunkte von der Fit-Geraden und die Ungenauigkeit in der
Bestimmung der Peak-Flachen sind mit etwa 10% abzuschétzen. Die Fehler der
dielektrische Funktion aus [I80] werden deutlich kleiner abgeschétzt und daher
vernachléssigt. Innerhalb der dominanten Fehler ist mit dieser Methode aber
dennoch eine Schichtdickenauflésung von etwa zwei Angstrém zu erwarten.

Bei dieser Methode wird angenommen, dass die gegebene dielektrische Funktion
unabhéngig von der Schichtdicke ist. Mit einem Netzebenenabstand von 1,6 A
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Abbildung 6.3.2: Bestimmung der Schichtdicke durch den Vergleich von berechneten
(a) und gemessenen (b) CO-Peak-Fléchen fiir verschiedene Dosen. Bei den Transmissi-
onsmessungen (rot) wurden die CO-Schichten auf Vorder- und Riickseite des Si-Wafers
betrachtet. Die Reflexionsdaten (blau) sind ebenfalls in Abbildung dargestellt.

Die gestrichelten Geraden gehen durch den Ursprung und stellen den besten Fit an
die jeweiligen Mess- beziehungsweise Rechnungsdaten dar. [162]

sind diinne CO-Schichten jedoch nur wenige Atomlagen dick. Die makroskopische
Beschreibung der optischen Eigenschaften mittels der dielektrischen Funktion ist
in diesem Fall sicherlich nur ndherungsweise richtig und kann die Abweichungen
der Messdaten (Abbildung|6.3.2)) vom linearen Verhalten erklaren.

6.4 CO-Signal auf Antennen

Die Veranderungen im Spektrum der Antennenresonanz die durch die CO-Schicht
hervorgerufen werden, sollen im Folgenden am Beispiel einer deo =29,5 A dicken
Schicht erldutert werden.

Die verschiedenen Messgeometrien sind in Abbildung schematisch dar-
gestellt. Ohne CO-Schicht wurden Transmissionsspektren vom Si-Substrat (S)
und den Antennen (A) durchgefiihrt. Die Messung der Antennen mit CO-Schicht
wird (C) genannt. Jede dieser drei Messungen kann mit linear polarisiertem Licht
parallel (]|) oder senkrecht (L) zur langen Antennenachse durchgefiihrt werden.
In Abbildung sind die gemessenen relativen Transmissionsspektren ge-
zeigt. Alle Spektren sind auf das Spektrum des leeren Si-Wafers (S) in der
jeweiligen Polarisatorstellung normiert. Ohne CO erkennt man bei paralleler
Polarisation (A)/S)) die breite Antennenresonanz mit maximaler Extinktion
bei wres = 1962 cm ™!, Dieser Wert wurde durch einen Polynom- Fit zweiter Ord-
nung an die unmittelbare Umgebung der Resonanzfrequenz bestimmt. Wird die
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Abbildung 6.4.1: In (a) werden die Messgeometrien schematisch dargestellt, wobei
die Antenne das Antennen-Array repréasentiert. (b) zeigt die dazugehorigen relativen
Transmissionsspektren. Die Messungen sind nach den jeweiligen Geometrie (S), (A)
und (C) benannt, wobei die Polarisation (|| oder L zur Antenne) ist im Index vermerkt
ist. Zusétzlich sind die Resonanzfrequenz des Plasmons und die Vibrationsfrequenz
der CO-Streckschwingung gegeben. [162]

Polarisation um 90° gedreht (A, /S, ) so verschwindet diese Resonanz und die
100%-Linie zeigt an, dass das Licht in diesem Frequenzbereich nicht mehr mit
den Antennen wechselwirkt.

Betrachtet man in dieser Polarisation das relative Transmissionsspektrum der
mit CO iiberzogenen Probe (C,/S,), so erkennt man den Absorptions- Peak
der CO-Streckschwingung bei 2139cm~!. Dieser tritt in gleicher Grofe auch
bei Messungen ohne Antennen auf (Abbildung , was durch die geringe
Bedeckung der Oberfliche mit Goldantennen (~1%) auch so zu erwarten ist. Das
gemessene Signal stammt folglich nicht von den Antennen, sondern vom CO
welches zwischen den Antennen und auf der Riickseite der Probe auf Silizium
adsorbiert ist.

Fiir parallele Polarisation (C;/S)) koppelt die Antennenresonanz an die CO-
Molekiile, die sich im verstidrkten Nahfeld der Antenne befinden. Dies fiihrt
zu einer Fano-artigen Linienform der CO-Streckschwingung bei 2139 cm~! und
aufgrund der grofleren Polarisierbarkeit der Antennenumgebung zu einer Rotver-
schiebung der Resonanzfrequenz auf wyes = 1934 cm™1.

Um die Verschiebung der Resonanzfrequenz und die Entwicklung des CO-Signals
genauer untersuchen zu kénnen, wird im Folgenden das Antennenspektrum mit
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Abbildung 6.4.2: (a) zeigt die relativen spektralen Anderungen des Antennenspek-
trums, die durch eine 29,5 A dicke CO-Schicht hervorgerufen werden. Die Fliche
Jshige wird durch Integration zwischen 1400 cm ™! und 1990 cm™! berechnet. Der grau
hinterlegte Bereich ist in (b) oben vergrofiert dargestellt und eine Uberlagerung von
antennenverstarktem und nicht verstérktem Signal. Im mittleren Graphen von (b) ist
das nicht verstérkte Signal von CO, welches zwischen den Antennen und auf der Riick-
seite des Si-Walfers adsorbiert ist, gezeigt und unten das korrigierte, antennenverstérkte
CO-Signal. [162]

CO auf das ohne normiert (% = Cy/A)). In dieser Darstellung werden nur

die Anderungen sichtbar, die durch die CO-Schicht hervorgerufen werden.

6.4.1 Verschiebung der Antennenresonanz

Das Spektrum Cj/Aj ist in Abbildung abgebildet. Man erkennt eine
breite Absenkung zwischen 1400 cm™! und 1990 cm ! (rote Flache Jgg, Inte-
gral innerhalb der angegebenen Grenzen) und eine Anhebung (orange Fliche

’uire) oberhalb von 1990 cm™!. Diese Struktur resultiert aus der Rotverschiebung
der Antennenresonanz. Ist die Verschiebung klein gegeniiber der Halbwertsbrei-
te der Resonanz, so besteht in erster Ndherung ein linearer Zusammenhang
zwischen der Verschiebung und der Fléche Jg,g beziehungsweise J! ., wobei
| Jeniet| = || gilt. Aufgrund der Asymmetrie der Antennenresonanz und der
CO-Vibrationsbande ist Jg; jedoch spektral eindeutiger definiert und wird da-
her fir die weitere Auswertung verwendet. Durch lineare Interpolation zwischen
Awyes(dco = OA) = Ocm ™! und der aus Abbildung abgelesenen Ver-
schiebung Awres(dco =29,5 A) = 28 em ™, ldsst sich so fiir jede Schichtdicke die
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Verschiebung Aw,es(dco) aus der gemessen Fliache Jgg errechnen. In Abbildung
ist Awyes 1iber dco aufgetragen.

Die in Abbildung bestimmte Verschiebung von Awyes = 28 cm™! ist auf-
grund der asymmetrischen Resonanzkurve und der groflen Halbwertsbreite stark
von den Grenzen des Polynom- Fits abhangig und daher fehlerbehaftet. Dieser
Fehler pflanzt sich durch die lineare Interpolation direkt auf die absoluten Werte
bei anderen Schichtdicken fort. Vergleicht man jedoch verschiedene Schichtdicken
untereinander, wie in der spédteren Auswertung durchgefiihrt, so tritt dieser
Fehler lediglich als Proportionalitatskonstante auf und hat keinen Einfluss auf
den Verlauf der gemessenen Verschiebung.

6.4.2 Verstdarktes CO-Vibrationssignal

Der in Abbildung grau hinterlegte Bereich ist im oberen Graph von Abbil-
dung vergrofert dargestellt. Da CO nicht nur auf den Antennen sondern
grofiteils in den Zwischenraumen und auf der Riickseite des Si-Wafers adsor-
biert, stellt dieses Signal eine Uberlagerung des Fano-artigen antennenverstérkten
CO-Signals und der normalen IR-Absorption von CO dar. Wie in Abbildung
gezeigt, kann das nicht verstiarkte CO-Signal bei senkrechter Polarisation
gemessen werden. Das entsprechende Spektrum (C, /A ) fiir deo = 29,5 A ist
analog zum oberen Graphen in Abbildung im mittleren Graphen gezeigt.
Zur Bestimmung des reinen antennenverstarkten CO-Signals, wird C;/A) durch
CL/A} geteﬂtﬂ Das so erhaltene Spektrum ist im unteren Graphen von Abbil-
dung dargestellt und wird zur weiteren Auswertung verwendet.

6.5 Spektraler Verlauf des Vibrationssignals fiir
verschiedene dcg

Alle gemessenen Spektren wurden mit der zuvor beschriebenen Methode korrigiert,
so dass in Abbildung nur der antennenverstarkte Anteil der CO-Vibration
fir verschiedene Schichtdicken dargestellt ist. Im Vergleich zu den verstéarkten
CO-Signalen, sind fiir dieselben Schichtdicken Spektren von CO auf einer flachen
Goldschicht gezeigt. Diese wurden bis auf die Messgeometrie (Reflexion mit Ein-
fallswinkel 72,5°) unter den gleichen experimentellen Bedingungen aufgenommen
und sind in Abbildung dargestellt. Die relativen Reflexionsmessungen sind
auf das Spektrum desselben Goldspiegels vor dem Offnen des CO-Feindosierventils
normiert.

Man erkennt bereits in dieser Darstellung, dass obwohl die Peak-Stérke bei 11 A
ungefiahr gleich ist, das Signal in (b) deutlich gleichméaBiger zunimmt als in (a).

3Um ein Relativspektrum zu erhalten muss dividiert werden. Aufgrund der wenige Prozent
groflen Signale, liefert eine Subtraktion ohnehin beinahe identische Ergebnisse.
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Abbildung 6.5.1: CO-Signal fiir
wachsende Schichtdicken von CO
auf Antennen (a) und einer fla-
chen Goldoberfliche (b). Die
Spektren in (a) wurden nach der
zuvor beschriebenen Methode kor-
rigiert, wobei das Spektrum bei
29,5 A dem unteren in Abbildung
[6-4:2D)] entspricht. Die Signalgro-
Ben (Iant, grin und Ig,¢, blau) wer-
den fiir beide Oberflichen aus der

Flache zwischen Spektrum und
1

relative transmittance (CO on nanoantennas)
relative reflectance (CO on flat gold surface)

Dort ist bis unter 8 A kein Signal erkennbar. Fiir doo > 8 A ist die Fano-artige
Linienform des antennenverstarkten Signals festzustellen. Die leichte Asymmetrie
im Reflexionsspektrum kann durch die Wechselwirkung oszillierender Dipole in
ungeordneten Systemen erklért werden [I85], ist aber fiir die weitere Auswertung
belanglos. Fiir eine quantitative Auswertung wurde zwischen 2100 cm ™! und
2180 cm~! die Fliche zwischen CO-Signal und der Basislinie bestimmt. Dafiir
wurden Fliachen ober- und unterhalb der Basislinie addiert. Die Flache der
antennenverstiarkten Signale wird als I, bezeichnet, wahrend Ig,; die CO-
Signale der flachen Goldschicht beschreibt. Wie in Abschnitt gezeigt, ist
die Flache unter dem Fano-Profil rein rechnerisch unendlich grof. Bei dem hier
gewahlten, festen, endlichen Integrationsintervall ergibt sich eine endliche Fléche,
die quantitativ ausgewertet werden kann.

Um Verwechslungen zu vermeiden, wird hier ausdriicklich darauf hingewiesen,
dass sich die hier bestimmten Flachen I,,; und Ig,; von den in Abbildung
bestimmten Fléchen Jge und J),; grundlegend unterscheiden.
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6.6 Vergleich der Vibrationssignale und der
Resonanzverschiebung

Die in Abbildung bestimmten Fliachen I, und Ig,; sind in Abbildung
[6.6.1] iber der Schichtdicke aufgetragen. In dieser Darstellung wird der bereits
angedeutete Unterschied deutlich veranschaulicht. Wahrend das CO-Signal auf
einer flachen Goldoberfléche nahezu linear mit der Schichtdicke wéchst (vergleiche
Abbildung , setzt das antennenverstirkte Signal erst bei ungefihr 8 A ein
und wachst dann zunéchst schnell an. Fir sehr grofie Schichtdicken (>100nm)
wiirde man erwarten, dass das komplette Nahfeld der Antennen mit CO gefiillt
ist und ein weiteres Wachstum von dco keinen Einfluss auf das antennenver-
starkte CO-Signal hat. Von diesem Sattigungsbereich sind die durchgefiihrten
Experimente jedoch weit entfernt.

Neben dem Verlauf der CO-Vibrationsbande ist in Abbildung zudem die in
Abschnitt bestimmte Verschiebung der Antennenresonanzfrequenz Awyes
iiber der Schichtdicke aufgetragen. Das zum antennenverstarkten CO-Signal
identische Verhalten ist offensichtlich und bedeutet, dass nicht nur das CO-

Signal, sondern auch die Antenne selbst unempfindlich fiir Schichtdicken unter
8 A ist.

6.7 Interpretation des beobachteten Verhaltens

Das identische Verhalten von CO-Signal und LSPR-Verschiebung und der Unter-
schied zum Verhalten von CO auf flachen Goldoberflichen legt eine im Nahfeld
begriindete, plasmonische Ursache des beobachteten Effekts nahe.

Mit dem quantenmechanischen Effekt des Spillouts von Elektronen, wie er in Ab-
schnitt und in [41] beschrieben wird, lassen sich die Beobachtungen erkléren.
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Durch die endliche Aufenthaltswahrscheinlichkeit der Elektronen auflerhalb der
Metalloberflache, wird das Nahfeld in deren unmittelbarer Nahe abgeschwécht.
Daher ist weder die Antenne sensitiv auf die Anderung der Polarisierbarkeit,
noch kann die CO-Streckschwingung effektiv an die Plasmonresonanz koppeln.
Jedoch auch bei der glatten Goldoberfliche sollten die Leitungsbandelektronen
eine Aufenthaltswahrscheinlichkeit oberhalb der Grenzfliche haben (vergleiche
Abschnitt [6.1.1)), weshalb der Effekt auch dort auftreten sollte. In [41] wird ge-
zeigt, dass je nach Form des plasmonischen Nanopartikels der Elektronen-Spillout
und damit die Abschwéichung des Nahfelds unterschiedlich ausfallt. Dies zeigt,
dass der Spillout durch die plasmonische Anregung beeinflusst wird und daher an
der Oberfliache der resonant angeregten Antenne stiarker ausgepragt ist als bei der
glatten Goldoberfldche. Bei Nanopartikeln mit hohen Aspektverhéaltnissen, einer
GroBe von mehreren zehn Nanometern und einer rauen Oberfléche ist laut [41],
aufgrund der héheren elektronischen Zustandsdichte und des in der Rechnung
vernachlédssigten Spiegelpotentials, eine Beeinflussung des Nahfelds bis um die
5A denkbar. Da die in dieser Arbeit verwendeten IR-Antennen, im Vergleich
zu plasmonischen Nanopartikeln mit LSPR im Sichtbaren, ein noch grofleres
Aspektverhéltnis aufweisen, ist durchaus denkbar, dass der gemessene Effekt
auch fiir 8 A noch auf den Elektronen-Spillout zuriickgefithrt werden kann.

6.7.1 Alternative Erklarungen

Obwohl die beschriebene Erklarung des gemessenen Signalverlaufs durch das
abgeschwichte Nahfeld aufgrund des erhéhten Elektronen-Spillouts bei plasmoni-
schen Anregungen plausibel erscheint, soll in diesem Abschnitt die Moglichkeit
einer alternativen Erklarung erortert werden.

Verunreinigungen der Oberfliche durch Riickstande des Photolacks von der
Herstellung konnten ein Grund fir die Behinderung der Adsorption sein [49].
Diese konnen jedoch ausgeschlossen werden, da der verwendete Photolack eine
starke IR-Absorptionsbande bei 1726 cm™" aufweist, die in Abbildung
zu sehen sein miisste. Eine mogliche Oxidation der Goldoberfléche [I86] konnte
erklaren, warum das Signal der Monolage (vergleiche Abschnitt nicht
beobachtet wird. Da in Abschnitt aber gezeigt wurde, dass CO bei 18 K auf
Silizium und Gold in gleicher Rate adsorbiert, ist folglich anzunehmen, dass dies
auch fir Goldoxid gelten wiirde. Eine verzogerte Absorption ist damit folglich
nicht zu erkléren.

Alternativ konnte man das gemessene Verhalten auch iiber verzogerte Adsorption
oder durch Orientierung des CO-Dipolvektors parallel zur Goldoberflache fiir
Schichten mit doo < 8 A erklirt werden. Dies ist jedoch unwahrscheinlich, da im
IRRAS-Experiment ebenfalls nur Dipolmomente senkrecht zur Metalloberflache
angeregt werden kénnen und trotzdem Signale unterhalb von 8 A beobachtet
werden. Die Rauigkeit und Orientierung der Goldoberfliche von Antennen und
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flacher Schicht kann auf mikroskopischer Skala als dhnlich angenommen werden,
da beide Proben vor dem Adsorptionsexperiment auf deutlich iiber 290 K [178]
ausgeheizt wurden. Die Erkenntnis aus [I78] erklart nebenbei bemerkt auch
warum in keinem der durchgefiihrten Experimente zwischen 2108 cm™' und
2122 cm™! das Signal von chemisorbiertem CO [I72HI75] beobachtet wurde.
Der einzige Unterschied, der zwischen flacher Goldoberfliche und Nanoantennen
verbleibt, ist die Verteilung der mittels IR-Strahlung zugefithrten Energie. Wéah-
rend sich diese bei der flachen Goldoberfldche gleichméafig verteilt, wird sie bei
den Antennen auf ein kleines Volumen konzentriert. Es kann gezeigt werden, dass
sowohl die Erwérmung der Antennen durch die absorbierte Strahlung als auch
die Photonen-induzierte Desorption von CO-Molekiilen bei den durchgefiihrten
Experimenten keinen nennenswerten Beitrag zum Schichtwachstum auf den An-
tennen liefert. Die detaillierte Argumentation der Abschatzung ist in Anhang
zu finden.

Mit einer Erklarung des beobachteten Verhaltens iiber die Abwesenheit von
CO-Molekiilen kann auBerdem das plotzlich auftretende Signal nach 8 A CO-
Schichtdicke nicht erkldrt werden. Man konnte versuchen ein Szenario zu konstru-
ieren in dem nicht die Photodesorption sondern die durch Photonen aktivierte
Oberflachendiffusion fiir das Fehlen von adsorbierten CO-Molekiilen in den Hots-
pots verantwortlich ist. Dann kénnte argumentiert werden, dass nach 8 A alle
Platze fir die aus den Hotspots diffundierenden CO-Molekiile besetzt sind und
somit, der Prozess gestoppt wird. Aber auch bei der Diffusion gilt trotz nied-
rigerer Aktivierungsenergie, dass CO nur im Bereich der Schwingungsbande
absorbiert (vergleiche Anhang und somit auch in diesem Fall die Anzahl
der Photonen nicht ausreicht einen nennenswerten Teil der CO-Molekiile iiber
die Diffusionsbarriere anzuregen.

Es sei angemerkt, dass die Rolle der in Abbildung[6.3.1] beobachteten Verdanderung
der Déampfung der CO-Schwingung ungeklért bleibt.

6.8 Signalverstarkung und Nahfeldverteilung

Um den Unterschied zwischen I,,; und Ig,; zu verdeutlichen ist in Abbildung
der Quotient I, /I, dargestellt. Zusatzlich ist der Fit einer einfachen
Monopolnaherung, welche weiter unten erklart wird, dargestellt. Die verwendete
Funktion wurde an die Datenpunkte oberhalb von 15 A gefittet und stellt
den nach der klassischen Elektrodynamik zu erwartenden Verlauf des Quotienten
dar.

Dieses Signal entspricht jedoch nicht dem Verlauf des Nahfelds, denn [,,; und
I, geben jeweils das Signal der gesamten CO-Schicht an, also integriert iiber alle
darunterliegenden Schichten. Dies muss bei der Formulierung der Fit-Funktion
beachtet werden, welche im Folgenden erklart wird.
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Abbildung 6.8.1: Der Quotient I, /Iqa¢ ist zusammen mit dem Fit von Gleichung
an die Datenpunkte oberhalb von 15A in (a) gegeben. Die Fit-Funktion be-
schreibt das klassische Verhalten einer Punktladung. In (b) ist der Quotient der
Ableitungen von It und Ig,¢ nach deo gegeben. Dieser ist proportional zur Verstér-
kung des CO-Signals im jeweiligen Abstand von der Oberfliche und kann auf die Dicke
der Monolage normiert werden (rechte Ordinate). [162]

Klassisches Modell

Fiir die Reflexionsmessung kann man ein konstantes elektrisches Feld an der
Oberfliche annehmen. Daraus folgt, dass in jedem Abstandd das IR-Signal
proportional zur einfallenden Intensitat ist: I1g = a - I. Integriert man iiber alle
IR-Signale von null bis dco, so erhdlt man Ig,, = fodco Iirdd = alydco. Damit
entspricht a der Steigung von Ig,, in Abbildung

Aufgrund der Lange der Antenne, nimmt man an, dass das Nahfeld an einem
Antennenende hauptséchlich durch die dort angesammelten Ladungstriager her-
vorgerufen wird. Das Nahfeld verhélt sich folglich wie das Coulomb-Feld einer
Punktladung am Ort dy. Dies wurde auch in [I87] angenommen. Die Feldstér-
ke F im Abstand d ist dann gegeben durch E (d) =A- (CZ— d()) _2, wobei im
Parameter A die Ladung und die Proportionalitdtskonstanten enthalten sind.
Nahe an der Oberfliche, von der aus gesehen sich die Ladungstriager nicht
wie eine Punktladung verhalten, sondern deren rdumliche Verteilung aufgelost
werden kann, ist dieses Modell sicherlich nur naherungsweise zutreffend, soll
aber der Einfachheit halber hier fiir die Diskussion geniigen. Das von den Mo-
lekiilen in Abstand d absorbierte Licht ist proportional zur dort herrschenden
lokalen Intensitit. Da man die exakte Ladungsdichte nicht kennt, fasst man
alle Proportionalititskonstanten in A’ zusammen. Wegen I o« E? ergibt sich
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Ispira = A (d — do) - Iy. Durch Integration tiiber die gesamte Schichtdicke d¢o

erhalt man I,,, = fodco Ispradd = A’% ((dco —dy) "+ d53) Iy. Der Quotient
ergibt sich dann zu

I doo — do) % + d3®
et _ _A<< co — do) o) , (6.8.1)
Iﬂat d

wobei alle Konstanten in A zusammengefasst wurden. Der Fit dieser Funktion
an die Messdaten ergibt dy = —103 A und ist in Abbildung gestrichelt
eingezeichnet.

Nimmt man wie in [162] an, dass das IR-Singal proportional zur vierten Potenz
des lokalen E-Felds ist [99], so miissen lediglich die Exponenten in Gleichung
durch -7 ersetzt werden. Der damit erhaltene Fit liegt innerhalb der in
Abbildung|[6.8.1a) verwendeten Breite der Linie (vergleiche [162]). Riickschliisse auf
den Mechanismus der Signalverstirkung (E? oder E*) sind mit diesen Messungen
daher nicht moglich.

Signalverstarkung als Funktion des Abstands

Zur Abschétzung der Signalverstarkung in einem bestimmten Abstand von der
Oberflache muss die Ableitungen von [, und Ig.; nach dco betrachtet werden.
Diese geben genau das Signal fiir das letzte hinzugekommene Angstrom der
Schicht an. In Abbildung ist der Quotient beider Ableitungen gegeben.
Um die ohnehin sehr groien Fehler, die bei der Bildung des Differenzenquotienten
fehlerbehafteter Daten zwangsweise entstehen, gering zu halten, wurde statt der
Ableitung von I, die in Abbildung [6.3.2h bestimmte Steigung von 0,0098
verwendet. Fiir bessere Ubersichtlichkeit sind keine Fehler in Abbildung [6.8.1b
angegeben. Vielmehr sollte die Fluktuation der Datenpunkte als Ungenauigkeit
der Ableitung verstanden werden.

Das in Abbildung dargestellte Verhaltnis entspricht der messbaren Ver-
starkung EF,e.s des CO-Signals einer 1A dicken CO-Schicht im Abstand d
von der Oberfliche. Da CO-Eis einen Netzebenenabstand von 1,6 A aufweist,
ist eine Angabe des Verstarkungsfaktors je Monolage jedoch aussagekréftiger.
Diese erhalt man durch Multiplikation von EFe.s mit 1,6. Wie in Abschnitt
erklart, muss dieser Verstarkungsfaktor noch mit FFg., = % und
EFirras ~ 10 multipliziert werden um den Verstarkungsfaktor je Monolage im
Hotspot der Antenne zu erhalten[] Die errechnete Verstirkung ist auf der rechten
Ordinate in Abbildung gegeben. Man sieht, dass die Monolage im Abstand
von ungefihr 10 A die maximale Verstarkung von etwa 55000 erfihrt.

4Der Vergleich zur Transmissionsmessung in Abbildung ist nicht moglich, da diese unter
45° Einfallswinkel gemessen wurde.
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Abbildung 6.9.1: In (a) ist die Peak-Fliche der CH-Streckschwingung bei 2973 cm~!
von Ethen, das bei etwa 75 K auf einem Kupfer-Inselfilm auf MgO adsorbiert ist, tiber
der Dosis aufgetragen [188]. In (b) ist die Verschiebung der LSPR-Resonanz ungefihr
100 nm grofler Ag-Dreiecke iiber der Schichtdicke von darauf aufgewachsenem Al,O4
aufgetragen. Die Datenpunkte sind aus Abbildung 7B aus [36] reproduziert und der
lineare Fit an die Datenpunkte oberhalb von 7 A ist gegeben.

6.9 Vergleich mit anderen Messungen

Neben dem hier berichteten Verhalten von CO auf Goldantennen konnte in der
Literatur und unveroffentlichten Messungen aus dem Jahr 2001 ein sehr d&hnliches
Verhalten auch fiir andere Adsorbate auf anderen plasmonischen Oberflichen
gefunden werden. Die Abweichung fiir angstromskalige Schichten wurde jedoch
entweder nicht beachtet oder konnte nicht erklart werden. Die Messergebnisse
konnen auch fiir diese Systeme iiber die Nahfeldabschwéachung, bedingt durch
den Spillout der Wellenfunktion der Elektronen, interpretiert werden.

Es handelt sich dabei um Adsorptionsexperimente von Ethen (H,C=CH,) auf
Kupferinselfilmen die 2001 von M. SINTHER in der Gruppe von A. Puccrt durch-
gefithrt wurden. Die Kupferinselfilme wurden durch aufdampfen von Cu mit
einer dquivalenten Schichtdicke von 6,1 nm auf einer MgO(001)-Oberflache herge-
stellt [I88]. Metallinselfilme weisen analog zu Nanoantennen LSP-Resonanzen auf.
Durch die kleineren und variierenden Ausdehnungen der Inseln liegt die LSPR
im sichtbaren Spektralbereich, hat aber Auslaufer bis ins IR, die dort analog zu
Nanoantennen fiir verstéarkte Vibrationssignale sorgen konnen. Die Probe wurde
auf ungefihr 75 K abgekiihlt und einem Ethen-Partialdruck von 3 - 10~ mbar
ausgesetzt. In Abbildung ist die Peak-Flache der CH-Streckschwingung
(v11) iiber der Dosis aufgetragen. Unterhalb von 4 L ist kein Signal von Ethen
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zu sehen. In erster Ndherung kann durch die etwas groflere Ausdehnung von
Ethen im Vergleich zu CO ein kleinerer Umrechnungsfaktor ¢ < ¢C0 =13
angenommen werden, so dass 4 L einer Schichtdicke von mehr als dc, i, > 3A
entsprechen. Die anderen IR-aktiven Banden zeigen dasselbe Verhalten [I8§].
Auch bei Cu auf KBr ist dieser Effekt zu beobachten [18§].

Ein anderes experimentelles Ergebnis, das auf den Spillout von Elektronen zu-
riickgefiihrt werden kann, ist in [36] veroffentlicht. Im Gegensatz zum zuvor
erliuterten System wurden in [36] keine IR-Absorptionsbanden von diinnen
Adsorbatschichten untersucht, sondern die Verschiebung der LSPR-Frequenz
beobachtet. Lithographisch hergestellte Ag-Nanodreiecke mit Abmessungen von
100 x 90 x 30 nm?® und LSPR-Wellenldngen von \es ~ 550 nm wurden durch Ato-
mic Layer Deposition (ALD) mit diinnen Schichten von Al,O4 tiberzogen. Durch
die gednderte Polarisierbarkeit der Antennenumgebung erfihrt die LSPR eine
Rotverschiebung, welche in Abbildung iiber der Schichtdicke aufgetragen
ist. Der von den Autoren behauptete lineare Zusammenhang zwischen Verschie-
bung und Schichtdicke tritt jedoch erst oberhalb von 7 A auf, darunter fallt die
Verschiebung deutlich kleiner aus. Dieser Effekt ist, wie in [41] erldutert, fiir die
Nanopartikel mit dem grofiten Aspektverhéltnis (in Abbildung gezeigt)
am starksten ausgepragt, bei dickeren Dreiecken jedoch auch zu erkennen.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass sich der in den Daten von SINTHER et al.
[188] gefundene Verlauf sehr dhnlich wie der Verlauf der CO-Schwingungsbande I,
verhalt. In beiden Féllen handelt es sich um IR-Banden, wobei sich die plasmoni-
schen Proben sowohl in Struktur als auch im Material unterscheiden. Der von
WHITNEY et al. [36] gefundene Verlauf verhélt sich sehr dhnlich wie die Verschie-
bung der Antennenresonanz Aw,.s, wobei sich ebenfalls Struktur und Material
der Nanopartikel und auflerdem deren plasmonisch resonanter Spektralbereich
unterscheiden. Eine gleichzeitige Betrachtung der schichtdickenabhéngigen Ver-
schiebung von I,y und Aw,es ist jedoch nur mit den in dieser Arbeit untersuchten
Nanoantennen moglich.

Im Gegensatz dazu zeigen SERS Messungen, die unterschiedlich dicke Abstands-
schichten zwischen der plasmonischen Oberfliche und des Raman-aktiven Mo-
lekiils verwenden, ein zur Oberfliche hin monoton wachsendes Signal [38] [39].
Anders als bei den zuvor berichteten Experimenten, handelt es sich bei den hier
verwendeten SERS-Substraten jedoch nicht um getrennte Nanopartikel sondern
um raue, durchgéingige Oberfléchen. Analog zur Diskussion des Unterschieds
zwischen IRRAS-Messung und Antennen-Messung in Abschnitt kann auch
hier argumentiert werden, dass der Spillout nur bei resonant angeregten Nano-
partikeln mit hohem Aspektverhéltnis so grof3 ist, dass er durch diese Art von
Experiment gemessen werden kann.
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6.9 Vergleich mit anderen Messungen

Zusammenfassung

In diesem Kapitel konnte gezeigt werden, dass das Vibrationssignal von sehr
diinnen CO-Schichten nicht durch Nanoantennen verstiarkt wird. Auflerdem
ist eine Verschiebung der LSPR-Frequenz nicht zu erkennen. Daraus kann ge-
schlossen werden, dass sich die CO-Schicht bis zu einer Dicke von 8 A im ab-
geschwachten Nahfeld der Antennen befindet. Die Abschwéichung konnte dem
Elektronen-Spillout bei plasmonischer Anregung zugeschrieben werden. Alter-
native Erklarungen wurden ausgeschlossen. Der gleiche Effekt konnte auch in
anderen Messungen in der Literatur gefunden werden.
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{ Zusammenfassung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde die Kombinierbarkeit von SERS und SEIRS an
einer Nanoantenne, die Detektion von Proteinen mittels SERS und SEIRS und der
Signalverlauf anntennenverstarkter IR-Signale fiir angstromskalige Abstidnde von
der Oberfliche untersucht. Die drei Themen sollen in den folgenden Abschnitten
einzeln zusammengefasst werden. Zudem wird fiir jedes Experiment ein Ausblick
gegeben.

SERS und SEIRS an einer Nanoantenne

Es wurde gezeigt, dass SERS und SEIRS an einer Nanoantenne moglich sind. Die
simultane Verstarkung von sichtbarer und IR-Strahlung wurde dadurch erreicht,
dass je nach Polarisation die LSPR entlang der kurzen oder langen Antennen-
achse angeregt wurde. Wobei die transversale Mode resonant im Sichtbaren ist
und daher fiir SERS verwendet wird, wihrend die longitudinale Anregung bei
SEIRS Anwendung findet. Bedingt durch die unterschiedlichen Auswahlregeln fiir
Ramanstreuung und IR-Absorption lassen sich durch die Kombination von SERS
und SEIRS komplementére Informationen der Adsorbatvibrationen messen.
Die IR-Signale des Adsorbatmolekiils Methylene Blue wurden durch die An-
tenne bis zu 650 000fach verstérkt. Dies ist einer der grofiten je gemessenen
Verstarkungsfaktoren fiir SEIRS, konnte aber aufgrund der Degradierung des
MB-Molekiils zu grofl abgeschéatzt sein. Im Gegensatz dazu betrug der Verstér-
kungsfaktor fiir SERS 400. Dies ist auf die schwache Fokussierung des Nahfelds
bei transversaler Anregung zuriickzufiihren.

Es wurde demonstriert, dass je nach Lange der Nanoantenne IR-Schwingungen
in verschiedenen Spektralbereichen verstarkt werden. Zur Extraktion der Schwin-
gungsbanden aus den gemessenen Spektren wurden Methoden zur Basislinienkor-
rektur und die Verwendung der zweiten Ableitung vorgestellt und miteinander
verglichen.

Ausblick

Um den SERS-Verstiarkungsfaktor zu verbessern, konnten neben der IR-Antenne
separate Nanoantennen, die wie in Kapitel [5| fiir SERS optimiert sind, hergestellt
werden. Da beide Arten von Antennen nicht mit der Strahlung der jeweils anderen
Wellenlédnge wechselwirken (vergleiche Abbildung [3.2.1)), beeinflussen sich diese
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7 Zusammenfassung und Ausblick

nicht gegenseitig, so dass beide Arten von Antennen dicht nebeneinander auf
dem Substrat angebracht werden konnten.

Wahrend die relativ geringe Verstarkung im durchgefithrten Versuch bei SERS bis
zu einem gewissen Mafle durch eine Erhohung der Laserintensitit kompensierbar
war, ist dies bei SEIRS aufgrund der heute iiblichen IR-Strahlungsquelle (Globar)
nicht moglich. Fiir ein verntinftiges Signal-zu-Rausch-Verhéltnis bei vertretba-
rer Messdauer wurde daher an vielen Nanoantennen gleichzeitig gemessen. Der
Schluss, dass SERS und SEIRS an einer Einzelantenne moglich wéren, ist dennoch
gerechtfertigt, da die Wechselwirkung zwischen den Antennen gering einzustufen
ist. Fir die Messung an Einzelantennen ist es moglich Synchrotronstrahlquel-
len zu nutzen. Diese haben eine etwa drei Groflenordnungen hohere Intensitét.
Da Strahlzeit an diesen Einrichtungen nur begrenzt zur Verfiigung steht, ist
Synchrotronstrahlung nicht praktikabel fiir eine Anwendung von nanoantennen-
verstarkter IR-Spektroskopie, beispielsweise in Krankenhédusern. Die Fortschritte
bei der Entwicklung neuer Quantenkaskadenlaser [I89] sind jedoch beachtlich.
Es handelt sich dabei um Laser deren Wellenldnge im IR-Spektralbereich tiber
mehrere hundert Wellenzahlen durchstimmbar ist. So konnte es in Zukunft mog-
lich sein, die Intensitdt der IR-Lichtquelle um weitere fiinf Groéflenordnungen
gegentiber der Synchrotronstrahlung zu steigern [190]. Bedingt durch die schmale
Bandbreite des Lasers kann zusétzlich auf den FTIR-Aufbau verzichtet werden,
so dass eine Implementierung in einem tragbaren Gerédt denkbar wéare. Eine
Messung an Einzelantennen sollte damit kein Problem darstellen.

Es sei an dieser Stelle kritisch angemerkt, dass die tatsichlich gemessene Verstér-
kung des IR-Signals F F'je.s nur ungefdhr zehn betragt. Die Verstarkungsfaktoren
von mehreren hunderttausend werden hauptséichlich durch die Annahme errech-
net, dass nur die Molekiile an den Antennenenden zum Signal beitragen. Da
Molekiile jedoch auf der gesamten Antenne und eventuell sogar auf dem Substrat
adsorbieren, ist der errechnete Verstarkungsfaktor nur ein theoretischer Wert.
Durch die Entwicklung gezielter Abdeckungsverfahren der Antennen (siehe z.B.
Abdeckung durch PMMA in [57]) und die Weiterentwicklung von mikro- oder
nanofluidischen Chips [191], kann es moglich werden kleinste Mengen an Mole-
kiilen tatsdchlich nur in den Hotspots der Antennen zu deponieren. Durch den
Einsatz dieser Techniken gewinnt die Moglichkeit SERS und SEIRS an einer
einzelnen oder sehr wenigen, raumlich begrenzt angeordneten, Nanostrukturen
durchzufithren an Attraktivitat.

Nanoantennenverstarkte IR-Spektroskopie von Proteinen

Auflerdem wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass es moglich ist Proteine auf
Nanoantennen mittels IR-Spektroskopie nachzuweisen. Bei einer 15-miniitigen
Inkubation war der Nachweis von unspezifisch gebundenen Proteinen ab einer
Konzentration von 10~ M moglich. Die Angabe des Detektionslimits in Form
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einer Konzentration ist in den Lebenswissenschaften weit verbreitet. Da die
Amid-Banden der Proteine proportional zur Anzahl der Peptidbindungen sind,
ist eine solche Angabe immer im Zusammenhang mit der Proteinmasse, der
Inkubationsdauer und den Transportbedingungen innerhalb der Losung wahrend
der Inkubation zu sehen. Besteht beispielsweise ein stetiger Fluss der Losung
iiber die Nanoantennen, so werden mehr Proteine auf die Antennenoberflache
treffen als wenn die Losung nur aufgrund der Diffusion durchmischt wird.

Die Extraktion der Amid-Banden, anhand derer auf die Sekundéarstuktur der
Proteine geschlossen werden kann und durch welche die Proteine zumindest
teilweise identifiziert werden konnen, stellte sich als nicht trivial heraus. Durch
die Wechselwirkung mit den Nanoantennen verbreitern sich die ohnehin schon
breiten Amid-Banden noch weiter. Durch die Fano-artige Linienform wird eine
genaue Extraktion der Schwingungsbanden mittels Basislinienkorrektur oder der
zweiten Ableitung des Spektrums aufwendiger. Es konnte dennoch gezeigt werden,
dass sich nahe der LSPR-Frequenz, bei der die Fano-Linien nahezu symmetrisch
sind, die Signatur der a-Helix von der des g-Faltblatts unterscheiden lassen.
Beim Versuch die Nanoantennen zu funktionalisieren konnte das Aptamer mittels
IR-Spektroskopie nicht nachgewiesen werden. Durch die Messung von SERS
Spektren an derselben Probe wurde die Anwesenheit der Aptamere jedoch nach-
gewiesen. Nach dem Blocken unspezifischer Adsorptionsplédtze konnten die Tar-
get-Proteine bei einer einstiindigen Inkubation ab einer Konzentration von 10 pM
detektiert werden. Der Unterschied zum Detektionslimit fiir unspezifisch gebun-
dene Proteine auf unbehandelten Nanoantennen lésst sich iiber die Anwesenheit
der Blocker-Molekiile erkléren.

Jedoch konnten auch bei den negativen Kontrollversuchen adsorbierte Proteine
nachgewiesen werden. Daraus wird geschlossen, dass Proteine unspezifisch an die
Antennenoberflaiche binden und somit eine selektive Detektion eines speziellen
Proteins unmoglich machen. Dies war auch beim Versuch das Target-Protein aus
Speichel von Patienten zu detektieren der Fall. Trotz gescheiterter Unterdriickung
der unspezifischen Bindung konnte anhand der IR-Signatur der adsorbierten
Proteine festgestellt werden, dass diese eine andere Sekundérstruktur als das
Target-Protein aufweisen.

Der Grund fiir die unspezifische Bindung liegt vermutlich im Reinigungsschritt
nach der Inkubation, welcher aus Waschen der Proben in Wasser bestand. Bei
ELISA oder QCM werden Detergenzien eingesetzt, die eine Ablosung der unspezi-
fisch gebundenen Proteine erleichtern, sich ihrerseits jedoch auf allen Oberflichen
absetzen. Aufgrund des IR- und Raman-Signals der Detergenzien wurde daher
im Zuge dieser Arbeit auf deren Einsatz verzichtet. Eine genauere Untersuchung
dieses Sachverhalts scheint aus jetziger Perspektive lohnenswert.

Ein grundlegendes Problem bei den in dieser Arbeit berichteten Protein-Experi-
menten ist die Notwendigkeit der Messung im trockenen Zustand. Dies hat zur
Folge, dass im letzten Waschen vor der Messung nicht mit Pufferlésung gespiilt
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Abbildung 7.0.1: Schematische Dar-

IR
? Y stellung von Durchflusszellen. In (a)
Caiz - ‘;iz s wird das reflektierte Licht detektiert, in
L ‘s ' fow L7 o gl (b) das transmittierte. Wegen der star-
T w CaF, - ken Absorption von Wasser darf die Di-
I R cke der Fliissigkeit in (b) 10 pm nicht
iiberschreiten.

werden kann, da die Salze dieser Losungen bei der Trocknung kristallisieren und
so eine Messung unmoglich machen. Es ist nicht klar, ob die spezifische Bindung
zwischen Aptamer und Target-Protein durch den Trocknungsprozess beeinflusst
wird.

Ausblick

Bei einige Messmethoden zum Proteinnachweis (z.B. QCM-Methode) wird in-
nerhalb einer Fliissigkeitszelle gemessen. Die Goldoberfliche muss dabei nie
getrocknet werden, da die Messungen in situ durchgefithrt werden. Eine Denatu-
rierung der Proteine durch Trocknung kann damit ausgeschlossen werden.

Bei IR-Messungen innerhalb einer Fliissigkeitszelle stellt die hohe Absorption
von Wasser jedoch ein grundlegendes Problem dar (vergleiche Abschnitt .
Durch spezielle Messgeometrien muss die optische Wegldange des IR-Strahls in
Wasser so gering wie moglich gehalten werden.

Andererseits bieten in situ Messverfahren fiir antennenverstéirkte IR-Spektroskopie
auch Vorteile. Es wird erméglicht, dass ohne Verschiebung der Nanoantennen
immer an derselben Stelle gemessen werden kann. Anderungen im Spektrum
sind folglich auch bei nicht perfekt homogenen Nanoantennenarrays nur auf die
Anderungen in der Antennenumgebung zuriickzufiithren. Zudem erlangt man
durch in situ Messungen bei geeigneter zeitlicher Auflosung Aufschluss tiber die
Adsorptionskinetik.

Unter Berticksichtigung der beschriebenen Vor- und Nachteile wurde vom Autor
im Zuge dieser Arbeit eine Reflexions-Durchflusszelle konstruiert, deren Funk-
tionsweise in Abbildung [7.0.Th schematisch dargestellt wird. Der Aufbau ist in
der vom Autor betreuten Bachelorarbeit von JOHANNES ZIMMERMANN [192]
und der Masterarbeit von ROBERT WOLKE [193] ndher erklart. Vorteil dieser
Messgeometrie ist es, dass die Nanoantennen durch das Substrat hindurch an-
geregt werden und so das IR-Licht nicht durch Wasser abgeschwéacht wird. Bei
den Messungen wurden nur ungefahr 2% der einfallenden Strahlung von den
Antennen der Probe S08#3 zuriick gestreut, wodurch bei angemessener Messdau-
er das Protein-Signal im Rauschen unterging. Neueste Messungen an dichteren
Antennenarrays zeigen jedoch, dass bis zu 85% der Strahlung von den Antennen
durch das Substrat hindurch zuriickgestreut werden kénnen. Mit solchen Proben
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erscheinen die Messungen in dieser Zelle wieder sehr aussichtsreich. Allerdings
wurde erst kiirzlich eine dhnliche Arbeit veroffentlicht [194].

Ein alternativer Ansatz wurde von ROBERT WOLKE verfolgt, der in Zusam-
menarbeit mit dem Autor eine Transmissions-Durchflusszelle entwickelt hat,
deren schematische Darstellung in Abbildung zu finden ist. Hierbei konnte
die Dicke des Fliissigkeitskanals durch die Verwendung eines Photolacks auf
wenige Mikrometer reduziert werden. Auf der Riickseite des Kanals befindet
sich eine zweiter CaF,-Wafer, so dass in Transmission gemessen werden kann.
Testmessungen der mit Wasser befiillten Transmissions-Durchflusszelle lieferten
vielversprechende Ergebnisse.

Mit dieser Technik kénnte die Verwendung von schaltbaren mikrofluidischen
Chips [195] es ermoglichen, verschiedene Antennenarrays oder Einzelantennen auf
einer Probe unterschiedlich zu funktionalisieren. Damit wére es moglich mehrere
verschiedene Proteine in einem Test nachzuweisen.

Nahfeldverlauf resonanter Nanoantennen

Zu guter Letzt wurde in der vorliegenden Arbeit der Verlauf des antennenver-
stiarkten Vibrationssignals fiir sehr kleine Abstdnde von der Antennenoberfléche
untersucht. Dies wurde durch die Adsorption von CO auf gekiihlten Nanoanten-
nen realisiert. Es wurde gezeigt, dass sowohl die Verschiebung der LSPR-Frequenz
als auch das antennenverstirkte CO-Vibrationssignal erst ab einer Schichtdicke
von ungefihr 8 A nachweisbar sind. Eine verzogerte Adsorption konnte durch
Vergleichsmessungen an glatten Goldoberflichen ausgeschlossen werden. Eben-
so sind die Desorption und Diffusion als Ursache fiir das gemessene Verhalten
als nicht relevant abgeschétzt worden. Der Verlauf des Signals wurde iiber das
Profil des Nahfelds der Nanoantenne erklart, welches durch den Spillout der
Leitungsbandelektronen in unmittelbarer Néhe der Oberfliche abgeschwéacht
wird.

Der berichtete Verlauf wurde neben den im Rahmen dieser Arbeit durchgefithrten
Messungen auch in den Messdaten anderer Arbeiten [36], [196] beobachtet. Deren
Autoren waren jedoch nicht auf diese Auffélligkeit eingegangen.

Der Spillout von Elektronen bei plasmonischer Anregung von Nanopartikeln und
der messbare Einfluss auf deren optische Eigenschaften wurde inzwischen in einem
anderen Experiment von SAVAGE et al. gezeigt. Dabei wurde die Beeinflussung
der LSPR-Frequenz von zwei gekoppelten Nanoantennen durch den Tunnelstrom
zwischen beiden Antennen untersucht [197]. Es konnte eine Abweichung von dem
durch klassische Elektrodynamik vorhergesagten Verlauf der LSPR-Verschiebung
bei einem Abstand unterhalb von ungefihr 3 A gemessen werden.
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7 Zusammenfassung und Ausblick

Ausblick

Vor allem im Hinblick auf Fragestellungen der Oberflachenphysik mit Adsorbaten
sind diese Ergebnisse von Interesse. Es bleibt zu klaren, welchen Einfluss die
plasmonisch angeregten Elektronen des Metalls auf die CO-Molekiile haben, die
sich innerhalb des Elektronen-Spillouts befinden. Andererseits ist nicht geklart,
welchen Effekt die Molekiile ihrerseits auf den Spillout der Elektronen haben.
Schlussendlich bleibt zu sagen, dass der hier beobachtete Effekt fiir groflere
Molekiile (z.B. Methylene Blue oder Proteine) aufgrund ihrer Ausdehnung nur
eine untergeordnete Rolle spielt.
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A Anhang

A.1 Optische Eigenschaften der Substrate

In dieser Arbeit wurden hauptsichlich Gold-Nanoantennen auf IR-transparenten
Substraten (Silizium (Si) und Calciumfluorid (CaF,)) verwendet. Die optischen
Eigenschaften von CaF, und Si sind zusammen mit dem relativen Transmis-
sionsspektrum (gegen Leerkanal) in Abbildung|A.1.1{und |A.1.2zu finden. Sie
zeichnen sich durch eine hohe Transmittivitat und geringe Dispersion im MIR-
Spektralbereich aus. Daher wird meist die Dampfung im Substrat vernachléssigt
und &’ = 0 gesetzt. Damit wird der Brechungsindex rein reell 7w = n. In der
gesamten Arbeit wird nc,rp, = 1,40 (vergleiche Abbildung und ng; = 3,42
(vergleiche Abbildung |A.1.2]) angenommen.
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0.02} CaF 1.0k CaF,
1248 2 i 8 e
N 8 c
< 10} 0.01p g 0.8}
s Ll E
° 8fe 0.00k . , ooy K 2 o6}
= 500 1000 1500 ®©
(0] 6Ff -—
2 , 0 04t
5} =
© 4 . =
= 1.30 1.38 1.41 1.42 D 02
o ol ‘ ‘ ‘ | = Uer measured
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% « 0.0 calculated from Palik -
1000 2000 3000 4000 2000 4000 6000
-1 -
wavenumber [cm™] wavenumber [cm™]
(a) (b)

Abbildung A.1.1: (a)Brechungsindex von CaFy im MIR. Die Kreise zeigen Daten
aus [62], die durchgezogene Linie zeigt einen F'it von Gleichung an die Daten. (b)
Das blaue Spektrum zeigt die gemessene relative Transmission durch ein CaFo-Substrat.
Mit SCOUT[I84] wurde die Transmission aus den Daten von (a) errechnet.
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Abbildung A.1.2: In (a) ist die dielektrische Funktion von Silizium gezeigt. Diese
wurde durch den Fit eines Modells an die Transmission eines Siliziumsubstrats be-
rechnet und ist in (b) zusammen mit der Messung gezeigt. ((a) und (b) sind aus [19§]
entnommen)

Im Gegensatz zu Si hat CaF, den zusatzlichen Vorteil, dass es nicht nur im
MIR sondern auch im sichtbaren Spektralbereich transparent ist. Damit eignet
sich CaF, hervorragend als Substrat fiir Experimente, bei denen sowohl IR-
Messungen als auch Raman-Messungen mit Laserwellenldngen im Sichtbaren
an derselben Probe durchgefiihrt werden. Ein Nachteil ist, dass unterhalb von
ungefihr 800 cm™! kein Licht transmittiert wird (Reststrahlenbande).

A.2 Eigenschaften der verwendeten IR-Mikroskope

In dieser Arbeit wurden zwei verschiedene IR-Mikroskope verwendet. Die Mes-
sungen in Kapitel wurden an einem Thermo Scientific Nicolet iN10 MX
der Ben Gurion Universitit in Beer Sheva, Israel aufgenommen. Alle anderen
IR-Mikroskopiemessungen wurden an einem Bruker Hyperion 1000 in Heidel-
berg am Kirchhoff-Institut fiir Physik durchgefiihrt. Die Eigenschaften beider
Mikroskope werden im Folgenden beschrieben.
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A.2.1 Bruker Hyperion 1000

Der Strahlengang des Bruker Hyperion 1000 ist in Abbildung dargestellt.
Kondensor und Objektiv sind baugleich und werden durch eine Schwarzschildoptik
realisiert. Ein Querschnitt des Schwarzschﬂdobjektivsﬂ des Hyperion 1000 Mikro-
skops ist in Abbildung dargestellt. Die charakteristischen Abmessungen
sind in Tabelle festgehalten.

! to CCD camera

. >
I \ i
| aperture 3

MCT-detector

analyzer
i (optional)

| objective (36x) Li;bcetraon%Zg:

mirror to select
visible or IR light

condenser (36x)

le— O — - 0 ———————>

T
— —_ aperture visible light
"J'Y\AM 1< polarizer \4 ﬁ source (j}EDﬁ
=== +
(a) (b)

Abbildung A.2.1: In (a) ist der Strahlengang des Hyperion 1000 IR-Mikroskops
schematisch dargestellt. (b) zeigt eine detaillierte Darstellung des Schwarzschildobjek-
tivs. Objektiv und Kondensor sind baugleich. Die charakteristischen Mafle und Winkel
sind in Tabelle gegeben. (a) ist aus [199] und (b) aus [200] entnommen.

Hyperion 1000 Nicolet iN10 MX
VergoBerung 36 x 15x
Arbeitsabstand (D) 10,4 mm 16 mm
Numerische Apertur 0,5 0,7
Maximaler Winkel (F) 30° 43,5°
Minimaler Winkel (E) 10,3° 20°

Tabelle A.1: Charakteristische Eigenschaften der Mikroskopobjektive. Die Buchstaben
D, E und F beziehen sich auf Abbildung Die numerische Apertur berechnet
sich aus NA = sin (F). Daten aus [200} 201].

I Teilweise auch als Cassegrain-Objektiv bezeichnet.
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Abbildung A.2.2: Nicolet iN10 MX
IR-Mikroskop [201]. Der Probenraum
wurde durch eine Plastikfolie abgeschlos-
sen. Globar und Interferometer sind di-
rekt im Mikroskop verbaut. Ein Polari-
sator konnte nicht eingebaut werden.

A.2.2 Thermo Scientific Nicolet iN10 MX

Im Gegensatz zum Hyperion 1000 muss dieses Mikroskop nicht an ein Spek-
trometer angekoppelt werden, denn sowohl Globar als auch das Michelson-
Interferometer sind direkt im Mikroskop verbaut. Dies fiihrt zu geringeren Verlus-
ten und einer grofleren Intensitét auf der Probe, was wiederum schon bei kurzen
Messungen zu guten Signal-zu-Rausch-Verhéltnissen fiihrt (vergleiche Abbildung
[A.2.3b). In Abbildung ist eine Foto des Mikroskops zu sehen.

Zur Verringerung der Umwelteinfliisse wurde der Probenraum mit einer Plas-
tikfolie abgeschlossen. Durch die offenen Schwarzschildobjektive wird der so
abgeschlossene Probenraum mit getrockneter Luft (gleicher Purge Gas Genera-
tor) gespiilt und bietet so nach zehn Minuten stabile Messbedingungen.

A.2.3 Charakterisierung der Mikroskope

In Abbildung sind normierte Einkanalspektren beider Mikroskope zu
sehen. Man erkennt, dass die Sensitivitdt des Detektors im Nicolet starker
auf den spektralen Bereich zwischen 1200 cm ™! und 1800 cm™~! konzentriert ist,
wahrend der Detektor des Hyperion breitbandiger ist. Das MCT-Spektrum des
Nicolet ist mit einer Auflésung von 8 cm™! aufgenommen, wihrend die anderen
Spektren mit 4cm™! aufgenommen wurden. Die Wasserbanden kommen aus
diesem Grund und wegen der Spiilung mit getrockneter Luft beim Nicolet MCT
Spektrum nicht zum tragen. Neben den Wasserbanden sind zuséatzliche Banden
in beiden Spektren zu erkennen. Diese konnen durch leichte Verschiebungen
zwischen Referenz- und Probenspektrum zu scharfen , Plus-Minus“-Strukturen
im Spektrum fithren, welche speziell in der Ableitung hervortreten (vergleiche
Abbildung 4.4.1a] und [5.5.2)). Die schérfsten Banden bei 1261 cm ™! und 1542 cm ™!
treten im Nicolet sowohl bei der Messung mit einem MCT-Detektor als auch bei
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Abbildung A.2.3: In a) sind die Einkanalspektren durch CaFs von beiden Mikrosko-
pen gezeigt. Die Positionen markanter Absorptionen sind beschriftet. Die Auflésung
beim Hyperion betrug 2cm ™!, beim Nicolet 8 cm™!. In B ist der Vergleich des Rauschens
der 100%-Linie beider Mikroskope dargestellt. In beiden Féllen ist die Transmission
durch CaF, mit jeweils 16 Scans und 8 cm~! Auflssung, 25 x 25 um beleuchteter Fliche
beim Nicolet und 33,3 pm Durchmesser der beleuchteten Fléche beim Hyperion gezeigt.
Beide Spektren sind ohne Polarisator aufgenommen.

der Verwendung eines DTGS—Detektorsﬂ auf. Der genaue Ursprung der Banden
lie sich jedoch nicht klaren.

In Abbildung sind 100%-Linien gezeigt, die unter moglichst identischen
Bedingungen an den beiden Mikroskopen aufgenommen wurden. Man erkennt,
dass im sensitiven Bereich unterhalb von 2000 cm~! das Rauschen beim Nicolet
iN10 MX trotz der knapp 30% kleineren Messfldche (bedingt durch die Blende)
nur etwa halb so grof ist wie bei der Messung am Hyperion 1000.

A.3 Elektronenstrahllithographie

Alle in dieser Arbeit verwendeten Nanoantennen wurden mittels Elektronen-
strahllithographie (EBL) hergestellt. Dabei wird eine Schicht Photolack auf das
gereinigte Substrat aufgebracht. Der Photolack wird im Rasterelektronenmikro-
skop (SEM) beschrieben und anschliefend entwickelt. Um eine gute Adhésion
zwischen Antennen und Substrat sicher zu stellen wird eine wenige Nanometer
dicke Haftvermittlerschicht aus Titan oder Chrom unter der Goldschicht aufge-
dampft. Abschlieend wird beim sogenannten Lift-off der verbliebene Photolack

2Pyroelektrischer Deuterated Triglycine Sulfate IR-Detektor, siehe [60].
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1. Cleaning 4. Developing
 — | — —

substrate (Si) | \ | . . . .
Abbildung A.3.1: Arbeitsschritte bei

2. Spin coating gy 5 Thand Au coating der Herstellung der Nanoantennen mit-

v === tels Elektronenstrahllithographie (ent-

nommen aus [50]).

3. Exposure 6. Lift-off

>

und das darauf befindliche Metall abgelost, so dass nur die Nanoantennen auf
dem Substrat zurtickbleiben. Der Prozess ist in Abbildung veranschaulicht
und in [I7, [60] detailliert beschrieben. Die Abmessungen der zu schreibenden
Strukturen wurden vom Autor dieser Arbeit festgelegt. Am Herstellungsprozess
selbst war dieser jedoch nicht beteiligt.

A.4 Abschatzung der Thermo- und
Photodesorption von CO

In diesem Abschnitt ist die detaillierte Argumentation gegen die durch IR-
Strahlung induzierte Desorption von CO von den Antennen aus Kapitel
beschrieben.

Aufheizung der Antennenenden fiihrt zu Thermodesorption

Es soll abgeschéitzt werden, ob sich die Antennenenden durch die Konzentration
der eingestrahlten Energie soweit erhitzen, dass sie die Desorptionstemperatur
von CO tibersteigen.

Zuerst soll die Strahlungsleistung der IR-Strahlung in der UHV-Kammer abge-
schétzt werden. Der Hersteller des Spektrometers (Bruker) gibt die Strahlungsleis-
tung des Globars innerhalb des Probenraums des Spektrometers bei der grofiten
Blende mit 25 mW an [202]. Um dies zu verifizieren, kann die Strahlungsleistung
iiber das Stefan-Boltzmann-Gesetz P = 0 AT* ~ 750 mW abgeschétzt werden.
Wobei o eine Konstante, A ~ 3mm? die Fliche des Globars und 7" ~ 1500 K
dessen Temperatur ist [202]. Laut Bruker kommt folglich /30 der Globarleistung
in der Probenkammer an, was als realistisch eingeschétzt wird. Da wegen der gro-
Beren Distanz anzunehmen ist, dass auf dem Strahlengang in die UHV-Kammer
mehr Leistung verloren geht als in der Probenkammer, stellt P 5 25 mW eine
obere Abschéitzung der eingestrahlten Leistung dar. Durch die verwendete 1 mm
Blende wird ein Teil der Strahlung abgeblockt. Im Vergleich zur grofiten Blende
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(6 mm) ist die Leistung um Faktor 36 reduziert. Die Leistung der IR-Strahlung
auf der Probe wird mit

PYRY < 700 pW

abgeschétzt.

Fiir die Abschatzung der Leistung pro Antenne wird auflerdem angenommen, dass
die beleuchtete Flache auf den Antennen einen Durchmesser von 2 mm hat und
homogen ausgeleuchtet wird. Dies entspricht etwa der Halbwertsbreite des Gauf3-
formigen Strahlprofils [60]. Die beleuchtete Fliche ist demnach etwa 3mm? gro8,
wobei jede einzelne Antenne eine Fliche von Ay ~ 9- 107 mm? einnimmt. Aus
Abbildung sieht man, dass davon etwa 20% mit der Antenne wechselwirken.
Nimmt man an, dass die gesamte Leistung von der Antenne absorbiert wird, so
ergibt sich diese zu

9-107°

P < -0,2- 700 pW = 400 pW . (A.4.1)
Der Abtransport der Warme wird iiber die Wéarmeleitung des unter der Antenne
befindlichen Si abgeschatzt. Aus [44] (Bild 7.16) entnimmt man Ag; (20K) =~
2000W/mk. Der Einfachheit halber wird angenommen, dass sich jede Antenne
auf einem ihrer Grundfliche A, = 8 - 107*m? entsprechenden Si-Sockel der
Hoéhe Ad = 5mm befindet. Dies ist der durchschnittliche seitliche Abstand zum
Probenhalter, dem Reservoir. Es gilt

AT
Pt 2 Asix 7 Aane ~ 32/ AT

Im Gleichgewicht muss P2™ = P2 gelten. Damit ergibt sich AT $ 13mK.
Dies reicht nicht um die Antenne von 18 K auf 25K zu erwirmen | Auf gleiche
Weise kann die Wéarmeleitung innerhalb der Antenne abgeschétzt werden. Der
Temperaturunterschied zwischen Antennenmitte und Antennenende betragt
AT =~ 107°K, wenn man davon ausgeht, dass die Erwdrmung nur an den
Hotspots an den Antennenenden entsteht.

Eine lokale Uberschreitung der Desorptionstemperatur kann mit dieser Abschét-

zung daher ausgeschlossen werden.

Photoneninduzierte Desorption oder Diffusion

Neben der temperaturbedingten Desorption konnte die Absorption von Photonen
die notige Energie zur Desorption liefern. Die Bindungsenergie von CO-Eis

3Die angegebenen Werte entsprechen den eigenen stark fehlerbehafteten Temperaturmessun-
gen. Literaturwerte zur Desorption von CO-Eis sind in [I77] zu finden.
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wird mit Fyq = kg - 834K angegeben, was 580 cm ™! entspricht [203], wobei kg
die Boltzmann-Konstante darstellt. Innerhalb des Schwarzkorperspektrums des
Globars absorbiert CO im Bereich der Schwingungsbande bei 2138 cm™!. Daraus
folgt, dass ein absorbiertes Photon dem CO-Molekiil geniigend Energie zufiihrt,
um dieses von der Oberflache zu l6sen.

Es soll nun abgeschétzt werden, welcher Anteil von P auf den absorbierenden
Spektralbereich fallt. Dieser wird grofiziigig und analog zu Abbildung
zwischen 2100 und 2180 cm ™! abgeschitzt. Geht man in erster Naherung davon
aus, dass der MCT-Detektor in jedem Spektralbereich gleich sensitiv ist, so
kann aus dem Einkanalspektrum der Anteil des Spektralbereichs zwischen 2100
und 2180 cm ™! von der gesamten emittierten Strahlung des Globars abgeschétzt

werden. Er betragt etwa 1%.

Im Folgenden soll die Anzahl der Photonen mit der Anzahl der auf der Oberflache
auftreffenden Molekiile verglichen werden. Die Photonenzahl errechnet sich aus
der auf eine Antenne einfallenden Leistung (Gleichung (A.4.1))) und der Energie
eines Photons (hwyi, &~ 4,25 - 1072 J). Die Anzahl der Photonen der passenden
Energie, die mit einer Antenne wechselwirken, errechnet sich dann zu

ant
npn ~ —2—-0,01 ~ 10%s7.
vib

Geht man davon aus, dass diese Photonen im Nahfeld der Antennenenden konzen-
triert werden, so stehen diese Photonen der Anzahl der auf A, auftreffenden
CO-Molekiile gegeniiber. Diese Anzahl der CO-Molekiile ngo ist durch die Dichte
der auftreffenden Molekiile Z = ﬁ [T63] und die Fléche A,gtive & 2-107 1 m?
gegeben und ergibt sich zu

P

vV 27kaBT

Dabei ist m ~ 4,6 - 1072°kg die Masse der Gasteilchen und 7' ~ 300 K deren
Temperatur beim Druck p &~ 107® mbar = 10~%ke/ms2.

Zur Abschéitzung des Anteils der CO-Molekiile, die ein Photon absorbieren,
schitzt man den IR-Wirkungsquerschnitt grob mit o ~ 1072° cm? = 1024 m?
ab [48]. Betrachtet man eine Sekunde, so liefert der Vergleich zwischen dem Wir-
kungsquerschnitt aller 600 Molekiile und der Flache A, die Wahrscheinlichkeit,
dass ein Photon von einem CO-Molekiil absorbiert wird. Es gilt: 600-o1r /Aactive ~
3-107%. Damit werden ungefihr 3 der 10® Photonen die pro Sekunde einfallen
von CO-Molekiilen absorbiert. Diese drei Molekiile, von den 600 pro Sekunde
auftreffenden, werden sofort wieder desorbieren. Dies ist ein Anteil von 0,5%
der als nicht relevant eingeschéitzt werden kann. Da es sich um eine grofiziigige
Abschétzung handelt, fallt der Anteil wohl eher noch geringer aus.

- -1
nco = Z - Aactive - Aactive ~ 600 s .
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A.5 Ubersicht iiber alle Nanoantennen

Im Folgenden werden die einzelnen, in dieser Arbeit verwendeten, Nanoantennen-
Arrays beschrieben. Alle charakteristischen Gréfien sind in Tabelle zusammen-
gefasst. Die angegebenen Dimensionen entsprechen immer den nominalen Werten
fiir die Praparation. Mittels SEM wurden in Stichproben die Abmessungen der
Proben vom Hersteller kontrolliert. Abweichungen in L betrugen maximal 20 nm
und in W maximal 15nm [159]. Die LSPR-Wellenléngen einiger Proben sind in
Abbildung iiber der Antennenlinge aufgetragen.
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Abkiirzungs- und
Variablenverzeichnis

Abkiirzungen

BSA
CO
DNA
EBL
EBNA-1
ELISA
FDTD
FTIR
IR
IRRAS
LSPR
MB
MCT
ME
MIR
MnSOD
NHS
PBS
QCM
RRS
SAM
SEIRA
SEIRS
SEM
SERS
SNOM
SPP
UHV
UV
VIS
VPP
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Bovine Serum Albumin
Kohlenstoffmonoxid
Desozyribonucleicacid

Electron Beam Lithography

Epstein-Barr Nuclear Antigen-1
Enzyme-Linked I'mmunosorbent Assay
Finite Difference Time Domain
Fourier-Transform-Infrarot (Spektroskopie)
Infrarot

Infrared Reflection Absorption Spectroscopy
Lokalized Surface Plasmon Resonance

M ethylene Blue

M ercury Cadmium T elluride IR Detektor
Mercaptoethanol

Mittelinfrarot

M anganese Superoxide Dismutase

N -H ydroxysuccinimide

Phosphate Buffered Saline

Quartz Crystal Microbalance
Resonanz-Raman-Streuung
Self-Assembled M onolayer

Surface Enhanced Infrared Absorption
Surface Enhanced Infrared Spectroscopy
S canning Electron M icroscope

Surface Enhanced Raman S cattering

S cattering N ear-Field Optical M icroscope
Oberflachen (Surface) Plasmon-Polariton
Ultrahochvakuum

Ultraviolett

Sichtbarer Spektralbereich (visible)
Volumen Plasmon-Polariton



Variablen

A Absorbanz A (w) = log,q (Ip (w) /I (w))

a Amplitude des normierten Fano-Profils

ai, as Parameter in der vereinfachten Novotny-Gleichung

Asctive Bereich der Antennenoberfliche mit hoher Feldstarke

A it Kehrwert der Antennendichte im Array

C Kapazitat

& molare Konzentration

Co Vakuumlichtgeschwindigkeit

d Dicke der Schicht

dg,d, Abstand zwischen den Antennen

E, _'0 elektrisches Feld

E Energie

e Elementarladung

EFy Verstarkungsfaktor des elektrischen Felds (Enhancement Factor)
EFgspira/sers  Verstarkungsfaktor des IR-Signals (Enhancement Factor)
EFsgrs Verstarkungsfaktor des Raman-Signals (Enhancement Factor)
f.f Fano-Funktion

H Hohe der Antenne

H.q4 Dicke des Haftvermittlers

h reduz. Plancksches Wirkungsquantum A = 6,58 - 10716 eV s
1.1 Intensitat

f Stromdichte

j Natirliche Zahl 7 € N

k Wellenvektor ‘/2’ =27/\

L Antennenldnge

Ling elektromagnetische Induktivitat

Lyin kinetische Induktivitat

Meft effektive Elektronenmasse

n komplexe Brechzahl n =n + ik

n Brechungsindex

N Ladungstriagerdichte oder Anzahl, kontextabhéngig

D Dipolmoment

q Asymmetriefaktor der Fano-Funktion

R Ohmscher Widerstand

r Radius

Ryal (w) relative Reflexion Rye (w) = I (w) /1o (w)

S (w) Extinktion

t Zeit

~
g
B

relative Transmission Tye (w) = I (w) /1o (w)
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Abkiirzungs- und Variablenverzeichnis

U Auslenkung der Atome aus deren Ruhelage

|44 geometrische Breite der Antenne

z Ortsvektor ¥ = (z,y,2)

Z,T zeitliche Ableitungen des Ortes (Geschwindigkeit, Beschleunigung)
T, 2 Kartesische Ortsraumkoordinaten

« Absorptionskoeffizient

[ Polarisierbarkeit

Oskin Eindringtiefe

€0 dielektrische Feldkonstante

€00 Hintergrundpolarisierbarkeit

e (w) dielektrische Funktion € (w) = &’ (w) + ie” (w)

€a dielektrische Funktion des Adsorbats

€4 dielektrische Funktion des Dielektrikums (héufig ¢4 = 1 fiir Vakuum)
Eg, Ng dielektrische Funktion und Brechungsindex des Substrats
€* molarer Extinktionskoeffizient

vy Dampfung im harmonischen Oszillator

K Extinktionskoeffizient

A Wellenlange

Ao Wellenlange im Vakuum

Ares Resonanzwellenlédnge

I magnetische Permeabilitat

1o magnetische Feldkonstante

v Frequenz

v Wellenzahl 7 = %

w Kreisfrequenz

WLSPR, LSPR Resonanzfrequenz

Wp Plasmafrequenz

Wres Resonanzfrequenz

Wetr Oszillatorstarke

Wr StoB- / Relaxationsrate

WLO, WTO transversal- und longitudinal-optische Phononenfrequenz
Wyib Resonanzfrequenz der Molekiilvibration

p Ladungstréagerdichte

o Leitfahigkeit

R, Real- und Imaginérteil des Arguments

I, L parallel und senkrecht
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