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Optik auf der Nanometerskala fang
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Nahfeldmikroskopie

Spektroskopiemethoden mit hochster Ortsauflosung sind von
grundlegender Bedeutung fiir die Untersuchung der physikalischen
und chemischen Eigenschaften von nanostrukturierten Materialien
einschlief3lich Quantenstrukturen und biologischen Oberflichen. Wir
stellen ein optisches Verfahren vor, das auf den stark iiberhohten
elektrischen Feldern in der Nihe einer laserbeleuchteten Metallspitze
basiert. Diese Felder ermdglichen die Messung verschiedener optischer
Signale in rdumlich stark begrenzten Bereichen und ermoglichen so
eine detaillierte Probencharakterisierung weit jenseits der Beugungs-
grenze. Dariiber hinaus liefern die verstirkten Felder auch die not-
wendige Nachweisempfindlichkeit fiir die Messung kleinster Proben-
volumina. Zundchst werden die Grundlagen der Nahfeldoptik erliu-
tert, im Anschluss behandeln wir die verschiedenen Mechanismen, die
zur lokalen Feldverstirkung beitragen, und zeigen, wie sich damit
optische Signale verstirken lassen. Verschiedene experimentelle Um-
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setzungen und einige aktuelle Ergebnisse zu Raman- und Fluores-

zenzmikroskopie mit bis zu 10 nm Ortsauflosung an einzelnen Mo-

lekiilen werden vorgestellt.

1. Einleitung

Optische Mikroskopie bildet die Grundlage vieler Na-
turwissenschaften. Insbesondere die Biologie profitiert von
den faszinierenden Moglichkeiten, kleinste Strukturen und
Vorginge in lebendem Gewebe untersuchen zu konnen.
Neben der reinen Bildgebung liefert beispielsweise die
Raman-Spektroskopie auch detaillierte strukturspezifische
Informationen fiir die chemische Analyse. Optische Metho-
den bieten zudem eine extrem hohe Nachweisempfindlichkeit
und ermdglichen sogar die Beobachtung der Fluoreszenz-,
Raman- und Absorptionsspektren einzelner Molekiile.'™
Unsere stetig wachsenden Fihigkeiten, immer komplexere
Nanostrukturen herstellen zu konnen, erfordern dringend
neue Mikroskopietechniken zur Charakterisierung dieser
Nanoobjekte — vorzugsweise optische Mikroskopie mit
Ortsauflosung im Nanometerbereich. Dartiber hinaus eroff-
nen neuartige Messtechniken ungeahnte Einblicke in neue
physikalische Phdnomene und regen so verschiedenste For-
schungsfelder an.

Die optische Beugung ist eine Folge der Wellennatur des
Lichts und begrenzt die rdaumliche Auflésung konventioneller
Mikroskope auf die halbe Wellenlédnge des verwendeten
Lichts. Innerhalb der letzten Jahrzehnte wurden verschiedene
Ansitze zur Umgehung der Beugungsgrenze entwickelt, die
in Fernfeld- und Nahfeldmethoden unterschieden werden.
Bei der Fernfeldmikroskopie werden die sich von der Probe
ausbreitenden elektromagnetischen Wellen gemessen, wih-
rend die Nahfeldmikroskopie auf der Detektion evaneszenter
Wellen in unmittelbarer Nidhe der Probe beruht. In den
1980er Jahren wurde die optische Nahfeldmikroskopie durch
die bahnbrechenden Experimente von Pohl, Lewis und an-
deren auf den Weg gebracht und eroffnete so erstmals einen
Zugang zu optischen Messungen auf der Nanometerskala.>*!
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Die weitere Entwicklung der Nahfeldoptik wird in zwei
neueren Artikeln von Pohl und Novotny ausfiihrlich darge-
stellt."® Dariiber hinaus beschiftigen sich zahlreiche Uber-
sichtsartikel und Biicher mit den Grundlagen und Anwen-
dungen der Nahfeldoptik.’'? In diesem Aufsatz konzentrie-
ren wir uns auf die neueren Entwicklungen einer speziellen
Methode, der spitzenverstdrkten optischen Nahfeldmikro-
skopie  (tip-enhanced near-field optical microscopy;
TENOM). Sie beruht auf der Feldverstirkung in der unmit-
telbaren Nihe von laserbeleuchteten Metallspitzen. Es wird
gezeigt, dass TENOM das leistungsfihigste Instrument zur
optischen Charakterisierung von Oberflachen ist, da diese
Methode neben der hervorragenden Ortsauflosung von etwa
10 nm auch eine enorme Signalverstirkung und damit
Nachweisempfindlichkeit bietet.

Zunéchst werden wir die physikalischen Grundlagen von
evaneszenten und sich ausbreitenden Wellen sowie den mit
der Ausbreitung verbundenen Informationsverlust erldutern.
Der dann folgende Abschnitt behandelt die elektromagneti-
sche Feldverstarkung an Metallspitzen und deren Anwen-
dung zur Signalverstirkung. Verschiedene experimentelle
Umsetzungen und einige neuere Ergebnisse der spitzenver-
starkten Raman- und Fluoreszenzmikroskopie werden vor-
gestellt. Ein Ausblick zeigt schlieBlich Zukunftsperspektiven
fiir TENOM und verbleibende Fragestellungen auf.
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Department Chemie und Biochemie and CeNS
Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen
Butenandtstrafle 5-13 E, 81377 Miinchen (Deutschland)
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E-Mail: achim.hartschuh@cup.uni-muenchen.de
Homepage: http://www.cup.uni-muenchen.de/pc/hartschuh
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2. Grundlagen

Das Ziel der optischen Nahfeldmikroskopie ist die
Uberwindung der Beugungsgrenze.'>'¥ Im Folgenden skiz-
zieren wir die der Beugungsgrenze zugrunde liegenden phy-
sikalischen Prinzipien: die Ausbildung des Fernfelds im Zuge
der Wellenausbreitung sowie die Eigenschaften des Nahfelds,
das von evaneszenten Wellen dominiert wird. Fiir die Be-
schreibung der Wellenausbreitung ist die Darstellung der
Felder durch ihr Winkelspektrum duferst hilfreich. Das
elektrische Feld E in der Detektorebene im Abstand z wird
hierbei als Uberlagerung harmonischer Wellen der Form
exp(ikr—iwt) mit den Amplituden E(k,.k,,z=0) dargestellt,
die von der Quelle bei z =0 ausgehen [Gl. (1)].1>

+oo
E(xyz) = / / E(ky K,z = 0)ei® ke dr dk, (1)

Der Wellenvektor k, der die Ausbreitungsrichtung der
Welle beschreibt, wird durch seine Komponenten k=
(kyk,k,) bestimmt und hat eine feste Linge

k| = \/k; + k; + k. =27an/A, die von der Wellenlidnge des

Lichts 4 und dem Brechungsindex des umgebenden Mediums
n gegeben ist. In Gleichung (1) wurde die Zeitabhingigkeit
zum besseren Verstdndnis nicht beriicksichtigt. Im Folgenden
beschrianken wir uns der Einfachheit halber auf die x-z-Ebene

und n=1, sodass |k,| = /2m2/A2—k? gilt. Der Ausdruck exp-

(ik.z) in Gleichung (1) bestimmt die Ausbreitung der zu-
gehorigen Welle: Fiir k, <2n/1 ist die Komponente k, reell,
und die entsprechende Welle mit der Amplitude E(k,,z=0)
breitet sich mit einer Oszillation gemiB exp(—ik,z) in z-
Richtung aus. Fiir k, > 2n/4 wird die Komponente &, imaginir
und exp(—|k,|z) beschreibt den exponentiellen Abfall der
zugehorigen evaneszenten Welle. Folglich konnen sich nur
Wellen mit k, <2m/A ausbreiten und zum Fernfeld beitragen.
Dies ist in Abbildung 1 veranschaulicht: links das elektrische
Feld E einer Quelle, deren rdaumliche Ausdehnung kleiner ist
als die Wellenldnge, zusammen mit dem zugehoérigen Win-
kelspektrum auf der rechten Seite, gegeben durch die Um-
kehrung von Gleichung (1). Im Allgemeinen ergeben sich die
Wellenamplituden E aus der zweidimensionalen Fourier-
Transformation des Feldes E. Genau wie beim Zusammen-
hang zwischen Zeit- und Frequenzbereich, wo ein kurzer
optischer Puls ein entsprechend breites Frequenzspektrum
besitzt, ist eine scharf begrenzte Feldverteilung stets mit
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Realraum Fourier-Transformation _ k-Raum
E(x,z) -~ |E(k2)|
) ml‘ /\A
=0 nm 0.5 0.5 Ky

X 0
J\ Propagation / *exp(-ik,z) J\
z=30 nm
raumliche propagierender Teil
Verbreiterun des ky-Spektrums
Ky max = 2T

z=90 nm
Abbildung 1. Prinzip der Wellenausbreitung und des damit verbunde-
nen Verlustes an Ortsinformation. Obere Reihe: anfingliche Feldvertei-
lung E(x,z=0) nahe einer 10 nm grofen Quelle in der x-z-Ebene (links)
und das entsprechende Winkelspektrum |E(k,z=0)| (rechts). In un-
mittelbarer Ndhe der Quelle enthilt das Spektrum sowohl evaneszente
als auch sich ausbreitende Wellen. Die beiden unteren Reihen zeigen
die Entwicklung des Feldes im Abstand z=30 nm und z=90 nm. Bei
einer Wellenlange 1 =>500 nm breiten sich im Vakuum nur die Wellen
mit k, < 27/A=20.0126 nm™' aus. Evaneszente Wellen werden gemif3
exp(—k,z) exponentiell schwicher. Diese Abschwichung der héheren
Ortsfrequenzen fiihrt zu einer breiteren Feldverteilung und dem Ver-
lust an Ortsinformation.

einem breiten Spektrum an Ortsfrequenzen k, verbunden. Da
sich nur diejenigen Wellen mit einer Ortsfrequenz k, <2m/A
ausbreiten konnen, nimmt die spektrale Breite mit zuneh-
mendem Abstand z von der Quelle rasch ab und fiihrt so zu
einer schnellen Verbreiterung der Feldverteilung im Real-
raum. Die Wellenausbreitung entspricht also einer Tiefpass-
filterung mit einer Grenzfrequenz k, ., =27/4. Das Fernfeld
enthilt deshalb nur einen eingeschrinkten Bereich an Orts-
frequenzen, was gleichbedeutend mit begrenzter Ortsinfor-
mation ist. Um diese Grenze zu iiberwinden, wurden sowohl
Fernfeld- als auch Nahfeldmethoden entwickelt, die im Fol-
genden vorgestellt werden.

2.1. Fernfeldmethoden

Signale, die von zwei identischen inkohédrenten Quellen
ausgehen, welche nur wenige 10 nm voneinander entfernt
sind (z.B. zwei fluoreszierende Molekiile), kénnen im Fern-
feld nicht voneinander unterschieden werden, weil die dazu
notwendige Information bei der Wellenausbreitung verloren
geht. Um die Signale der zwei Quellen trotzdem im Fernfeld
unterscheiden zu konnen, diirfen sie nicht dauerhaft gleich-
zeitig Strahlung mit den gleichen Eigenschaften aussenden.
Dieser Zustand kann entweder durch aktive Kontrolle, z.B.
durch stimulierte Emission und Verarmung (stimulated
emission depletion; STED)!"®!"! erreicht werden oder durch
stochastisches Auslesen, basierend auf photophysikalischen
oder photochemischen Effekten wie photoinduziertem Blin-
ken, Bleichen oder An-/Ausschalten der Quelle. Letzteres
wird bei der hochauflésenden Mikroskopie durch photoakti-
vierte Lokalisierung (photo-activated localization microsco-
py; PALM) und durch stochastische optische Rekonstruktion
(stochastic optical reconstruction microscopy; STORM) an-
gewendet.'"*”! Um Signale einzelner Emitter unterscheiden
zu konnen, sind die beiden Methoden PALM und STORM
auf ein ausreichend hohes Signal-Rausch-Verhiltnis ange-
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wiesen, das maf3geblich durch die Nachweisempfindlichkeit
des Mikroskops und die Fluoreszenz-Quantenausbeute des
Emitters bestimmt wird. In diesem Fall ergibt sich die er-
reichbare Ortsauflosung aus der Prézision, mit der sich die
Ortsbestimmung einzelner Emitter durchfiihren lésst. Fort-
geschrittene Techniken ermoglichen dies momentan mit einer
Positionsgenauigkeit von etwa 1.5 nm fiir einzelne Molekii-
le.” Wenn Fluoreszenzmarker zur Abbildung von Proben-
strukturen verwendet werden, miissen diese mindestens in
Abstdnden gleich der angestrebten Auflosung im Proben-
volumen vorhanden sein, d.h. in entsprechend hohen Kon-
zentrationen von etwa einem Marker auf 10 nm”.

Ein kiirzlich erschienener Uberblick iiber die Grund-
lagen, Fortschritte und Perspektiven von hochauflésender
Fernfeldmikroskopie findet sich in Lit. [21]. Im Allgemeinen
sind die bestehenden Fernfeldmethoden auf bestimmte pho-
tophysikalische oder photochemische Eigenschaften der
Probe, wie z.B. Emissionsenergie oder die Lebensdauer an-
geregter Zustinde, angewiesen und benstigen daher Vor-
kenntnisse der Proben. Ein groBer Vorteil der Messung von
propagierenden Wellen ist die Moglichkeit der dreidimen-
sionalen Abbildung - eine Grundvoraussetzung fiir intrazel-
luldre Untersuchungen.’? Andererseits bieten die bestehen-
den Fernfeldmethoden keine Signalverstirkung, die bei
immer kleiner werdenden Detektionsbereichen von grof3er
Bedeutung ist. Fiir Raman-Spektroskopie sind die derzeitigen
Fernfeldmethoden nicht geeignet.

2.2. Nahfeldmethoden

Die optische Nahfeldmikroskopie beruht auf einem an-
deren Ansatz, bei dem die hochaufgeloste Ortsinformation
durch Wechselwirkungen einer spitzen Sonde mit dem elek-
tromagnetischen Nahfeld der Probe gewonnen wird. Indem
die Probenoberfliche mit der Sonde abgerastert und gleich-
zeitig das Signal detektiert wird, lasst sich ein Bild der Probe
erzeugen. Da hohere Ortsfrequenzen mit einer stirkeren
exponentiellen Abschwichung verbunden sind (siehe Defi-
nition von k_ in Abschnitt 2), l4sst sich eine hochaufgeloste
Abbildung nur durch einen Sonde-Probe-Abstand von we-
nigen Nanometern erzielen. Als Folge daraus ist die Nah-
feldmikroskopie nur fiir die Untersuchung von Oberfldchen
oder knapp darunter liegender Bereiche geeignet.™!

Vier Konzepte zur Fokussierung elektromagnetischer
Felder sind in Abbildung 2 veranschaulicht, darunter die
Fernfeldfokussierung auf der Grundlage von Linsen (Abbil-
dung 2a), der weitverbreitete Ansatz mit einer Apertur
(Apertur-SNOM, Abbildung 2b) und die Feldverstirkung an
Spitzen (Abbildung2c¢ und d), dem Hauptthema dieses
Aufsatzes.

Die Einfithrung von Apertur-Sonden fiir die Nahfeldmi-
kroskopie in den 1980er Jahren ermoglichte erstmals die op-
tische Abbildung mit einer Auflésung jenseits der Beu-
gungsgrenze und weckte damit das Interesse verschiedenster
Disziplinen, vor allem der Material- und Biowissenschaf-
ten.®2+>1 Apertur-Sonden sind typischerweise aluminium-
bedampfte Glasfaserspitzen, bei denen das Ende unbe-
schichtet bleibt und so eine kleine Blende (Apertur) bildet.
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Abbildung 2. Konzepte zur Fokussierung: a) Fernfeldfokussierung mit
einer Linse. Der Winkelspektralbereich von propaglerenden Wellen

K¢ max und damit auch der Fokusdurchmesser sind durch den Offnungs-
winkel der Linse begrenzt: k, ., =nsin(6)2x/A mit dem Brechungs-
index n und der Lichtwellenlinge 1. b) Optische Raster-Nahfeldmikro-
skopie mit einer Apertur (Apertur-SNOM). c) Spitzenverstarkte opti-
sche Nahfeldmikroskopie (TENOM). d) Tip-on-Aperture(TOA)-Ansatz,
der die Vorteile von (b) und (c) verbindet.

Leider tritt von dem in die Glasfaser eingekoppelten Licht
nur ein sehr kleiner Bruchteil (<107* fiir eine Apertur von
100 nm) am Ende der Sonde aus, weil die propagierenden
Wellenleiter-Moden fiir klein werdende Spitzendurchmesser
effektiv abgeschnitten werden.?® Bei der spitzenverstirkten
optischen Nahfeldmikroskopie (TENOM) werden verstirkte
optische Felder in der unmittelbaren Umgebung einer spitzen
metallischen Sonde verwendet, um sowohl das Anregungs-
licht als auch das emittierte Licht lokal zu verstirken (Ab-
bildung 2c). Abbildung 2d zeigt eine sogenannte Tip-on-
Aperture(TOA)-Sonde, die die Vorteile des Apertur-Ansat-
zes mit denen von TENOM verbindet. Die Verwendung von
laserbeleuchteten Metallspitzen fiir die Nahfeldmikroskopie
wurde 1985 von Wessel vorgeschlagen.””! Generell kénnen
hierbei drei Ansidtze unterschieden werden: 1) Streulicht-
Mikroskopie, bei der das elastisch gestreute Probensignal mit
gleicher Frequenz wie das eingestrahlte Licht im Fernfeld
gemessen wird.®*>! 2) Spitzenverstirkte nichtlineare opti-
sche Frequenzerzeugung und -mischung wie z.B. Erzeugung
der zweiten Harmonischen (second-harmonic generation;
SHG) wund Vierwellenmischung (four-wave mixing;
4WM) B340 3) Spitzenverstarkte  Nahfeldmikroskopie
durch Verwendung lokal verstiarkter Felder, die das inelas-
tisch gestreute Probensignal verstirken.'1%11:337 Diese
lokale Signalverstiarkung steigert nicht nur die Ortsauflosung,
sondern fiihrt auch zu einer enorm erhohten Nachweisemp-
findlichkeit. Die Methode lésst sich deshalb auch bei schwach
emittierenden Proben mit niedriger Quantenausbeute oder
inhdrent schwachen Signalen wie der Raman-Streuung ein-
setzen. Diese Vielseitigkeit erlaubt die lokale Messung zahl-
reicher spektroskopischer Signale, darunter auch zeitaufge-
16ste Fluoreszenz. In diesem Aufsatz konzentrieren wir uns
auf diesen dritten Ansatz und verweisen den interessierten
Leser auf die angegebenen Literaturquellen fiir die beiden
anderen Ansidtze. Der néchste Abschnitt dieses Aufsatzes
enthilt eine kurze theoretische Beschreibung der Feldver-
stirkung an Metallspitzen und ihrem Einfluss auf optische
Signale.

3. Feldverstdrkung an einer Metallspitze

Die Feldverstiarkung an Metallstrukturen ist ein Phino-
men, dem wir fast tdglich begegnen. Sie ist Grundlage sowohl
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fiir die Funktion von Blitzableitern und Radioantennen als
auch fiir die Farbgebung mittels metallischer Nanopartikel.
Tatséachlich veranschaulichen diese drei Beispiele bereits die
verschiedenen Beitrdge zur Feldverstarkung: Der elektro-
statische Blitzableiter-Effekt wird durch geometrische Sin-
gularititen mit entsprechend hohen Oberflichenladungs-
dichten hervorgerufen, die auch Grundlage fiir die Feld-
emission sind (Abbildung 3a). Resonante Anregung von
Oberflichenplasmonen in Metallpartikeln, die deren Form
und dielektrischen Figenschaften widerspiegeln, fithren zu
charakteristischen Extinktionsspektren (Abbildung 3b). An-
tennenresonanzen spielen dann eine Rolle, wenn die Linge
einer Metallstruktur im Bereich eines Vielfachen der halben
Wellenlinge der Strahlung liegt (Abbildungen 3¢ und d).?%]
Antennen- und Plasmonenresonanzen zeigen eine deutliche

8000
d)
6000

4000

max [E?]

2000

0
500 600 800 1000 1200 1400 1600
Alnm

Abbildung 3. Die Feldverstirkung an Nanostrukturen ergibt sich aus
drei Beitridgen: 1) Der quasistatische Blitzableiter-Effekt erfordert eine
geometrischen Singularitit und ldsst sich bei einseitig spitz zulaufen-
den Sonden beobachten. 2) Resonanten Oberflichenplasmonen durch
kollektive Anregung von Elektronen spiegeln sowohl die Form als auch
die dielektrischen Eigenschaften von Metallpartikeln wider. (a) und (b)
zeigen die berechnete Feldverteilung | E,..,(r®) |? in der Nahe einer
Goldspitze (a) und einer Kugel (b), die tiber einem Glassubstrat ange-
ordnet sind und entlang ihrer Achse mit der fokussierten Lasermode
HG,, beleuchtet werden. Abdruck aus Lit. [86], Copyright 2006, mit Ge-
nehmigung von Annual Reviews. 3) Antennenresonanzen treten auf,
wenn die Linge der Spitze einer effektiven Wellenlinge entspricht ((c)
und (d)). Widergabe nach Lit. [8], Copyright 2007, mit Genehmigung
von Elsevier. Die Verstarkung und Lokalisierung des elektrischen
Feldes an einer Metallspitze ist bei metallischen Substraten (e) deut-
lich héher als bei Glassubstraten (f). Abdruck aus Lit. [53], Copyright
2005, mit Genehmigung der American Chemical Society.
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Abhingigkeit von der Wellenldnge mit ausgepragten Maxima
der Feldintensitdt, die im gesamten sichtbaren Spektral-
bereich einstellbar sind. Der elektrostatische Blitzableiter-
Effekt hdangt hingegen von der Leitfdhigkeit des Materials bei
der jeweiligen Lichtfrequenz ab und nimmt typischerweise
zum Infrarotbereich hin zu.*)

Zahlreiche theoretische Arbeiten wurden verdffentlicht,
in denen die Beitrige der einzelnen Feldverstarkungs-
mechanismen mithilfe unterschiedlicher Techniken quantita-
tiv bestimmt wurden, um die optimale Spitzengeometrie zu
finden. Da sich Metalle fiir Frequenzen im sichtbaren Spek-
tralbereich nicht wie ideale Leiter verhalten, ist die Be-
schreibung metallischer Strukturen in diesem Bereich sehr
schwierig. Die elektromagnetischen Felder sind nicht langer
auf die Oberfldche beschrankt, und ihre endliche Eindring-
tiefe fithrt letztlich zu Abweichungen von der einfachen
Antennentheorie. Eine weitere Folge ist die Bildung von
Oberfldchenplasmonen an der Grenzfldche zwischen Metall
und Dielektrikum. Der Einfluss der Spitzengeometrie und
des Materials auf die Feldverstirkung wurde in mehreren
Veroffentlichungen behandelt, mit dem Ziel, die optimale
Spitze zu finden. ! Fiir einfache Spitzengeometrien wurde
theoretisch vorausgesagt und experimentell bestitigt, dass die
hochste Verstarkung genau dann auftritt, wenn die Anten-
nenldnge dem Vielfachen einer effektiven Wellenldnge ent-
spricht.**1 Ergebnisse verschiedener numerischer Berech-
nungsmethoden miissen jedoch quantitativ verglichen
werden, um technische Schwierigkeiten aufzuzeigen und die
Aussagekraft der theoretischen Vorhersagen zu maximie-
ren.!

Theorie und Experimente zur oberflichenverstdrkten
Raman-Spektroskopie zeigen, dass die hochste Feldverstir-
kung fiir bestimmte Anordnungen von zwei oder mehr Na-
nopartikeln erzielt wird, wie sie sich durch Kombination von
Kugeln, Antennen oder in komplexeren Kolloidaggregaten
realisieren lassen.P***42 Auf shnliche Weise wird die
Feldverstarkung fiir Spitzen nahe einer Metalloberflidche
enorm erhoht, bei gleichzeitig stdrkerer Lokalisierung der
Felder (Abbildungen3e und f).5*% Hingegen sinkt die
Feldverstarkung fiir Proben mit einer diinnen dielektrischen
Beschichtung rapide ab.”! Die Wechselwirkung zwischen
Spitze und Probe fiihrt, abhingig von der Oberfldche und
dem Abstand, zu spektralen Verschiebungen der Plasmo-
nenresonanzen, was die quantitative Bewertung der erzielten
Feldverstarkung fiir eine bestimmte Anordnung er-
schwert.P7-%

Neuere Experimente mit Spitzen auf Metallsubstraten
haben gezeigt, dass die Felder zusitzlich durch subnanome-
ter- oder wenige Nanometer groffe Oberfldchenstrukturen
verstiarkt werden, die in AFM-Bildern kaum zu erkennen sind
(siche auch Abbildung 9 in Abschnitt 7). Um Artefakte
zu vermeiden, die durch solche Rauigkeiten hervorgerufen
werden, sind fiir quantitative TENOM-Bilder atomar flache
Substrate notwendig. Auflerdem reichen maximale Feld-
intensitédten allein fiir TENOM-Anwendungen nicht aus. Die
Feldmaxima miissen auch zuginglich sein und daher an jenen
Endpunkten der Partikel oder Spitzen auftreten, die in der
Rastersonden-Konfiguration mit der Oberfliche wechselwir-
ken.” Dariiber hinaus sollte die GroBe der Sonde méoglichst
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klein sein, da die erreichbare Ortsauflosung und mdogliche
topographische Artefakte durch Schwankungen des Spitze-
Probe-Abstandes direkt damit in Zusammenhang stehen.[*>%

Die Feldverteilung und die lokale Verstirkung hingen
nicht nur von der Partikelanordnung und der Wellenlinge,
sondern vor allem auch vom Polarisationszustand des anre-
genden Lichtes ab. Fiir hohe Feldverstarkungen an Spitzen,
hergestellt durch Verjlingung eines Metalldrahts, muss das
elektrische Feld des anregenden Lasers entlang der Spitzen-
achse polarisiert sein.*® Urspriinglich wurden die Feldver-
teilungen fiir kontinuierliche Anregung mit ebenen Wellen
berechnet. Fiir ausgedehntere Antennenstrukturen, bei
denen die Lichtausbreitung an Bedeutung gewinnt, fiihrt eine
Anregung mit stark fokussiertem Licht oder evaneszenten
Wellen zu abweichenden Feldverteilungen. Weiterentwi-
ckelte Ansidtze verwenden fiir die Felderzeugung und -ge-
staltung die Ausbreitung und Manipulation von Oberfla-
chenplasmonen. Laserpulse mit Chirp- und Polarisations-
kontrolle konnen so gestaltet werden, dass die gezielte ad-
aptive Steuerung optischer Felder an Metallnanostrukturen
im Subwellenldngenbereich moglich ist. Diese erst kiirzlich
entwickelten Methoden eroffnen vielfdltige Moglichkeiten
und haben das neue Forschungsfeld der ultraschnellen Na-
nooptik auf den Weg gebracht.!**"! Ein wichtiger Schritt ist
auch die Weiterentwicklung nichtoptischer Verfahren zur
Visualisierung elektromagnetischer Felder und Eigenmoden
von Nanostrukturen. Die Kombination von Elektronen-
Energieverlust-Spektroskopie (electron energy loss spec-
troscopy; EELS) und Rastertransmissionselektronenmikro-
skopie (scanning transmission electron microscopy; STEM)
kann zur Abbildung von Plasmonen verwendet werden. Die
Plasmonen treten als Resonanzen in den EELS-Spektren der
fokussierten Elektronenstrahlen hervor und konnen so mit
einer Ortsauflosung im Nanometerbereich abgebildet
werden.™ Mit der energieaufgelosten Zweiphotonenpho-
toemissionselektronenmikroskopie (photoemission electron
microscopy; PEEM) lisst sich das Potential des elektrischen
Feldes mit einer Ortsauflosung von bis zu 0.5 nm messen,
abhingig von der Giite der Elektronenoptik.[%¢"]

4. Verstdrkung optischer Signale mit einer Metall-
spitze

Obwohl die verstirkten elektromagnetischen Felder an
der Spitze lokalisiert sind (siche vorheriger Abschnitt und
Abbildung 3), ergibt sich der Bildkontrast bei Abbildung der
Probe durch Abrastern nicht einfach nur aus der Spitzen-
geometrie. Mit anderen Worten: Die optische Abbildung
mittels Feldverstarkung an Spitzen ist nicht gleichbedeutend
mit Rasterkraftmikroskopie (atomic force microscopy; AFM)
zuziiglich optischer Information. Da insbesondere Raman-
Streuung und Fluoreszenz komplexe optische Prozesse sind,
die verschiedene elektronische Zustinde im Probenmaterial
mit unterschiedlicher Kohédrenz einbeziehen, variieren die
Verstiarkungseffekte und damit der entsprechende Bildkon-
trast je nach Probentyp.

Die tiberhohten Felder an der Spitze fithren zuné4chst zu
hoheren Anregungsraten, entsprechend einer hoheren An-
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regungsleistung der Lichtquelle. Im Allgemeinen wird die
Erhohung der Anregungsrate k., fiir Raman-Streuung und
Fluoreszenz gleich sein, wenn die elektronische Dephasie-
rung nicht verdndert wird. Definiert man die Feldverstarkung
f als das Verhiltnis zwischen elektrischem Feld an der Spitze
E,,(x) und dem Feld ohne Spitze Ey(x), so gilt fiir die Erho-
hung der Anregungsrate K /ke.o=/>. Analog zu einem
Radio, das sowohl als Empfianger und Sender verwendet
werden kann, erhdhen die verstirkten Felder aber auch die
Rate des strahlenden Zerfalls (,,strahlende Rate®) k,,q. Diese
Zunahme der strahlenden Rate kann im Sinne des Purcell-
Effekts verstanden und durch Fermis Goldene Regel im Be-
reich schwacher Kopplung beschrieben werden.’*"!

4.1. Verstirkung der Raman-Streuung

Im Falle der Raman-Streuung hingt die Signalintensitét
vom Produkt der Raten k. (A.y) kraq(4:aq) @b. Daraus folgt, dass
die Signalverstarkung mit der vierten Potenz der Feldver-
starkung zunimmt, wenn die Differenz zwischen Anregungs-
und Emissionswellenldnge nicht allzu grof ist und man an-
nimmt, dass die Feldverstarkung an der Spitze weitgehend
unabhingig von der Wellenldnge ist [GL. (2)].

MRaman = (kcx,lip/kcx,()) (krad,lip/kmd,()) ~ f4 (2)

Fiir die oberflichenverstirkte Ramanstreuung (surface
enhanced Raman scattering; SERS) wurden Verstdrkungs-
faktoren im Bereich von zwolf Groenordnungen erreicht.
Hierfiir sind aber bestimmte Anordnungen mehrerer Partikel
mit entsprechenden Zwischenrdaumen oder die Néhe spitzer
Oberflichenstrukturen notwendig.">*! Da das Signal mit der
vierten Potenz zunimmt, sind bereits méBige Feldverstér-
kungen von f=10-100, wie sie fiir einzelne kugelférmige
Partikel vorhergesagt werden, ausreichend fiir eine enorme
Signalverstdrkung.

4.2. Verstéirkung der Fluoreszenz

Die Fluoreszenzintensitédt hdngt hingegen von der Anre-
gungsrate k., und der Quantenausbeute # ab, die den Anteil
der Ubergiinge vom angeregten zum Grundzustand be-
schreibt, bei denen ein Photon ausgesendet wird. Die Quan-
tenausbeute berechnet sich aus den Raten des strahlenden
Zerfalls k., und des strahlunglosen Zerfalls k.. gemal n =
kiad/(Kiaa + Knonraa)- Entsprechend lidsst sich die Fluoreszenz-
verstirkung durch eine Metallspitze dann als Gleichung (3)
schreiben:

My, = (Eup/Eo)z(’?zip/’?O) = fz(%p/’?o) 3)

Hierbei nehmen wir an, dass das System weit unterhalb
der Sittigungsintensitidt angeregt wird. Aus Gleichung (3)
wird deutlich, dass TENOM fiir Proben mit geringer Quan-
tenausbeute und schnell wiederholbarer Anregung, wie z.B.
halbleitende Kohlenstoffnanorohren, am besten funktio-
niert.*™ Bei stark fluoreszierenden Proben wie Farbstoff-
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molekiilen ist die Quantenausbeute #, bereits nahe eins und
kann nicht weiter erhoht werden. Aufgrund des geringen
Abstandes zwischen Emitter und Spitze, der fiir die hohe
Ortsauflosung (unter 10 nm in typischen Experimenten)
notwendig ist, muss ein strahlungsloser Energieiibergang vom
angeregten Molekiil zur Metallspitze und die anschlieBende
Ableitung der Energie ins Metall beriicksichtigt werden.
Dieser Prozess stellt einen zusétzlichen strahlungslosen Re-
laxationspfad dar und verringert die Zahl der messbaren
Fluoreszenzphotonen. Obwohl der Energielibergang zwi-
schen Molekiilen und metallischen Grenzfldchen im Rahmen
der phinomenologischen klassischen Theorie sehr gut ver-
standen ist,[> sind diese Effekte fiir Objekte im Nanome-
terbereich schwerer zu quantifizieren. Die Erhohung der
strahlenden Rate und Fluoreszenzloschung durch Spitzen
wurden theoretisch untersucht."77%31 Experimente an
Modellsystemen aus Metallpartikeln und einzelnen Dipol-
emittern wie fluoreszierenden Molekiilen zeigen eine ab-
standsabhéngige Wechselwirkung zwischen verstirkenden
und dimpfenden Prozessen.®'™! Neben einer verstirkten
Emission kann die Erhohung der strahlenden Rate durch
Partikel auch zu betrichtlichen Anderungen der raumlichen
und spektralen Abstrahlungscharakteristik fiihren.®*%-# Die
Orientierung des Dipolemitters beziiglich der Antennen-
struktur ist fiir die Modifikation der strahlenden Rate von
groBer Bedeutung.®™ Obwohl die Fluoreszenzldschung mit
halbleitenden Spitzen weniger effizient ist,*** bieten diese
aufgrund der geringeren Leitfdhigkeit bei optischen Fre-
quenzen eine kleinere Feldverstarkung.

Da die Signalverstdarkung und die hohe Ortsauflésung das
Resultat von Nahfeldwechselwirkungen zwischen Sonde und
Probe sind, konnen TENOM-Spektren deutlich von den
entsprechenden Fernfeldspektren abweichen. Beispielsweise
kann man erwarten, dass sich mit groen Wellenvektoren k
optische Ubergiinge jenseits der normalen Dipolniherungen
fiir konstante Anregungsfelder erreichen lassen.”"*? Hohe
Feldstarkegradienten konnten die Auswahlregeln dndern und
auf diese Weise die Raman-Spektren beeinflussen.”” Ein
besseres Verstdndnis der optischen Nahfeldwechselwirkun-
gen wiirde eine gezielte Untersuchung dieser Phédnomene
ermoglichen und zusitzliche spektrale Information liefern.

5. Experimentelle Umsetzungen
5.1. Nahfeldmikroskope

Da die Feldverstarkung auf das Ende der Spitze be-
schrénkt ist, muss der Spitze-Probe-Abstand im Bereich we-
niger Nanometer kontrolliert werden konnen. Experimen-
telle Umsetzungen beruhen auf der Messung der Normal-
oder Scherkrifte bei Verwendung eines AFM oder des Tun-
nelstroms fiir ein Rastertunnelmikroskop (scanning-tunnel-
ling microscope; STM)."**! Eine Vielzahl unterschiedlicher
TENOM-Sonden wird verwendet, darunter scharfe Gold-
oder Silberspitzen, die aus diinnen Drihten gedtzt werden,
und metallbeschichtete AFM-Spitzen, die kommerziell er-
hiltlich sind.P>¥1% Alternativ dazu konnen auch feldver-
starkende Metallpartikel an scharfen Glasspitzen angebracht
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werden.”® Aufwindigere Ansitze kombinieren elektro-
chemisches Atzen und die Bearbeitung mit einem fokussier-
ten Ionenstrahl (focused ion beam; FIB), um so mafge-
schneiderte plasmonische Strukturen, z.B. sogenannte Bow-
Tie-Antennen, herzustellen.["*% 1%

Beziiglich der Anwendung mit nicht-transparenten
Proben kann die Art der Beleuchtung in zwei Kategorien
unterteilt werden (Abbildung 4). Eine Beleuchtung von der

a) Metallspitze b)
z—RuekkoppIungl Probe auf
transparentem Proben auf nicht- (
et Substrat transparentem /s \
x-, y-Rasterun
V- 0 A NA=1.4 Substrat

radial-polarisierter
Laserstrahl

&

A=633nm

BS

APD
Vis

_ Filter

peo)

! NIR

FM

Spektrograph [E——
ceo M|

Abbildung 4. a) Prinzip eines Nahfeldmikroskops mit Beleuchtung der
Spitze entlang ihrer Achse durch eine transparente Probe hindurch./!
Das optische Signal wird entweder von zwei Photodioden (avalanche
photodiodes; APDs) fiir den sichtbaren (Vis) und nahinfraroten (NIR)
Spektralbereich detektiert, oder einer Kombination aus Spektrometer
und CCD-Kamera. b) Seitenbeleuchtung der Spitze auf einem nicht-
transparenten Substrat. c) Fokussierung von Licht mit einem Parabol-
spiegel. Um eine starke Feldkomponente entlang der Spitzenachse zu
erzeugen, die fiir eine effiziente Feldverstirkung nétig ist, wird in (a)
und (c) eine radial polarisierte Lasermode zur Anregung verwen-
det.9"19280 d) Berechnete Feldverteilung eines fokussierten Laser-
strahls mit radialer Polarisation. Abdruck aus Lit. [60], Copyright 2008,
mit Genehmigung von Wiley-VCH.

Seite ermoglicht die Untersuchung nicht-transparenter
Proben, wobei sich die erforderliche Polarisation entlang der
Spitzenachse sehr einfach erreichen ldsst (Abbildung 4b). Fiir
den Fall transparenter Proben kann eine Beleuchtung entlang
der Achse von groem Vorteil sein, wenn Objektive mit
groBer numerischer Apertur (NA >1) eingesetzt werden.
Dadurch verringert sich das konfokale Detektionsvolumen,
das zum Fernfeldhintergrund beitrédgt, und die Sammeleffi-
zienz fiir das emittierte Licht wird erhoht. Letzteres ist von
grofiter Bedeutung fiir schwach fluoreszierende Spezies, bei
denen photoinduziertes Bleichen durch hohere Anregungs-
intensitdten zum Problem wird. Fiir eine Beleuchtung entlang
der Achse ist die Ausbreitungsrichtung des Lichts parallel zur
Polarisationsrichtung, die fiir eine effiziente Feldverstirkung
an der Spitze notwendig ist. Diese Forderung kann nur durch
die Fokussierung hoherer Lasermoden erfiillt werden.[1*1%?!
Nicht-transparente Proben konnen mit groler numerischer
Apertur untersucht werden, wenn statt eines Glasobjektivs
ein Parabolspiegel verwendet wird (Abbildung 4 c).[10%10460]
Dariiber hinaus zeigen Parabolspiegel keine chromatischen
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Aberrationen und konnen bei jeglichen Temperaturen sowie
im UHYV eingesetzt werden, womit sie sich ideal fiir Ober-
flichenuntersuchungen eignen. Die Ausrichtung und Ein-
stellung ist jedoch sehr anspruchsvoll und bereits kleinste
Abweichungen fiihren zu einem deutlich verformten Fokus
und reduzierter Nachweisempfindlichkeit.!'*”!

Um ein Bild aufzunehmen, wird die Spitze in den Fokus
des Objektivs gebracht und mit dem Laser beleuchtet. Das
optische Signal wird meist mit demselben Objektiv aufge-
sammelt und dann entweder mit Photodioden oder einem
Spektrometer mit CCD-Kamera detektiert. Durch Abrastern
der Probe konnen die optischen Nahfeldsignale und die To-
pographie gleichzeitig aufgenommen werden. Fiir spektro-
skopische Bilder wird an jedem Bildpunkt ein Spektrum
aufgenommen. Sie enthalten die ausfiihrlichsten Informatio-
nen und bieten echten spektralen Kontrast.

5.2. Fernfeldhintergrund

Die bisher vorgestellten Konfigurationen verwenden eine
Fernfeldbeleuchtung der Metallspitze. Dadurch wird neben
dem aus der Nahfeldwechselwirkung zwischen Spitze und
Probe resultierenden Signal auch ein Fernfeldsignal detek-
tiert, der sogenannte Fernfeldhintergrund. Eine erhebliche
Verstarkung des Nahfeldsignals ist notwendig, um aus dem
Fernfeldhintergrund hervorzutreten, der aus einem wesent-
lich groBBeren beugungsbegrenzten Probenvolumen hervor-
geht. Fiir eine hochauflosende Abbildung kommt das Signal
aus einem kreisformigen Gebiet von etwa (5 nm)* auf der
Probe, wihrend die konfokale Fliche ca. &t (200 nm)?* groB ist.
Das Verhiltnis der Oberflichen betrégt also 40000/25. Bei
Bulk-Proben muss zusétzlich die geringe Eindringtiefe des
Nahfelds von etwa 10 nm mit der Nachweistiefe der Fern-
feldmikroskopie (=500 nm) in Beziehung gesetzt werden,
wodurch das Verhiltnis um den Faktor 50 erhoht wird. Diese
Betrachtung macht deutlich, dass TENOM fiir niedrig-di-
mensionale Strukturen am besten geeignet ist, beispielsweise
fiir eindimensionale Nanodréhte oder einzelne Emitter wie
Halbleiter-Quantenpunkte.

Zur Minimierung oder Abgrenzung des Fernfeldhinter-
grunds wurden verschiedene Ansétze entwickelt. Der erste
beruht auf dem rapide abfallenden Nahfeldsignal bei zuneh-
mendem Spitze-Probe-Abstand. Hierbei wird ein Tapping-
Mode-AFM zum Abtasten der Probe verwendet und das
optische Signal mit der Grundfrequenz oder hoherer Har-
monischer der Tapping-Mode-Frequenz demoduliert. Dieser
Ansatz ist auch die Grundlage der in Abschnitt 2 erwéhnten
spitzenverstiarkten Streulichtmikroskopie. Im Falle schwacher
Emitter, beispielsweise fluoreszierender Molekiile, wird der
Detektionszeitpunkt der Photonen beziiglich der Tapping-
Mode-Oszillation ausgewertet. Auf diese Weise lassen sich
Photonen aus Nahfeldwechselwirkungen bei kleinem Spitze-
Probe-Abstand von Photonen des Fernfeldhintergrunds bei
groBerem Abstand unterscheiden.'”! Die entsprechende
Demodulation fiir spektroskopische CCD-Signale ist mo-
mentan eine gro3e Herausforderung, und die Messung ganzer
Spektren bei hoheren Harmonischen der Tapping-Mode-
Frequenz ist nicht moglich.
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Weitere Ansitze verwenden spezielle Sonden, die eine
Fernfeldanregung der Probe verhindern. Die TOA-Sonde
(Abbildung 2d) kombiniert die Vorteile zweier Techniken:
hohe Ortsauflosung und Signalverstirkung durch Metall-
spitzen und deren Beleuchtung mit evaneszenten Wellen im
Nahfeld einer Apertur kleiner als die Wellenlinge %107
Zusitzlich kann die Lénge dieser Spitze mit Antennenreso-
nanzen abgestimmt werden, um die Feldverstarkung weiter
zu erhohen.'” Andere Ansitze verwenden die Ausbreitung
von Oberfldchenplasmonen. Die Anregung dieser Plasmonen
mit Fernfeldbeleuchtung kann durch eine Einkopplung des
Lichts an einem Gitter erreicht werden. Das mit einem FIB in
die Metallspitze geschriebene Gitter wird mit dem Laser
beleuchtet, und die so angeregten Plasmonen breiten sich
dann zum Spitzenende hin aus, wo sie fokussiert werden und
starke Felder erzeugen.'"” Eine effiziente Anregung von
propagierenden Plasmonen ist auch durch die Einkopplung
hoherer Lasermoden in vollstindig metallbeschichtete, spitz
zulaufende Glasfasern moglich.[10-111:7)

Im Prinzip kombiniert ein Aufbau fiir spitzenverstérkte
optische Nahfeldmikroskopie einfach ein konfokales Mikro-
skop mit einem System zur Regelung des Spitze-Probe-Ab-
standes, z.B. einem Rasterkraft- oder Rastertunnelmikro-
skop. Obwohl diese Mikroskopietechniken an sich sehr weit
entwickelt sind, fiihrt die Kombination der beiden zu einer
deutlich hoheren Komplexitit, und sorgféltige Anpassung der
Instrumentierung ist notwendig, um Benutzerfreundlichkeit
zu gewihrleisten. Zwar gibt es eine gro3e Auswahl der ver-
schiedensten AFM-Spitzen, darunter chemisch funktionali-
sierte und magnetische Spitzen, aber die meisten der kom-
merziell erhéltlichen Spitzen sind nicht fiir TENOM geeignet,
da sie aus Halbleitermaterialien aufgebaut sind und nur
schwache Signalverstarkung bieten (siche Abschnitt 4). Die
groftechnische Herstellung metallischer oder metallisierter
Spitzen mit optimierter Feldverstirkung und hoher Repro-
duzierbarkeit ist derzeit ein wichtiges Thema.

6. Spitzenverstdrkte Fluoreszenz

Konfokale Mikroskope weisen eine Nachweisempfind-
lichkeit auf, die fiir die Abbildung der Fluoreszenz einzelner
Molekiile mit hoher Quantenausbeute ausreicht. Die Signal-
verstarkung der Metallspitze dient hier vor allem zur Erho-
hung der Ortsauflosung. In der Literatur sind zahlreiche
Beispiele mit Ein- oder Zweiphotonenanregung beschrie-
ben.[17382:83.105.107.108. 112.113] 1y Folgenden werden ausgewihlte
Beispiele vorgestellt, um die herausragenden Fihigkeiten von
TENOM aufzuzeigen und die Aussagen der vorangegange-
nen Abschnitte zu illustrieren.

6.1. Einzelmolekiil-Fluoreszenzverstdirkung

Mehrere Veroffentlichungen demonstrieren das Wech-
selspiel zwischen Feldverstirkung und Fluoreszenzloschung
durch die Spitze in klar definierten Einzelmolekiilexperi-

menten (siche auch Abschnitt 4). In mehreren grundlegenden

www.angewandte.de

Chemie

8305


http://www.angewandte.de

Aufsitze

8306

Arbeiten wurden Metallkugeln verwendet, bei denen die
Feldverteilung analytisch berechnet werden kann.[f2-8107.114]

Abbildung 5a zeigt die Abstandsabhéngigkeit des Fluo-
reszenzsignals fiir ein einzelnes Molekiil, dessen Dipolmo-
ment senkrecht zur Substratoberfliche ausgerichtet ist. Bei
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Abbildung 5. a) Abstandsabhingigkeit der Fluoreszenzverstirkung
eines einzelnen Farbstoffmolekiils durch ein 80 nm grofes Gold-Nano-
partikel. Die rote Kurve zeigt die theoretisch zu erwartende Verstar-
kung. Abdruck aus Lit. [82], Copyright 2006, mit Genehmigung der
American Physical Society. b) Konfokale Abbildung der Fluoreszenz
von Erythrozyt-Plasmamembranen in wissriger Pufferldsung. c) Nah-
feld-Fluoreszenzbild des in (b) markierten Ausschnitts, das einzelne
PMCA4-Proteine auflést. Das Bild wurde mit einem 60 nm grof3en
Gold-Nanopartikel aufgenommen. Der Einschub zeigt den Querschnitt
durch einen Fluoreszenzpunkt und eine Auflésung von 50 nm. Ab-
druck aus Lit. [117], Copyright 2008, mit Genehmigung der American
Chemical Society.

abnehmendem Spitze-Probe-Abstand wird das Signal deut-
lich verstédrkt, unter 5 nm dominiert dann jedoch die Fluo-
reszenzldschung. Die gute Ubereinstimmung zwischen theo-
retischen und experimentellen Daten, einschlieBlich ver-
schiedener Dipolorientierungen in Bezug auf die Spitze,
belegt, dass dieser Effekt gut verstanden ist und in Experi-
menten beriicksichtigt werden kann.¥*%11 Aufgrund der
unterschiedlichen Abstandsabhéngigkeit fiir Fluoreszenzver-
stirkung und Ausloschung gibt es einen optimalen Spitze-
Probe-Abstand fiir die spitzenverstirkte Fluoreszenzmikro-
skopie (siche Abbildung Sa und Abschnitt4.2). In einigen
Experimenten wurden zusétzlich inerte Polymerschichten als
Abstandhalter aufgebracht, um diesen Abstand zu gewéhr-
leisten.!"®*1%1 Wie in Lit. [23] gezeigt wurde, fiihrt dies jedoch
zu einem deutlichen Verlust an Feldverstirkung und Auflo-
sung, da die Feldstdrke im Dielektrikum abnimmt.
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6.2. Abbildung fluoreszierender biologischer Oberflichen

Die mogliche Verwendung von TENOM fiir die Fluo-
reszenzmikroskopie von biologischen Oberfldachen in wissri-
gen Pufferlosungen wurde vor kurzem demonstriert.!” In
Abbildung 5c sind Nahfeld-Fluoreszenzbilder von einzelnen
PMCAA4-Proteinen auf einer Erythrozyt-Plasmamembran in
Wasser mit einer Ortsauflosung von 50 nm zu sehen. Abbil-
dung 6 zeigt Fluoreszenzbilder von Cy3-Farbstoffmolekiilen,

Abbildung 6. a—c) Nahfeldbilder von Cy3-Paaren auf einer Oberfliche.
Die Einschiibe zeigen Querschnitte entlang der mit Pfeilen gekenn-
zeichneten Linien. Die horizontale Achse ist die Ortskoordinate in Bild-
punkten (1 Bildpunkt=1.95 nm), die vertikale Achse ist das Fluores-
zenzsignal. Maf3stab: 50 nm. Abdruck aus Lit. [105], Copyright 2006,
mit Genehmigung der American Chemical Society.

die kovalent an den Enden kurzer DNA-Striange gebunden
sind.'%! In diesem Beispiel wurde der Fernfeldhintergrund
durch zeitliche Zuordnung jedes einzelnen detektierten
Photons und optimierte Filterung unterdriickt (siche Ab-
schnitt 5.2). Farbstoffmolekiile mit Abstinden unter 10 nm
konnten so mit hohem Signal-Rausch-Verhiltnis aufgelost
werden. Da die Spektren von hochempfindlichen CCD-Ka-
meras nicht bei den iiblichen Tapping-Mode-Frequenzen im
Bereich von 100 kHz demoduliert werden konnen, ist die
zeitliche Zuordnung einzelner Photonen mit dem Verlust an
spektraler Information verbunden. Die Abbildung von farb-
stoffmarkierter DNA unter Verwendung von TOA-Sonden
wurde in Lit. [107] demonstriert. Neben der hohen Ortsauf-
l6sung kann mit der radialsymmetrischen Feldverteilung an
der Spitze auch die dreidimensionale Orientierung des
Ubergangsdipolmoments sichtbar gemacht werden. Da die
Probe nicht im Fernfeld angeregt wird, minimiert dieser
Ansatz den Fernfeldhintergrund und das irreversible Aus-
bleichen der Fluoreszenz.[7-1%%]

Neben der Abbildung fluoreszierender Molekiile, die ty-
pischerweise zur Markierung biologischer Strukturen ver-
wendet werden, ist TENOM insbesondere zur Untersuchung
der Photolumineszenz (PL) von halbleitenden einwandigen
Kohlenstoffnanorshren (SWNTs) geeignet. SWNTs sind
photolumineszente, quasi-eindimensionale Systeme und fiir
Anwendungen in der Photonik, Opto- und Nanoelektronik
sehr vielversprechend."™®! Eine rapide steigende Zahl an
Veroffentlichungen unterstreicht ihr enormes Potenzial als
Lumineszenzmarker in biologischen Studien. Die Emission
im nahinfraroten Spektralbereich, in dem keine Autofluo-
reszenz auftritt, ist hier von groBem Vorteil.'”) Die Quan-
tenausbeute der Lumineszenz von Nanorohren liegt aktuel-
len Untersuchungen zufolge im Bereich von 107 bis hin zu
wenigen Prozent. Grund hierfiir ist ein effizienter strah-
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lungsloser Zerfall, der durch Defekte und die Kopplung an
inhdrente, nicht-emittierende dunkle Zustinde verursacht
wird.['?124 Obwohl in letzter Zeit viele grundlegende Ei-
genschaften entdeckt und erkldrt wurden, gibt es weiterhin
offene Fragestellungen wie die Rolle von lokalen Stérungen
in der Umgebung und Wechselwirkungen zwischen Nano-
rohren. Fiir die Untersuchung solcher Phinomene entlang
einzelner Nanorohren hat sich die spitzenverstiarkte Fluo-
reszenzmikroskopie als sehr geeignet erwiesen.[> 1%
Abbildung 7a zeigt die Photolumineszenz von Nanoroh-
ren im Spektralbereich von 860 nm bis 1050 nm. Das PL-
Signal ist entlang der gesamten Nanorohre ausgedehnt, vari-
iert aber in seiner Intensitit. Die energieaufgeloste Abbil-
dung durch Aufnahme von Spektren an jedem Bildpunkt

Intensitat
o & @©

900 950 1000
Wellenlénge / nm

Abbildung 7. a) Nahfeld-PL-Bild von SWNTs auf einer Glimmeroberfla-
che. Dargestellt ist die gesamte PL zwischen 860 und 1050 nm nach
Laser-Anregung mit 632.8 nm und 5 uW. b) Nahfeld-PL-Spektren, die
entlang der Struktur aufgenommen wurden, belegen, dass dies ein
Biindel aus zwei Nanoréhren mit unterschiedlicher Emissionsenergie
ist. Die Strukturparameter der beiden SWNTs werden anhand der cha-
rakteristischen Emissionsenergien zu (9,1) und (6,5) bestimmt. In

Lit. [125] wurde der abstandsabhingige Energielibergang von der (9,1)-
zur (6,5)-Nanorshre mit Subnanometergenauigkeit gemessen.

zeigt, dass es sich bei der ausgedehnten Struktur um ein
diinnes Nanorohrenbiindel handelt, bestehend aus einer
(9,1)- und einer (6,5)-Nanorohre.l'””] Durch die gleichzeitige
Lokalisierung der zwei Nanorchren in den entsprechenden
spektroskopischen Bildern mit Subnanometergenauigkeit
war es moglich, die Abstandsabhingigkeit des Nahfeld-
Energieiibergangs zwischen zwei benachbarten Nanorohren
zum ersten Mal quantitativ zu bestimmen.!'” Fiir Nanorsh-
ren konnen gleichzeitig Nahfeld-Raman-Streuung und PL
gemessen und zum Vergleich der verschiedenen Verstir-
kungsmechanismen herangezogen werden.>1%! Typischer-
weise ist die Signalverstdrkung fiir PL stdrker. Dies ist etwas
tiberraschend, da das Raman-Signal mit der vierten Potenz
der Feldverstarkung zunimmt, wihrend das PL-Signal nur
quadratisch zunehmen sollte. Aus den Gleichungen (2) und
(3) (Abschnitt 4.1 und 4.2) ergibt sich, dass Mg, > Mgaman DUT
fiir (17,,/10) >1 moglich ist. Da die Quantenausbeute nicht
groBer als eins werden kann, muss fiir Mg, > Mg, ma, die in-
trinsische Quantenausbeute sehr klein sein (77, < 1), wie dies
fir SWNTs der Fall ist. Da nicht zu erwarten ist, dass die
Spitze die strahlungslosen Rate k.4 verringert, kann die
grofere Quantenausbeute nur durch eine deutliche Erhchung
der strahlenden Rate k.4 in Anwesenheit der Spitze hervor-
gerufen werden, wie sie in Abschnitt 4 diskutiert wurde.
Diese Uberlegungen zeigen, dass die spitzenverstirkte Fluo-
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reszenzmikroskopie besonders fiir die Untersuchung schwach
emittierender (Bio-)Proben geeignet ist.

7. Spitzenverstdrkte Raman-Streuung

Die Raman-Streuung misst das Schwingungsspektrum
einer Probe und gibt damit direkt deren chemische Zusam-
mensetzung und Struktur wieder. Ein groler Nachteil ist der
extrem kleine Streuquerschnitt, typischerweise 14 Grofen-
ordnungen kleiner als der Streuquerschnitt der Fluoreszenz.
Fiir die Messung von Probenvolumina im Bereich weniger
Nanometer sind hier offensichtlich sowohl die hohe Orts-
auflosung als auch die Signalverstarkung von TENOM not-
wendig. Nachfolgend erldutern wir einige ausgewéihlte Bei-
spiele, um die Moglichkeiten und Perspektiven der spitzen-
verstarkten Ramanstreuung (tip-enhanced Raman scattering;
TERS) aufzuzeigen.

7.1. Signalverstirkung und Nachweisempfindlichkeit

Eine umfangreiche Liste der in TERS-Experimenten er-
reichten Verstirkungsfaktoren von bis zu 5 x 10° findet sich in
Lit. [10]. Wie in Abschnitt 5 diskutiert, spiegelt die gemes-
sene relative Signalverstarkung — also das Verhiltnis zwischen
verstarktem Nahfeldsignal und dem Fernfeldhintergrund —
auch die verschiedenen Probenvolumina fiir Fern- und Nah-
feld wider, weshalb die Feldverstarkung nicht direkt bestimmt
werden kann. Fiir die Herleitung dieser Volumenverhiltnisse
werden einheitliche Probeneigenschaften vorausgesetzt, z. B.
einheitliche Bedeckung fiir diinne Schichten oder einheitliche
Signalcharakteristika entlang eindimensionaler Strukturen.
Abbildung 8 zeigt die experimentell bestimmte Signalver-
stirkung der Raman-Streuung von einwandigen Kohlen-
stoffnanorohren in An- und Abwesenheit der Spitze. In
diesem Beispiel wurde eine geschitzte Verstirkung von
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Abbildung 8. Links: Optische Feldverstarkung in Abhingigkeit des
Spitze-Probe-Abstands d aus Raman-Experimenten. Einschub: Entspre-
chende Raman-Spektren fiir SWNTs auf einer Goldoberfliche mit der
Spitze bei d~5 nm (,Tip in“) und fiir grofleren Abstand auf3erhalb des
Nahfelds (,Tip out“). Rechts: SEM-Bild einer typischen Goldspitze, die
in diesen Experimenten verwendet wurde. Abdruck aus Lit. [127], Copy-
right 2008, mit Genehmigung der Optical Society of America.
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Myaman = (1-50) x 107 erzielt, was einer Feldverstirkung von
60 bis 150 entspricht. Um die starke Lokalisierung der ver-
stirkten Felder in Richtung der Spitzenachse zu demon-
strieren, wurde die Raman-Intensitdt in Abhéngigkeit des
Spitze-Probe-Abstands d aufgenommen.

Vor kurzem konnte gezeigt werden, dass in TERS-Expe-
rimenten der Nachweis einzelner Molekiile moglich ist, wenn
sich diese zwecks hoherer Feldverstirkung auf Metallober-
flichen befinden.® 135 Der tatsichliche Nachweis fiir
Einzelmolekiilempfindlichkeit ist schwierig und stiitzt sich
auf die Beobachtung von charakteristischen spektralen
Fluktuationen und Intensitdtsschwankungen bei schrittweise
reduzierter Konzentration. Diese Signalschwankungen
konnen aber auch Ausdruck einer zeitlichen Instabilitdt der
Signalverstarkung sein, hervorgerufen durch physikalische/
chemische Anderungen der adsorbierten Molekiile und der
TERS-Spitze im Laufe des Experiments. Eine lokale Erwér-
mung der Probe durch die Spitze wurde ebenso als Ursache
von Signalverlusten diskutiert. Sie fiihrt zu geringerer Ober-
flichenrauigkeit und Oberfliachendiffusion der Molekiile und
damit letztendlich zu einer schwicheren Signalverstér-
kung.!'® Fiir extrem hohe Feldstirken miissen auch photo-
chemische Anderungen der Molekiile beriicksichtigt und im
Spektrum unterschieden werden.”>* Auf SERS-Substraten
wurde Einzelmolekiilempfindlichkeit zweifelsfrei nachge-
wiesen, indem zwei Rhodamine-6G-Isotopologe mit eindeu-
tig unterscheidbaren Schwingungsspektren verwendet
wurden.™ Sehr iiberzeugende Beweise fiir den Einzelmo-
lekiilnachweis in TERS-Messungen wurden kiirzlich durch
die gleichzeitige Abbildung der Probenbedeckung mittels
STM und einer linearen Abhéngigkeit der Signalintensitét
von der Zahl der Molekiile im Detektionsbereich geliefert.['*!

7.2. Chemische Analyse von Oberflichen

Die chemische Analyse von Molekiilen auf Oberflichen
ist eine der treibenden Kréfte fiir die Weiterentwicklung von
TERS, da diese Anwendung fiir Forschungsbereiche wie etwa
die Katalyse sehr vielversprechend ist. Ein Beispiel fiir che-
mische spezifische Nahfeldbilder ist in Abbildung 9 gezeigt.

Hier wurde eine diinne Schicht von Benzotriazol-Mole-
kiilen (BTA) auf einem gleichmiBigen Goldfilm mit einer
Goldspitze im Fokus eines Parabolspiegels abgebildet. Die
Molekiile werden bei der verwendeten Laserwellenlénge
nicht resonant angeregt, sodass es keine zusétzliche Reso-
nanzverstdrkung gibt. Das optische Signal ergibt sich aus der
Uberlagerung des BTA-Ramansignals und der Photolumi-
neszenz des Goldfilms. Wie in Abschnitt 3 erldutert, tritt an
nanometergrolen Oberflichenstrukturen des Metallfilms
eine zusétzliche Signalverstarkung auf, die die Ursache fiir die
sehr hellen und stark lokalisierten Bereiche in der optischen
Abbildung 9a ist. Analog zur spitzenverstdrkten Fluores-
zenzmikroskopie (Abschnitt 6) gibt auch das TERS-Signal
die Orientierung des Raman-Tensors beziiglich der verstark-
ten Felder wieder. Genauer gesagt konnen die relativen
Amplituden bestimmter Raman-Banden dazu verwendet
werden, die Orientierung und deren zeitliche Anderung zu
beobachten. Im Falle einer chemischen Bindung der unter-
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Abbildung 9. a) Optisches Nahfeldbild eines gleichmiRigen Goldfilms,
der mit einer Schicht von Benzotriazol-Molekiilen (BTA) bedeckt ist.
Deren Raman-Signal zeichnet sich deutlich auf dem Photolumines-
zenzhintergrund des Goldfilms ab. b) Die gleichzeitig aufgenommene
Topographie zeigt nur subnanometergrofle Héhenunterschiede. Die
grofte Nahfeldverstirkung lasst sich an Oberflachenstrukturen im Na-
nobereich beobachten. ¢,d) Intensitits- und Héhenprofile tiber zwei
kleine Goldinseln, aufgenommen entlang der in den Bildern markier-
ten Linien. e) Raman-Spektrum von einer der hellen Stellen in (a). Ab-
druck aus Lit. [60], Copyright 2008, mit Genehmigung von Wiley-VCH.

suchten Molekiile zur Oberfldche konnen zusitzlich Raman-
Banden, -Aufspaltungen oder -Verschiebungen auftreten, die
dabei helfen, die Details der Oberflichenchemie zu erkun-
den.

7.3- Biopolymere und Bioobetflichen

DNA-Basen zeigen charakteristische Raman-Spektren,
und die direkte optische Sequenzierung von DNA auf Sub-
straten mittels TERS ist ein langjahriger Traum, der die
Weiterentwicklung dieser Technik gefordert hat. Neuere
Experimente an einzelnen RNA-Stréangen und pikomolaren
Mengen von DNA-Basen deuten darauf hin, das dieses Ziel in
absehbarer Zeit erreichbar ist.?! Die in Abbildung 10
dargestellten TERS-Spektren verschiedener DNA-Basen auf
einer Gold(111)-Oberfldche belegen die enorme Nachweis-
empfindlichkeit, die sich mit TERS erreichen lésst. Innerhalb
der letzten Jahre demonstrierten zahlreiche TERS-Untersu-
chungen an biologischen Proben, darunter Linsenoberflichen
von Ommatidien,™!  Adenin-Nanokristalle,'*  Cyto-
chrom ¢! und Bakterien,"*! die vielfiltigen Einsatzmog-
lichkeiten dieser Technik.

7.4. Abbildung mechanischer Spannungen in Halbleitern
Aufgrund der stdndig kleiner werdenden Abmessungen

von Halbleiter-Bauelementen, wie z. B. Transistoren, stellt die

ortsaufgeloste Messung der gezielt in den Transistorkanal

eingebrachten mechanischen Spannungen eine enorme tech-
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Abbildung 10. TERS-Spektren (hintergrundkorrigiert) von DNA-Basen
adsorbiert auf einer Gold(111)-Oberfliche: a) Adenin, b) Thymin,

c) Guanin, d) Cytosin, jeweils normiert auf 1 s Aufnahmezeit bei 2 mW
Anregungsleistung. Der Einschub zeigt das STM-Bild einer selbstorga-
nisierten Thymin-Monolage auf Gold(111). Abdruck aus Lit. [129], Co-
pyright 2007, mit Genehmigung der American Chemical Society.

nische Herausforderung dar. Fiir die weitere Optimierung der
Spannungen sind diese Messungen jedoch von grofer Be-
deutung.*1*1%] Die mechanischen Spannungen lassen sich
iiber die Verschiebung der Raman-Banden messen, welche in
Silicium etwa 4 cm™" pro 1 GPa biaxialer Spannung betrégt.
Fiir realistische (dreidimensionale) Spannungszustinde in
Transistorstrukturen konnen Verschiebungen von etwa
1cm™' erwartet werden. Das Hauptproblem von Raman-
Messungen im Nanometerbereich resultiert aus dem grofien
Verhiltnis der Detektionsvolumina von Fern- und Nahfeld,
das die Unterscheidung des schwachen Nahfeldsignals vom
Fernfeldhintergrund extrem schwierig macht. Dariiber hinaus
fiihrt auch eine Probenerwdrmung durch die Laseranregung
zu ausgeprigten Verschiebungen im Bereich von 1 cm™ pro
50K, die nur schwer von den rein spannungsinduzierten
Verschiebungen unterschieden werden kénnen.'*+!%1 Durch
die hohe Reflektivitit von Silicium kénnen auch Artefakte
auftreten, insbesondere bei periodischen und Schichtstruk-
turen."*! Verschiedene Ansitze auf der Basis von Polarisa-
tionsfilterung wurden zur Erhohung des Nahfeldkontrasts
und Unterdriickung des Hintergrunds entwickelt,"*!4¢147 und
TERS wird sich sehr wahrscheinlich als wichtiges Instrument
zur Untersuchung von Halbleitermaterialien etablieren.

7.5. Raman-Streuung von Kohlenstoffnanoréhren
Die Kombination von hoher Ortsauflosung und spektro-
skopischem Kontrast bei TERS-Messungen wurde auch an

einwandigen Kohlenstoffnanorohren demonstriert.?”-14-130
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Raman-Streuung von SWNTs ist ausgiebig studiert
worden!""® und fiir Nanorohren in Kontakt mit fraktalen Sil-
berkolloiden wurden Raman-Verstirkungen von bis zu 10"
beschrieben.® In Abbildung 11 ist das Nahfeld-Raman-Bild
einer SWNT auf Glas zusammen mit der gleichzeitig aufge-
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Abbildung 11. Gleichzeitig aufgenommenes Nahfeld-Raman- (a) und
Topographie-Bild (b) einer SWNT auf Glas. BildgroRe 0.2x0.2 pm?.
Das Raman-Bild reprisentiert die Intensitat der G-Bande bei Laser-
anregung mit 632.8 nm.""® Die Aufnahmezeit des Bildes betrug etwa
20 Minuten. In der Topographie ist die Rauigkeit der Glasoberfliche zu
erkennen. Oben sind Querschnitte entlang der gestrichelten Linien in
den entsprechenden Bildern gezeigt.

nommenen Topographie zu sehen. Die Ortsauflosung kann
aus der Strukturbreite im Querschnitt bestimmt werden und
betrédgt etwa 15 nm. Fiir Glassubstrate zeigen die schérfsten
bisher aufgenommenen Bilder eine Auflésung von 10 nm,
begrenzt durch den Durchmesser der Spitze.'™! Allgemein ist
die optische Strukturbreite etwa um den Faktor 1.3 kleiner als
die topographische Breite.'"**”) Wihrend das Topographie-
signal von nanometergroen Objekten die Spitzengeometrie
abbildet, fiihrt die Abhingigkeit des Raman-Signals von der
vierten Potenz der Feldverstiarkung zu einer schiarferen opti-
schen Abbildung [Gl. (2)] (Abschnitt 4.1). Die Visualisierung
intramolekularer Strukturiibergidnge und Defekte in Koh-
lenstoffnanorohren mit TERS wurde in Lit. [150,152] gezeigt.

Die in der Fluoreszenzmikroskopie verwendete zeitliche
Zuordnung der detektierten Photonen (siehe Abschnitt 5)
kann auch bei TERS zur Unterdriickung des konfokalen
Fernfeldhintergrunds verwendet werden.” Wie in Lit. [153]
fir DNA-Netzwerke gezeigt wurde, lisst sich bei der spit-
zenverstiarkten kohdrenten Anti-Stokes-Ramanstreuung (tip-
enhanced coherent anti-Stokes Raman scattering; TE-
CARS) eine zusitzliche Verstirkung erzielen. Andere lokale
Effekte durch die Spitze, die nicht auf Feldverstarkung be-
ruhen, konnen ebenfalls fiir hochaufgeloste Abbildungen
verwendet werden. Lokale druckinduzierte Verschiebungen
der Raman-Banden wurden in Lit. [154] gemessen, und in
Lit. [155] wird die chemische Bestimmung von DNA-Basen
durch die lokale Entstehung von Bindungen zu Silberatomen
der Spitze diskutiert.
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8. Ausblick

Die in diesem Aufsatz vorgestellten Ergebnisse belegen
deutlich, dass sich TENOM zu einem leistungsfiahigen und
vielseitigen Instrument entwickelt hat. Mit dieser Technik
wurden optische Oberflichenmessungen mit der bislang
hochsten Ortsauflosung erreicht, in Kombination mit einer
enormen Signalverstdrkung. Zusitzlich bietet TENOM de-
taillierte Strukturinformationen auf der Basis von Raman-
Streuung mit ultrahoher Nachweisempfindlichkeit. Eine
kurze Checkliste fiir die Anwendbarkeit von TENOM zur
Charakterisierung einer bestimmten Probe enthilt die fol-
genden Punkte: 1) Die Oberfliche kann mit AFM oder STM
untersucht werden, was die Grundlage fiir die Regelung des
Spitze-Probe-Abstands im Nanometerbereich liefert. 2) Die
optisch aktiven Elemente (z.B. Raman-aktive oder fluores-
zierende Molekiile) befinden sich nahe der Oberfliche.
3) Die Probe zeigt ein stabiles konfokales optisches Signal.
Aufgrund des Fernfeldhintergrunds und des giinstigen Nah-
feld-zu-Fernfeld-Verhiltnisses ist TENOM besonders fiir die
Messung von null- oder eindimensionalen Strukturen, wie
etwa Punktdipolen oder diinnen Drihten, geeignet. Messun-
gen an Bulk-Proben mit entsprechend geringem Nahfeld-
kontrast bleiben hingegen problematisch. Laufende For-
schungen beschiftigen sich mit diesem Problem, und deutli-
che Verbesserungen, vor allem der Signalverstirkung und
Ortsauflosung, konnen in den nichsten Jahren erwartet
werden.

Verglichen mit Fernfeldmethoden wird TENOM wahr-
scheinlich weiterhin eine etwas hohere Ortsauflosung bieten,
die hauptsichlich vom Durchmesser des Spitzenendes be-
grenzt wird. Fiir die Fluoreszenzmikroskopie von Emittern
mit hoher Quantenausbeute bieten Fernfeldmethoden hin-
gegen eine deutlich kiirzere Aufnahmezeit im Vergleich zu
TENOM auf Basis der Rastersondenmikroskopie. In der Tat
ermoglicht STED bereits die Fluoreszenzmikroskopie mit
Video-Wiederholraten.”!! Da das Signal bei TENOM auf
elektromagnetischen Nahfeldwechselwirkungen zwischen
Spitze und Probe beruht, kann die gemessene optische Ant-
wort der Probe grundlegend von der Fernfeldmessung ab-
weichen. Um dies im Hinblick auf die Probencharakterisie-
rung zu bewerten und den Nahfeldkontrast quantitativ zu
bestimmen, muss der Einfluss der Spitze modelliert und im
Detail verstanden werden. Des Weiteren ist die kontrollierte,
reproduzierbare und idealerweise parallele Herstellung von
Spitzen mit hoher Feldverstirkung eine Voraussetzung fiir die
breite Anwendbarkeit von TENOM. Dies wird insbesondere
fiir Ansdtze mit Hintergrundreduzierung, wie beispielsweise
TOA-Sonden, sehr schwierig sein. Es existieren zwar bereits
kompakte Mikroskopiesysteme, die AFM/STM und optische
Mikroskopie integrieren, sie konnen hinsichtlich der Benut-
zerfreundlichkeit aber noch weiter optimiert werden. Neben
den bislang beispiellosen Méglichkeiten der Probenanalyse,
die TENOM bietet, ist dies auch ein faszinierendes For-
schungsfeld, das unser Verstdndnis der optischen Nahfeld-
phinomene noch wesentlich erweitern wird.

Mein Dank gilt den Mitarbeitern in diesem aufregenden For-
schungsfeld. Die Projekte wurden durch die Deutsche For-
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schungsgemeinschaft (DFG-HA4405/3-1) und die Nanosys-
tems Initiative Munich (NIM) gefordert.
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