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Einzelmolekiile als optische Nanosonden Chemie
Optische Signale von Einzelmolekiilen liefern Informationen iiber ~ Aus dem Inhalt

die Struktur und Dynamik ihrer nanoskaligen Umgebung, frei von _

zeitlichen und ridumlichen Mittelungen. Die so erhaltenen Daten sind ™ Einfiihrung 867
von Nutzen, wenn komplexe Strukturen oder Dynamiken auftreten, 2. Konzepte und Techniken der

wie bei Polymeren oder porosen Oxiden, aber auch bei anderen Ma- Einzelmolekiiloptik 868
terialien, deren Heterogenitit zundichst weniger offensichtlich ist. Der

Aufsatz gibt einen Uberblick iiber die wichtigsten aktuellen Anwen- 3 Af'wel"d”l"t‘la’(‘ffl’ ""l:’ " 470
dungen von Einzelmolekiilen in Untersuchungen an kondensierter Einzelmolekiltechniken 7
Materie auf Nanometerebene, mit Betonung auf weicher Materie und Schlussfolgerungen und
Materialwissenschaften. Beispiele umfassen die Orientierungsvertei- Ausblick 876
lung von Molekiilen in Kristallen, Rotationsdiffusion in glasbildenden

molekularen Fliissigkeiten, Studien an Polymeren mit Sonden und

markierten Ketten, pordse und heterogene Oxidmaterialien, das beruhende  Interpretationsansitze

Blinken einzelner Molekiile und Nanokristalle sowie das Potenzial
oberfichenverstirkter Raman-Streuung fiir die Analyse lokaler che-
mischer Eigenschaften. Die Beispiele zeigen, dass statische und dy-
namische Heterogenitit und die Breiten der Verteilungen molekularer
Parameter wesentlich grofier sind, als bisher angenommen.

1. Einfiihrung

Die Nanowissenschaft ist der Zweig der Physik, der sich
mit der Struktur, der Dynamik und den Eigenschaften kon-
densierter Materie auf der Nanometerebene (zwischen 1 und
ca. 100 nm) befasst. Besteht aber wirklich ein Bedarf fiir
dieses neue Konzept? Skeptiker moégen argumentieren, dass
die Quantenmechanik die einzig angemessene Beschreibung
von Phénomenen in der Grofenordnung von Elektronen,
Atomen oder Molekiilen ist. Andererseits scheinen aus der
Kontinuumsphysik abgeleitete Konzepte Materie auf ma-
kroskopischer Skala hiufig recht prézise zu beschreiben, zu-
mindest auf Skalen deutlich oberhalb jener der Grof3e von
Molekiilen. Es zeigt sich aber, dass die Einfithrung einer
mesoskopischen Zwischenskala nicht nur hilfreich, sondern
aus zwei eindeutigen Griinden auch notwendig ist: Erstens ist
die Quantenmechanik, so unersetzlich sie als konzeptionelle
Grundlage nanoskaliger Physik auch ist, bei ausgedehnten
Systeme nur &duBlerst schwer praktisch anwendbar. Diese
Schwierigkeit ergibt sich hauptséchlich aus dem exponenti-
ellen Anwachsen der beteiligten Quantenzustinde mit der
GroBe des Systems. Tatséchlich ist gerade diese Komplexitét
die Grundlage fiir die neuartigen, leistungsfahigen Algorith-
men der Quanteninformatik. Der Reichtum an exotischen
Phénomenen, wie er sich bei gro3eren Ensembles korrelierter
Fermionen zeigt, ist eine gute Illustration fiir Quantenkom-
plexitit. Viele dieser Effekte hitten nur schwerlich theore-
tisch vorhergesagt werden konnen. Wie Anderson in seiner
bekannten Kolumne!!! schrieb: ,more is different”, d.h.,
Komplexitdt kann zum Entstehen qualitativ neuer Eigen-
schaften fithren. Zweitens hat die direkte Beobachtung von
Materie auf Nanometerebene, wie sie erst in letzter Zeit
moglich geworden ist, bereits zu vielen unerwarteten, haufig
der Intuition widersprechenden Resultaten gefiihrt, die eine
Herausforderung fiir allein auf makroskopischen Konzepten
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darstellen. Materie scheint auf der
Nanometerebene wesentlich komple-
xer, vielféltiger und iiberraschender zu
sein, als noch bis vor kurzem ange-
nommen wurde. Wie schon so héufig in
der Geschichte der Wissenschaft er-
schliet ein neues ,Beobachtungs-
fenster ganz neuartige Einblicke.

In diesem Aufsatz sollen die be-
kannten Vorteile von Beobachtungen auf molekularer Ebene
kurz zusammengefasst werden. Bei Untersuchungen an Ein-
zelmolekiilen tritt keinerlei Ensemblemittelung auf, und die
ganze Variabilitit der Mikroumgebungen wird erkennbar,
genauso wie das volle Ausmal} der Verteilung der molekula-
ren oder lokalen Parameter. Die direkte Beobachtung stati-
scher oder rdumlicher Heterogenitét ist besonders niitzlich
bei komplexen Systemen wie pordsen Materialien, bei denen
gerade die Unordnung eine intrinsische Struktureigenschaft
ist. Einzelmolekiilmessungen liefern aber nicht nur Struk-
turinformationen, sondern erdffnen auch einen einzigartigen
Zugang zur Dynamik, da die Details individueller Fluktua-
tionen nicht mehr in Mittelwertbildungen untergehen und
somit keine Synchronisation eines Ensembles notwendig ist,
um derartige Fluktuationen beobachten zu kénnen. So wird
der direkte Vergleich mit theoretischen Modellen moglich,
und es sind keine anpassbaren Verteilungsfunktionen mehr
enthalten. Dies ermoglicht es, wesentlich zuverléssigere und
dadurch relevantere Aussagen zu machen.

In diesem Aufsatz beschiftigen wir uns ausschlie3lich mit
optischen Einzelmolekiilmethoden. Andere etablierte Me-
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thoden wie die Elektronenmikroskopie und insbesondere
rastersondenmikroskopische Verfahren [Rastertunnelmikro-
skopie (STM) und Rasterkraftmikroskopie (AFM)] und
deren verschiedene Varianten bleiben weiterhin ein unver-
zichtbarer Zugang zur Nanowissenschaft. Aber so leistungs-
fahig diese Methoden auch sind - sie haben ihre Grenzen. Sie
ermoglichen hiufig nur Untersuchungen von Oberfldchen
oder diinnen Proben in einem engen Bereich experimenteller
Bedingungen, erfordern hohe Stabilititen und haben hiufig
ein nur beschrianktes Blickfeld.

Optische Einzelmolekiilspektroskopie beruht dagegen
auf einer mit Licht arbeitenden Technik, der optischen
Fernfeldmikroskopie. Da sie auf dem optischen Signal eines
einzelnen Molekiils (oder eines einzelnen Lichtemitters oder
-absorbers) beruht, bringt sie all die Vorteile optischer Ver-
fahren mit sich: Sie ist im Allgemeinen nichtinvasiv, einfacher
zu realisieren als Rastersondenmethoden und erginzt diese in
vielerlei Hinsicht. Sie ermoglicht die Untersuchung transpa-
renter Medien in drei Dimensionen — also auch weit unterhalb
der Oberfliche — und die parallele Aufnahme der Daten
vieler Molekiile zur selben Zeit. Dariiber hinaus macht ein
vielseitiges Repertoire von spektroskopischen Techniken
zeit- und frequenzaufgeloste Daten iiber die Probe zuging-
lich, aus denen sich rdumlich aufgeloste chemische Informa-
tionen von einzelnen oder zumindest nur wenigen Molekiilen
ableiten lassen.™

Nach Erfindung der Rastersondenmikroskopie in den
1980er Jahren™* kam in den frithen 1990ern die Einzelmo-
lekiilspektroskopie hinzu,>®! zunzchst mit Experimenten bei
tiefen Temperaturen. Ein wichtiger nichster Schritt war die
Abbildung der Fluoreszenz immobilisierter Molekiile mit
Nahfeldoptik,” der kurze Zeit spiter #dhnliche Experi-
mente mit konfokaler Mikroskopie folgten."'™ Dank steter
Fortschritte bei der konfokalen Mikroskopie und den auf dem
Lawineneffekt beruhenden Festkorperphotodioden konnte
diese Methode in den spiaten 1990ern schnell auf eine grofie
Zahl von Systemen ausgedehnt werden, insbesondere auch
wegen ihres groflen Potenzials fiir die Untersuchung bio-
physikalischer und biochemischer Fragen. Anwendungen in
der physikalischen Chemie, die es bereits von Anfang an gab,
wurden durch den spektakuldren Boom im Bereich der Bio-
physik etwas in den Hintergrund gedréngt, sind aber konti-
nuierlich erweitert worden. Ziel dieses Aufsatzes ist es, das
Potenzial von optischen Einzelmolekiilmethoden in der
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physikalischen Chemie und den Materialwissenschaften, be-
sonders fiir Untersuchungen weicher und komplexer Materie,
zu verdeutlichen und dabei einige der Uberraschungen, die
sich fiir uns aus den Einzelmolekiilbeobachtungen ergeben
haben, herauszustellen. Wir werden die derzeitigen Techni-
ken zur Einzelmolekiilmessung sowie einige, die in Zukunft
von Interesse sein konnten, behandeln. AnschlieBend werden
wir diese Techniken anhand der Befunde aus Untersuchun-
gen an komplexen Systemen und Materialien illustrieren und
iiber mogliche Anwendungen in neuen Bereichen spekulie-
ren, in denen optische Untersuchungen an Einzelmolekiilen
von Vorteil sein konnten.

2. Konzepte und Techniken der Einzelmolekiiloptik

Dieser Abschnitt soll eine Einfithrung in die wichtigsten
Konzepte und Techniken der Einzelmolekiiloptik geben, um
dem Leser das Verstidndnis der restlichen Abschnitte dieses
Aufsatzes zu erleichtern. Tiefergehende Abhandlungen
dieser Aspekte der Einzelmolekiiloptik, die den Rahmen
dieses Aufsatzes sprengen wiirden, finden sich in Lit. [15-19].

Ganz allgemein beruhen optische Einzelmolekiiltechni-
ken auf der Kombination zweier Strategien, um eine selektive
Detektion einzelner Molekiile zu erzielen: Der erste wichtige
Faktor ist die rdumliche Selektivitdt der optischen Mikro-
skopie, wobei es erforderlich ist, dass der mittlere Abstand
der untersuchten Spezies in einer verdiinnten Probe tiber der
Auflésungsgrenze der verwendeten Mikroskopietechnik liegt.
Traditionelle Fernfeld-mikroskopische Methoden unterliegen
der Beugungsbegrenzung, was grob gesagt die erzielbare
Auflosung auf einige hundert Nanometer beschriankt. Mit den
experimentell aufwindigeren Nahfeld- und anderen Raster-
sondentechniken sind dagegen hohere Auflgsungen (von ei-
nigen zehn Nanometern) erzielbar. Rdumliche Selektivitit
allein genommen reicht allerdings nicht aus, um Auflosungen
auf molekularer (Subnanometer-)Skala zu erreichen. Hierzu
ist eine Nichtlinearitdt hoherer Ordnung erforderlich, wie sie
bei der Korrelation mehrerer Photonen vorhanden ist.” Eine
solche Korrelation kann auf verschiedene Arten erreicht
werden. Eine davon ist die spektrale Selektion, die man er-
zielt, indem man sicherstellt, dass nur das Zielmolekiil stark
mit dem Anregungslicht in Wechselwirkung tritt. Alle ande-
ren Molekiile, die sich unvermeidlicherweise ebenfalls im
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optischen Detektionsvolumen aufhalten — sei es als Teil des
Losungsmittels oder der Matrix, in die die Spezies eingebettet
ist, sei es das Substrat, auf dem sich die Probe befindet —
miissen ,transparent” fiir die Wellenldnge des Anregungs-
lichts sein, d. h., sie diirfen nur eine sehr geringe Absorptions-
oder Streueffizienz aufweisen. Bei tiefen Temperaturen kann
die spektrale Selektivitit noch erweitert werden, sodass
Tausende Molekiile derselben chemischen Spezies im selben
beugungsbegrenzten Anregungsvolumen mithilfe ihrer Ab-
sorptionsfrequenzen unterschieden werden kénnen.

Die gebriuchlichsten praktischen Umsetzungen dieser
allgemeinen Prinzipien beruhen auf der Fluoreszenzmikro-
skopie: Fluoreszierende Molekiile oder Nanopartikel werden
mit einem Laser geeigneter Wellenldnge angeregt; ein we-
sentlicher Anteil der emittierten Fluoreszenz erfolgt wegen
der Stokes-Verschiebung bei hoheren Wellenldngen und kann
deshalb mithilfe effizienter spektraler Filter vom gestreutem
Anregungslicht abgetrennt werden. Zwei wichtige Methoden
sind die konfokale Mikroskopie und die Weitfeld-Epifluo-
reszenz-Abbildung. Bei der konfokalen Mikroskopie wird der
Laser auf ein (nahezu) beugungsbegrenztes Volumen fokus-
siert, und das von der Probe zuriickkommende Licht passiert
einen rdumlichen Filter, der Hintergrundbeitrdage von Berei-
chen unterdriickt, die auBerhalb des Anregungsvolumens
liegen. Dabei miissen groBere Fliachen der Probe Punkt fiir
Punkt abgetastet werden, indem der Fokus rasterartig iiber
die Probe gefiihrt und gleichzeitig die Fluoreszenzintensitat
in Abhéngigkeit von der Position aufgezeichnet wird. Beim
Weitfeldverfahren wird stattdessen eine ausgedehnte Fldche
auf die Pixel eines Charge-coupled-Device(CCD)-Detektors
abgebildet, wodurch es moglich ist, eine grofere Zahl von
einzelnen Chromophoren gleichzeitig zu beobachten. Die
oben diskutierten Einschrédnkungen fiir die Konzentration
von Fluorophoren relativ zum optischen Aufldsungsvermo-
gen gelten bei beiden Verfahren.

Verschiedenste Typen von Molekiilen konnen als Fluo-
rophore bei Einzelmolekiilexperimenten eingesetzt werden;
meist werden Chromophore mit einem ausgedehnten -
Elektronensystem gewihlt, die im sichtbaren Frequenzbe-
reich oder in dessen Nihe absorbieren, z.B. Xanthen oder
Cyaninfarbstoffe. Aufler diesen organischen Fluorophoren
hat auch die Klasse der Halbleiternanokristalle an Bedeutung
gewonnen.”!! Die entscheidenden photophysikalischen Ei-
genschaften aller Einzelmolekiilchromophore sind 1) eine
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geniigend kurze Fluoreszenzlebenszeit, um sicherzustellen,
dass eine ausreichende Rate an Photonenemissionen erreicht
wird, 2) eine geringe Neigung, in ,,dunkle“ Zustinde iiber-
zugehen (Triplettzustinde, Radikalbildung, ladungsgetrennte
Zusténde) und 3) eine geringe Wahrscheinlichkeit dafiir, dass
die fluoreszierende Struktureinheit durch irreversible pho-
tochemische Prozesse zerstort wird.

Neben Fluoreszenztechniken wurden auch andere Me-
thoden fiir optische Untersuchungen an einzelnen Nano-
objekten vorgeschlagen. Diese haben zwar bisher das letztli-
che Ziel einer Einzelmolekiildetektion noch nicht erreicht,
sind aber erfolgreich bei groleren Nanopartikeln eingesetzt
worden, deren optische Eigenschaften sich geniigend von
denen des umgebenden Mediums unterscheiden. Am héu-
figsten werden diese Techniken dabei zur Detektion von
metallischen Nanopartikeln verwendet. Einige dieser Me-
thoden werden in Lit. [22] behandelt, wo auf verschiedenste
nichtlineare Signale eingegangen wird, z.B. die Erzeugung
zweiter®™ und dritter Harmonischer.*” Zwei-Photonen-an-
geregte Photolumineszenz® beruht ebenfalls auf einem
nichtlinearen Effekt, ist der Fluoreszenz aber niher ver-
wandt. Detektionsmethoden, die auf linearer Optik basieren,
nutzen iiberwiegend Streuung und werden in Lit. [26] be-
schrieben. Dunkelfeldstreuung®?! hat den Vorteil, dass sie
leicht zu messen ist und der Hintergrund gering ist. Allerdings
verschwindet der Hintergrund nie vollig, und Dunkelfeld-
streuung kann nur noch schlecht bei sehr kleinen Partikeln
eingesetzt werden, da das Signal quadratisch mit dem Volu-
men abnimmt. Das Streusignal kleiner Objekte, z. B. 30 nm
groBBer Goldpartikel, kann nicht mehr von dem durch die
Rauheit eines normalen Deckglases bewirkten Streusignal
unterschieden werden, weshalb die Methode sehr glatte
Substratoberflichen erfordert.”® Bei absorbierenden Objek-
ten kann diese Hiirde durch den Einsatz von photothermi-
scher Detektion iiberwunden werden.>~ Bei diesem Ver-
fahren wird ein absorbierendes Objekt mithilfe von Licht-
streuung an der sich in seiner Umgebung bildenden thermi-
schen Linse erfasst, wodurch sich das Hintergrundsignal un-
terdriicken lasst. Photothermische Detektion und Verfolgung
sind bisher zumeist bei Edelmetallnanopartikeln angewendet
worden,’>? aber auch bei Halbleiternanokristallen® und
Kohlenstoffnanorshren.® Sie kann sowohl bei immobili-
sierten®-33 als auch bei frei diffundierenden Objekten!*~")
verwendet werden und erdffnet neue Mdoglichkeiten, kom-
plexe Materie in einer zur Fluoreszenz komplementéren
Weise zu untersuchen, bei der kein Blinken und Ausbleichen
auftritt.

In diesem Aufsatz beschéftigen wir uns mit dem Potenzial,
das einzelne Fluorophore und Chromophore als Nanosonden
fir die Untersuchung der Struktur und Dynamik ungeord-
neter Umgebungen haben. Grundsétzlich kann jedes Material
mit ausreichender optischer Qualitdt untersucht werden,
sofern eine chemisch kompatible Fluoreszenzsonde verfiigbar
ist, die in einem Spektralbereich angeregt werden kann, in
dem das zu untersuchende Material selbst transparent ist. Ein
Chromophor kann als Nanosonde fungieren, wenn die Ei-
genschaften der von ihm emittierten Photonen auf die
Struktur seiner Umgebung zuriickgefiihrt werden konnen. So
ermoglicht beispielsweise die Positionsbestimmung eines
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Fluorophors, die mit einer hoheren Genauigkeit als die beu-
gungsbegrenzte Auflosung erfolgen kann, die Verfolgung von
Molekiilbewegungen und damit z.B. die Messung lokaler
Viskositdten. Vergleichbare Informationen lassen sich aus der
Rotationsdiffusion eines Sondenmolekiils ableiten, die sich
durch eine Analyse der Fluktuationen der Polarisation der
emittierten Fluoreszenz bestimmen lédsst. Andere Phidnome-
ne, die sich auf die spektralen Eigenschaften der Einzelmo-
lekiilfluoreszenz und/oder die zeitabhidngige Emissions-
charakteristik auswirken, schlieBen lokale elektrische und
magnetische Felder, Deformationen, den effektiven Bre-
chungsindex, Energietransfer und Variationen der lokalen
Zustandsdichte ein. In Abschnitt 3 werden wir anschauliche
Beispiele dieser Effekte besprechen.

3. Anwendungen von Einzelmolekiiltechniken

In den letzten zehn Jahren sind Hunderte von Publika-
tionen iiber die Anwendung von Einzelmolekiilmethoden zur
Untersuchung komplexer und weicher Materie erschienen.
Es ist hier nicht unser Ziel, auf jede einzelne dieser Verof-
fentlichungen einzugehen; stattdessen diskutieren wir einige
wenige, besonders wichtige Beispiele im Detail und verwei-
sen, soweit moglich, auf ausfiithrlichere Ubersichtsartikel zu
den verschiedenen Themenbereichen. Wir hoffen, dass die
folgenden Beispiele die grundlegenden Konzepte illustrieren
und den Leser damit auf zukiinftige Anwendungen von Ein-
zelmolekiilmethoden vorbereiten.

3.1. Statische Unordnung in Kristallen und Schpolski-Matrices

Ein organischer Gastchromophor kann eines oder meh-
rere Wirtmolekiile in einem molekularen Kristall ersetzen,
falls eine kompatible Wirt-Gast-Kombination vorliegt. Wenn
solche Proben bei niedrigen Temperaturen untersucht
werden, beobachtet man im Allgemeinen eine kleine Zahl
von spektral unterscheidbaren Einbaugeometrien. Jede
dieser Finbaulagen erzeugt eine um eine Mittenfrequenz
zentrierte Absorptionsbande, die aufgrund von Defekten
verbreitert ist. Die Verteilung von Absorptionsfrequenzen fiir
dieselbe chemische Spezies in einer vereinfachend als iiberall
gleich und wohldefiniert angenommenen Umgebung wird als
inhomogene Verbreiterung bezeichnet. Dieses Phédnomen
beobachtet man selbst bei sorgfiltigst hergestellten Proben,
und es kann bei ausreichend niedrigen Konzentrationen dazu
genutzt werden, einzelne Fluorophore spektral aufzulosen,
selbst wenn eine rdumliche Trennung im mikroskopischen
Fokalvolumen nicht méglich ist. Die Frage nach den Ursa-
chen und genauen Eigenschaften der inhomogenen Verbrei-
terung gehort zu den bestidndigen und schwierig zu beant-
wortenden Fragen bei der optischen Spektroskopie an mo-
lekularen Kristallen. Kristalldefekte und Spannungsfelder,
die durch andere Verunreinigungen bewirkt werden, verzer-
ren offensichtlich die intermolekularen Abstidnde geringfiigig
und verschieben dadurch die spektralen Positionen der
elektronischen Ubergiinge einer absorbierenden Verunreini-
gung in einer komplizierten Art und Weise. Die Messung der
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spektralen Positionen einzelner Molekiile in molekularen
Mischkristallen bei tiefen Temperaturen ist einfach, von In-
teresse wire jedoch, die spektralen Verschiebungen mit an-
deren molekularen Parametern wie der Orientierung von
Ubergangsdipolmomenten einzelner Verunreinigungen kor-
relieren zu konnen, um so neue Einblicke in die Ursachen und
das Ausmaf3 spektraler Inhomogenitiat und der Beschaffen-
heit mikroskopischer Unordnung in Mischkristallen zu er-
halten.

Schon die Orientierungsverteilung einzelner Dotierungs-
molekiile liefert wichtige Informationen. Solche Verteilungen
sind in den verschiedensten kristallinen Wirten gemessen
worden: in aromatischen Mischkristallen,****! Schpolski-
Matrices (schockgefrorenen Losungen von organischen
Fluorophoren in n-Alkanen geeigneter Linge, bei denen
davon ausgegangen wird, dass sie mikroskopische kristalline
Dominen aufweisen)“**! und Kaliumhydrogenphthalat.*?
Ein Beispiel einer solchen Messung an einem Schpolski-
System ist in Abbildung 1 zu sehen.

Die beobachteten Winkelverteilungen sind im Allgemei-
nen deutlich breiter (10-30°), als man es anhand der Qualitit
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Abbildung 1. Orientierung und laterale Position (bestimmt mit einer
Genauigkeit von 23 nm) von Dibenzo[b,h]anthanthren(DBATT)-Mole-
kiilen in n-Tetradecan. Molekiile aus einem Volumen von 10 um?
wurden frequenzselektiert. a) Histogramm der Orientierungen von 151
DBATT-Molekiilen, aus dem héherenergetischen Bereich ausgewihlt,
wie im Ensemblespektrum im Einschub markiert. b) Relative laterale
Positionen (Kreise) zusammen mit den Orientierungen (Balken) der-
selben 151 DBATT-Molekiile. Die Kreisradien reprisentieren die Ge-
nauigkeiten der einzelnen Positionen. Wiedergabe mit Genehmigung
aus Lit. [41], Copyright 2002, American Institute of Physics.
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der Kristalle erwarten wiirde. Diese Beobachtung ist bisher
noch nicht vollstindig verstanden; als Erklarung schlagen wir
vor, dass die Fluktuationen der Ubergangsdipolvektoren
wesentlich grofer sind als die der Molekiilachsen. Kleine
Fluktuationen der relativen Position des Molekiils kénnen zu
groflen Variationen der Van-der-Waals-Wechselwirkung zwi-
schen Wirt und Gast fithren, wodurch es zu einer Mischung
der elektronischen Zustédnde des Gastes mit den zugehorigen
Ubergangsdipolmomenten kommt. Von #hnlich kleinen
transienten Variationen der intermolekularen Abstinde wird
angenommen, dass sie Fluktuationen der Ubergangsdipol-
momente einzelner Fluorophore in Polymerwirten nahe des
Glasiibergangs induzieren, aus denen Fluktuationen der
Fluoreszenzlebensdauer resultieren.***! Solche Fluktuatio-
nen der DipolgroB3e diirften von Fluktuationen der Dipol-
ausrichtung begleitet sein. Eine Diskussion der Korrelation
zwischen der inhomogenen Breite und den fiir den Stark-
Effekt von Einzelmolekiilen verantwortlichen statischen Di-
polen findet sich in der Literatur.**! Zwar kénnen sowohl
die rdumliche als auch die Orientierungsordnung in Einkris-
tallwirten sehr hoch sein, allerdings konnen kleine Abwei-
chungen in den intermolekularen Abstinden wegen der
Empfindlichkeit der elektronischen Wellenfunktion verstarkt
werden und so die spektroskopischen Observablen empfind-
lich von den Molekiilpositionen abhingen. Dies zeigt, dass
die optische Spektroskopie ein empfindlicher, wenn auch in-
direkter Indikator fiir die Struktur der Einbaulagen auf der
molekularen Ebene ist, wobei eine prézise Beschreibung
derzeit allerdings noch nicht vorliegt.

3.2. Orientierungsdynamik und lokale Mobilitdt in unterkiihlten
molekularen Fliissigkeiten

Die Mobilitdt eingebetteter Chromophore kann dazu
genutzt werden, die lokale Viskositit des Gastmaterials zu
untersuchen, aus der auf den Grad der Strukturinhomogeni-
tdt und die Priasenz von Gedachtnis- und Alterungseffekten
geschlossen werden kann. Indem man die Verdnderung der
Orientierung einzelner Sondenmolekiile mit der Zeit ver-
folgt, kann man eine Rotationskorrelationszeit bestimmen,
die mit dem hydrodynamischen Volumen Vy; der (als eine
Kugel angendherten) Sonde und der lokalen Viskositit i
zusammenhingt. Durch Anwendung der Stokes-Einstein-
Debye-Beziehung [Gl. (1); R = Rotationskorrelationszeit]

_ nVu
e )

T
erhdlt man die lokale Viskositidt des Gastes. Solche lokalen
Sondierungen sind besonders dann interessant, wenn sich das
Medium weder in einem festen noch in einem fliissigen Zu-
stand befindet oder im Bereich direkt oberhalb des Glas-
ubergangs. Unterhalb des viskosimetrischen Glaspunktes ist
die Losung normalerweise vollstindig gefroren, und die
meisten Sonden sind bewegungsunfihig. Anders ausge-
driickt: Bewegungen mit groBer Amplitude, wie sie fiir die
Reorientierung eines sperrigen Sondenmolekiils notwendig
wiren, werden unwahrscheinlich. Eine ganze Reihe glasbil-
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dender Systeme ist bisher untersucht worden, von vermeint-
lich einfachen unterkiihlten molekularen Fliissigkeiten wie
o-Terphenyl und Glycerin bis hin zu Polymeren, die wir ge-
trennt in Abschnitt 3.3 diskutieren werden.

Bei den bisher untersuchten glasbildenden Systemen
lassen alle Einzelmolekiilexperimente iibereinstimmend auf
einen hohen Grad an dynamischer Heterogenitit auf der
molekularen Ebene schlieBen. Bei einer typischen Einzel-
molekiilmessung sind die Sondenmolekiile mehrere Mikro-
meter voneinander entfernt, und ihre Orientierung wird liber
den mit der Zeit variierenden linearen Dichroismus ihrer
Fluoreszenz oder manchmal auch ihrer dreidimensionalen
Polarisation verfolgt. Jedes der einzelnen Molekiile weist
zwar eine definierte Korrelationszeit seiner Taumelbewegung
auf (zumindest tiber Zeitrdume, die mehreren Reorientie-
rungen entsprechen), allerdings wurde festgestellt, dass sich
diese Korrelationszeiten deutlich voneinander unterscheiden,
d.h. von der Position in der Probe abhingen. Diese Beob-
achtung widerspricht der Vorstellung, dass eine unterkiihlte
Flissigkeit ihre Erinnerung an lokale Fluktuationen auf der
Rotationszeitskala eines Fliissigkeitsmolekiils verliert, die in
der Regel wesentlich kiirzer ist als die der Sonde. Die ver-
schiedenen Taumelgeschwindigkeiten demonstrieren also
direkt die dynamische Heterogenitit der Probe; die Diffusi-
onsgeschwindigkeiten der Orientierung der Sonden unter-
scheiden sich an verschiedenen Orten in der Probe. Es scheint
auch eine weitgehende Ubereinstimmung iiber das Ausmaf
der Heterogenititen und des Anwachsens ihrer relativen
Grofen zu geben, wenn sich die Temperatur jener des Glas-
iibergangs anndhert. Abbildung 2 zeigt die Wirkung dieses
Effekts auf die Rotationskorrelationszeit von Perylendiimid-
(PDI)-Molekiilen in unterkiihltem Glycerin in der Néhe
seiner Glasiibergangstemperatur.

Auf groBeren Zeitskalen ist zu erwarten, dass jedes Son-
denmolekiil verschiedene lokale Viskosititen erfihrt, sei es
wegen der Diffusion der Sonde an eine andere Position, durch
Anderungen der lokalen Umgebung durch Fluktuationen der
Probe um ihren Gleichgewichtszustand oder wegen Alte-
rungseffekten. Dieses Szenario wird als Umgebungsaustausch
(environmental exchange) bezeichnet. Es bestehen allerdings
deutliche Unterschiede bei in verschiedenen Experimenten
bestimmten Zeitskalen dieses Austauschs, die stark von der
verwendeten Probe und ihrer thermischen Vorgeschichte
abzuhidngen scheinen. Vanden Bout und Deschenes be-
stimmten Austauschzeiten in der Grolenordnung von einigen
Zehnfachen der Taumelzeiten in o-Terphenyl,*! wihrend
Zondervan et al.“*! bei ihrer Untersuchung an im unter-
kiihlten Zustand gealtertem Glycerin fast keinen Umwelt-
austausch nachweisen konnten, was sie wiederum zu einer
Abschétzung der Austauschzeit fithrte, die mindestens um
den Faktor 1000000 groBer ist als die Taumelzeit der Gly-
cerinmolekiile selbst (o-Relaxationszeit). Einzelmolekiil-
untersuchungen zeichnen also ein heterogenes Bild glasbil-
dender unterkiihlter Fliissigkeiten, bei denen festkorper- und
fliissigkeitsartige Anteile koexistieren. Man kann sich dieses
Gemisch viskoser und fester Bestandteile in etwa wie Hiit-
tenkise (einen Streichkése mit korniger Struktur) vorstellen.
Offensichtlich konnten Umlagerungen der festkorper- und
flussigkeitsartigen Anteile kinetisch oder geometrisch gehin-
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Abbildung 2. Arrhenius-Darstellung der Rotationskorrelationszeiten g
von PDI-Molekiilen in unterkiihltem Glycerin. Die Heterogenitit der
unterkiihlten Flissigkeit spiegelt sich in der breiten Verteilung der Tau-
melzeiten wider, die durch die von den einzelnen PDI-Molekiile erfah-
renen unterschiedlichen Viskositaten bewirkt wird. Dreiecke und Kreise
markieren die Zentren der logarithmischen Normalverteilungen, die
sich aus einer Anpassung an die Rotationszeiten aus zwei verschiede-
nen Messperioden ergeben; Balken um die Zentren reprisentieren die
vollen Breiten bei halbem Maximum (FWHM) der jeweiligen Verteilun-
gen. Die durchgezogene Kurve zeigt, dass die Werte fiir die Zentren
mit der bekannten Temperaturabhingigkeit der Viskositit von Glyce-
rin* und einem hydrodynamischen Volumen von 0.45 nm’ [wie in

G. (1) verwendet] konsistent sind. Die beiden gestrichelten Kurven
zeigen das Arrhenius-Verhalten (log(zg) o< 1/T) an den oberen und un-
teren Grenzen des FWHM-Bereichs und sollen die relative Verbreite-
rung der Verteilungen bei Anniherung an die Glasiibergangstempera-
tur (T,=190 K) sichtbar machen. Die Werte bei 195 K sind durch den
Einfluss von Photobleichen, das durch die erforderliche lange Messzeit
hervorgerufen wurde, verschoben und wurden deshalb bei der Anpas-
sung nicht beriicksichtigt. Die Abbildung beruht auf bereits in Lit. [47]
publizierten Daten.

dert sein, wodurch lokale Alterungseffekte stark von der lo-
kalen Struktur und den dortigen Bedingungen abhingig
wéren.

Uber Informationen zu Heterogenititen in der Nihe des
Glasiibergangs hinaus konnten Einzelmolekiiltechniken auch
Antworten auf viele offene Fragen iiber den Glasiibergang
selbst liefern. Wie grof3 sind die Korrelationszeiten und
-lingen der dynamischen Inhomogenititen? Die Verfolgung
von Einzelmolekiilen mit Auflésungen im Sub-Wellenlédn-
genbereich®! konnte dabei helfen, die durch Diffusion der
Einzelmolekiile abgetasteten Regionen abzubilden. Was ist
die Struktur der festkorper- und fliissigkeitsartigen Bereiche ?
Im Fall einfacher Fliissigkeiten wie Glycerin oder o-Terphe-
nyl kénnte man erwarten, dass die festkorperartigen Anteile
aus Mikro- oder Nanokristallen bestehen, die viele Ab-
schreckungsdefekte und Doménen aufweisen, die auf expe-
rimentell zuginglichen Zeitskalen nicht ausheilen konnen.
Komplexere Systeme wie Polymere konnen zwar keine
Kristalle bilden, aber die Koexistenz von dichteren mit stir-
ker fluiden Regionen konnte zu einer stark heterogenen
Dynamik der gleichen Art fiihren. Wie wiirde eine Kompo-
sitmikrostruktur sich auf die Eigenschaften der unterkiihlten
Flussigkeit auf groferer Langenskala auswirken, besonders
auf ihre FlieBeigenschaften? Ist es moglich, die Alterungs-
prozesse des Materials und eine mogliche Trennung in fest-
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korper- und flussigkeitsartige Regionen zu verfolgen, z.B.
durch die Verwendung angepasster Sonden, die speziell
darauf ausgelegt sind, sich in die eine oder andere Fraktion
einzulagern? Fiir alle diese Fragen konnten Einzelmolekiil-
verfahren Daten aus erster Hand liefern oder gar zu einer
Umformulierung der jeweiligen Frage fithren.

3.3. Einzelmolekiiluntersuchungen an Polymeren

Die Struktur und Dynamik von Polymeren wirft eine
ganze Reihe von Fragen auf, die nicht nur wegen der viel-
faltigen Materialanwendungen von Polymeren wichtig sind,
sondern auch wegen der grundlegenden Bedeutung von Po-
lymeren in der physikalischen Chemie und der molekularen
Biologie. Einzelmolekiiltechniken bieten eine einzigartige
Moglichkeit, die Physik der Polymere auf der Nanometer-
ebene zu untersuchen. Woll et al. haben hierzu vor kurzem
einen Ubersichtsartikel publiziert,"!! den wir allen Lesern
empfehlen mochten, deren Interesse iiber die folgende kurze
Zusammenfassung hinausgeht.

In einer der ersten Anwendungen von Polymeren bei
Einzelmolekiiluntersuchungen wurden diese genutzt, um
Farbstoffmolekiile sowohl bei tiefer™ als auch bei Raum-
temperatur*>! zu immobilisieren. Die meisten Polymere
sind amorphe Materialien, die dhnliche strukturelle und dy-
namische Eigenschaften wie Glaser aufweisen, vom Fehlen
einer Fernordnung bis hin zur exponentiellen Verlangsamung
der Relaxation bei Anniherung an den Glasiibergang.® In
Experimenten bei sehr tiefen Temperaturen bewirkt die un-
geordnete Struktur eines Polymers, dass eine kleine Zahl
zufillig orientierter Bereiche existiert, zwischen denen iso-
energetische Umlagerungen erfolgen konnen. Thermisch in-
duzierte Spriinge zwischen verschiedenen Konformationen
erfolgen hauptsichlich durch Tunneliibergidnge und konnen
als Spriinge eines Systems mit zwei Zustdnden modelliert
werden.” Diese niederenergetischen Anregungen fiihren zu
entsprechenden Verschiebungen der optischen Einzelmole-
kiillinien,’>**>7 was als spektrale Diffusion bezeichnet wird.
Bei hoheren Temperaturen (aber noch unterhalb des Glas-
iibergangs) beeinflusst die spektrale Diffusion die Fluores-
zenz- und Absorptionsspektren der Molekiile!"* und deren
photophysikalische Eigenschaften (siche Abschnitt 3.5). Das
Beispiel molekularer Kristalle legt nahe, dass auch in unge-
ordneten Systemen wie Polymeren die Winkelverteilung der
Absorptionsachsen von Einzelmolekiilen kein genaues
Abbild der molekularen Orientierungsverteilung dar-
stellt.”*6

Die lokale Dynamik von Polymeren ist auch mit fluores-
zierenden Einzelmolekiilsonden untersucht worden. Die be-
obachteten Fluktuationen der Fluoreszenzlebensdauern der
Sonden wurden mit lokalen Umordnungen des freien Volu-
mens im Polymer in der Nidhe des Sondenmolekiils in Zu-
sammenhang gebracht,** die zu Anderungen des Uber-
gangsdipolmoments fithren.*’! Lokale Umordnungen kénnen
durch zwei Arten von Relaxation im Polymer erfolgen: a-
Relaxationen, die eine korrelierte Bewegung einer grofien
Zahl von Molekiilen erfordern und zur Divergenz der ma-
kroskopischen Viskositit beim Glasiibergang fiihren, und 8-
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Relaxationen, die fiir die Bewegung von Untereinheiten des
Polymers und deren lokalisierte Schwingungen charakteris-
tisch sind.

Die Rotationsdiffusion von Farbstoffmolekiilen in Poly-
meren wurde anhand ihrer Fluoreszenzpolarisation unter-
sucht.l%! Schob et al.[%! erforschten auch Translationsdiffu-
sion und fanden, dass die in der Néhe des Glasiibergangs T,
beobachtete Heterogenitidt bei Temperaturen oberhalb von
1.2 T, nicht erhalten blieb. Eine dreidimensionale Methode
zur vollstdndigen Orientierungsverfolgung mithilfe defokus-
sierter Abbildung wurde von Uji-i et al.””! bei einer Studie
von PDI-Molekiilen in diinnen Filmen aus Polymethylacrylat
verwendet, deren Ergebnisse in Abbildung 3 dargestellt sind.
Diese Autoren beobachteten einen gro3en Bereich dynami-
scher Verhaltensweisen, von isotroper Diffusion bis hin zu
Molekiilen mit eingefrorener Orientierung, Wechsel zwischen
verschiedenen Regimes und Umweltaustausch mit langsamer
bis schneller Diffusion. All dies demonstriert eine komplexe
rdaumliche und zeitliche Heterogenitit, die zu den in Experi-
menten an grofleren Ensembles von Molekiilen in anderen
Glasbildnern gefundenen, durch gestreckte Exponential-
funktionen beschriebenen Winkelkorrelationen fiithren. In
zukiinftigen Untersuchungen sollte die Rotationsdiffusion
mit translatorischer Diffusion, die mithilfe hochstauflosender
Techniken erfasst wird, kombiniert werden, insbesondere um
das Translations-Rotations-Paradoxon!®¥ besser zu verste-
hen. Das Translations-Rotations-Paradoxon wird mit der
Annidherung an den Glasiibergang in Verbindung gebracht.

Abbildung 3. Defokussierungsabbildung von PDI-Molekiilen, eingebet-
tet in einem 50 nm dicken Film aus Polymethylacrylat, aufgenommen
mit 1 um Defokussierung in Richtung der Probe. Die Auswertung der
einzelnen Muster ergibt die dreidimensionale Orientierung des Uber-
gangsdipolmoments des entsprechenden PDI-Chromophors. Die
weifden, gestrichelten Kreise markieren Molekiile, die eine iiberwiegend
aus der Ebene herauszeigende Orientierung aufweisen. (Die angezeig-
ten Molekiile werden in der urspriinglichen Publikation weiter disku-
tiert.) Wiedergabe mit Genehmigung aus Lit. [67], Copyright 2006 Else-
vier Ltd.
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Etliche Messungen deuten darauf hin, dass Sondenmolekiile
in einem Glasbildner in diesem Temperaturbereich eine
schnellere Translationsdiffusion aufweisen konnen, als man
aufgrund ihrer Rotationsdiffusion eigentlich erwarten
wiirde.[%®!

Aufer der Untersuchung von Polymeren mithilfe kleiner
Farbstoffmolekiile ist auch von Interesse, die Bewegungen
einzelner fluoreszierender Polymerketten in konzentrierter
Losung oder Schmelze zu verfolgen. Erste Studien mit fluo-
reszierenden Polymerketten erfolgten mit markierter
DNA,®! die auch als BezugsgroBe zum Vergleich mit theo-
retischen Beschreibungen und numerischen Simulationen
dienen kann,” sowie mit konjugierten Polymeren (siche
Lit. [71]), bei denen das emittierende Polymer in einer Matrix
aus gesittigten Polymeren eingebettet war. Neuere Studien
konzentrieren sich auf fein in einer Matrix unmarkierter Po-
lymerketten verteilte, fluoreszenzmarkierte Polymere, die mit
Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS)™! oder, bei
sehr langen Ketten, durch bildgebende Techniken™! unter-
sucht wurden. Die Dynamik der markierten Kette kann dann
mit dem theoretischen Modell von Zimm und Rouse sowie
dem Reptations-Modell verglichen werden.[

Die Dynamik von Proteinen muss gesondert behandelt
werden, da diese Polymere weder zufillig noch homogen
angeordnet sind. Einzelmolekiilmessungen an verschiedenen
Proteinen™*77 haben iiberzeugende Belege fiir die starke
zeitliche Heterogenitit der Proteindynamik geliefert.””!
Die vielfiltigen Konformationen eines Proteins werden durch
eine komplexe Potentialfliiche bestimmt,”” deren Minima
durch Aktivierungsbarrieren mit sehr unterschiedlichen
Hohen voneinander getrennt sind. Da die Hopping-Korrela-
tionszeit exponentiell von der Hohe der Barriere abhéngt,
ergibt sich eine auf logarithmischer Skala breite Verteilung
der Relaxationsraten im Protein mit daraus resultierenden
»stretched kinetics®, wie sie auch aus den langen Relaxa-
tionsschwénzen in Experimenten an Ensembles erkennbar
sind.®

3.4. Translations- und Rotationsdiffusion in heterogenen
Materialien

Flissigkeiten in der Nédhe von Grenzflachen oder in enge
Festkorperporen eingeschlossene Fliissigkeiten konnen
ebenfalls eine komplexe Dynamik zeigen, die sich mit Ein-
zelmolekiilmethoden auf der Nanometerebene untersuchen
lasst. Von Borczyskowski et al. untersuchten Einzelmolekiile
in diinnen Siliconélfilmen, die eine Festkorperoberfliche
benetzen,® ! und fanden dabei Hinweise auf Schichtbil-
dungen, einen ausgedehnten Vorstufenfilm und differentielle
Diffusion innerhalb der Schicht (oder im Raum zwischen den
Schichten), mit langsamen Spriingen zwischen den Schichten.
Diese Untersuchungen wurden kiirzlich von Cichos und
Schob um mechanische Messungen mithilfe eines Gerits zur
Bestimmung von Oberflichenkriften erweitert.®

Einzelmolekiile eignen sich besonders fiir das Studium
inhomogener Materialien, z.B. Siliciumdioxid-basierter Ma-
terialien, wie sie in Sol-Gel-Prozessen entstehen. Vielzihlige
Artikel, darunter auch zu Einzelmolekiiluntersuchungen,
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beschéftigen sich mit diesem wichtigen Thema und wurden
von Ye et al.® hervorragend zusammengefasst. Erste Studien
zur Molekiilmobilitdt ergaben, dass sie von der Art des Sili-
ciumdioxids, von der Gegenwart organischer Gruppen, von
Tensidriickstdnden sowie vom Wassergehalt abhingt. Unter-
schiedliche Subpopulationen mit verschiedenen Diffusions-
koeffizienten lassen sich nachweisen, zum Teil mit deutlich
erkennbarer Unterscheidung zwischen diffundierenden und
gefangenen Molekiilen. Sackgassen in Kanidlen und Ein-
schliisse in zwei und drei Dimensionen konnen zu anomaler
Diffusion (Subdiffusion) fiihren. Besonders detaillierte Un-
tersuchungen der Bewegungen von Einzelmolekiilsonden in
diinnen Filmen meso- und nanoporoser Siliciumdioxidmate-
rialien wurden von Briuchle et al. durchgefiihrt;®*? Bei-
spiele fiir Einzelmolekiildiffusionsspuren in diesen Materia-
lien sind in Abbildung 4 dargestellt. Diffusionswege konnten
mit elektronenmikroskopischen Aufnahmen korreliert
werden und bestétigten so die eindimensionale Diffusion von
Sonden in Nanokanilen und die zweidimensionale Diffusion
an der Filmoberfliche.

Eine weitere interessante Methode zur Sondierung der
Umgebung besteht darin, die spektrale Empfindlichkeit be-
stimmter Farbstoffe zu nutzen. So ist z.B. Nilrot sehr emp-
findlich fiir die Polaritdt seiner Umgebung, und aus Ver-
schiebungen und Breitendnderungen der Absorptions- und
Emissionsspektren lassen sich Informationen iiber lokale
statische und dynamische Polarititsfluktuationen ableiten.”
Ahnliche Studien konzentrierten sich auf die Bestimmung
von Fluktuationen der Aciditét in der Matrix mit Einzelmo-
lekiilen als lokalen pH-Indikatoren.” Diese Untersuchungen
fanden oft breite Verteilungen des pKg-Werts in Abhéngig-
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Abbildung 4. Vier charakteristische Diffusionsspuren von Streptocya-
ninmolekiilen in einem nanoporésen Siliciumdioxidgel mit einer durch-
schnittlichen Porengréf3e von 3 nm. Die Spuren zeigen abwechselnde
Perioden freier Diffusion und zusammenliegender Datenpunkte (Trap-
ping), von denen jede mehrere Sekunden dauerte. Wiedergabe mit Ge-
nehmigung aus Lit. [86], Copyright 2004 American Chemical Society.
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keit von der lokalen Umgebung. Diese Studien unterstreichen
das groBe Ausmalf} der Heterogenitét in diesen Materialien,
das auf der Einzelmolekiilebene sofort augenfillig wird.

3.5. Photophysik und Blinken

Angeregte Molekiile konnen verschiedenste photoche-
mische und photophysikalische Prozesse durchlaufen, von
normalen Photoreaktionen wie Additionen und Photooxida-
tion bis hin zu photoinduzierten Ladungstransfers, die weni-
ger ausgeprigte Molekiilumordnungen nach sich ziehen. In-
tramolekulare Prozesse wie Isomerisierung (und sogar inter-
system crossing) hidngen hiufig stark von der Umgebung des
Molekiils ab, insbesondere von deren Polaritidt und Rigiditit.
Deswegen ist es im Allgemeinen schwierig, zwischen intrin-
sischen (den Chromophor betreffenden) und extrinsischen
(die Umgebung betreffenden) Prozessen zu unterscheiden,
wie es in Lit. [58] vorgeschlagen wurde. Die Klasse von Re-
aktionen, an denen ein Elektronentransfer von oder zu der
Umgebung beteiligt ist, ist bedeutsam fiir die Lebensdauer
von Fluoreszenzmarkern.”*! Die Untersuchung dieser Re-
aktionen konnte zu verbesserten Farbstoffen mit hoherer
Resistenz gegen ein Photobleichen fiihren, das derzeit noch
die Verwendbarkeit von Fluorophoren fiir konfokale und
héchstauflésende Bildgebung einschrankt.

Die oben genannte Klasse reversibler Photoreaktionen
oder photoinduzierter Umordnungen ist die Ursache fiir das
Blinken, also die Prozesse, bei denen die Fluoreszenzinten-
sitdt eines Einzelemitters zwischen hohen und niedrigen
(hdufig bei null liegenden) Werten hin- und herwechselt.
Diese Ubergiinge begrenzen die Helligkeit von Fluorophor-
ensembles und bewirken charakteristische An- und Auszeiten
bei den zeitlichen Aufzeichnungen der Intensitdt von Ein-
zelemittern verschiedenster Art. Eine offensichtliche Ursa-
che fiir das Blinken, die bereits beim ersten Einzelmolekiil-
experiment”” erkannt wurde, sind durch intersystem crossing
bewirkte Uberginge in die Triplettzustinde oder aus den
Triplettzustdanden aromatischer Molekiile. Dieser Mechanis-
mus fiithrt allerdings zu einer monoexponentiellen Verteilung
der An- und Auszeiten. (Bei Temperaturen, die tief genug
sind, um thermische Mischungen der Triplettunterniveaus zu
verhindern, konnen die Auszeiten auch eine biexponentielle
Verteilung aufweisen.) Die Beobachtung sehr langer Aus-
zeiten bei Molekiilen™®! und einer #uBerst breiten Vertei-
lung der An- und Auszeiten bei Halbleiternanokristal-
len,™1%2 wie sie in Abbildung 5 dargestellt ist, war deshalb
iiberraschend.

In diesen Féllen lédsst die nur schwach ausgeprigte Tem-
peraturabhingigkeit des Blinkens darauf schlieBen, dass La-
dungstrennung und -transfer der fiir das Blinken entschei-
dende Mechanismus ist, und nicht normale Photoche-
mie.' 1% Fiir Molekiile konnte eine Ladungstrennung durch
magnetische Resonanzexperimente an Ensembles nachge-
wiesen werden.'” Dariiber hinaus zeigten Experimente an
Nanokristallen'®°Y) und spiter auch an Molekiilen,!>1%]
dass die Verteilung der An- und Auszeiten im Bereich von
Mikrosekunden bis Minuten einem Potenzgesetz folgt. Der
Mechanismus hinter diesem erstaunlichen und nahezu uni-
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Abbildung 5. Zeitaufgeldste Lumineszenz (Nano- bis Mikrosekunden)
und Histogramm der fiir Blinken gemessenen Daten (Millisekunden
bis Minuten) fiir 14 verschiedene Nanokristalle, dargestellt tiber ge-
meinsamer logarithmischer Achse. (Typ A: reine CdSe-Nanokristalle,
Typ B: CdSe/ZnS- Kern-Schale-Strukturen, Typ C: Zn,sCd,sS/CdSe/ZnS-
Dreilagen-Partikel.) Die Teilstriche an beiden Achsen entsprechen
einem Faktor 10. Wiedergabe mit Genehmigung aus Lit. [102], Copy-
right 2008, American Institute of Physics.

versellen Verhalten wird noch intensiv diskutiert."” An
dieser Stelle mochten wir auf einen eigenartigen Aspekt des
dem Potenzgesetz folgenden Blinkens eingehen: Es wird
ausschlieBlich in Materialien beobachtet, die zumindest einen
gewissen Grad an Unordnung aufweisen: Oberflichen,!"”)
Gliaser und Polymerel!®1%1%] sowie ungeordnete Kristal-
le.#>112183] Dagegen findet man es weder in geordneten mo-
lekularen Kristallen!"" noch in Diamanten,'™ bei durch
Selbstorganisation entstandenen Punkten heteroepitaxialer
Strukturen!"'!"" oder in Nanokristallen mit geniigend dicker
Schale.l""9 Wenn das einschlieBende Potential ,,weich* ist,
treten Auger-Prozesse seltener auf, und der geladene Kristall
kann weiter fluoreszieren.'™ Blinken scheint daher in enger
Beziehung zur Umgebungsstruktur zu stehen und konnte
deshalb zu deren Untersuchung genutzt werden. Falls, wie wir
glauben, Blinken in rigiden Umgebungen durch Ladungs-
transfer mit anschliefendem self-trapping™! in der direkten
Umgebung des Emitters bewirkt wird!'*?l und ein schlieB-
lich erfolgender Riicktransfer die Lumineszenz wiederher-
stellt, dann konnten aus den statistischen Daten des Blinkens

[*] Self-trapping eines Ladungstrégers, z.B. eines Elektrons, in einem
sonst homogenen Material, z. B. einem Kristall, wird durch die lokale
Deformation der Umgebung durch das elektrische Feld des La-
dungstrigers verursacht. Das sich hierbei bildende Fallenpotential
fixiert den Ladungstriger, dhnlich zum Einsinken eines schweren
Balls auf einer flachen Gummimembran.
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Einblicke in die Potentialfliche des iibertragenen Elektrons
in dieser Umgebung gewonnen werden. Solche Informatio-
nen sind wegen der Heterogenitét der ungeordneten lokalen
Umgebung nur duBlerst schwer mit Ensemblemethoden zu
erhalten.

Wie wir gesehen haben, ist das Blinken eines einzelnen
Nanokristalls oder Molekiils in einem ungeordneten Fest-
korper ein komplexes Phdnomen. Bei Raumtemperatur und
in Gegenwart einer fliissigen Phase konnen viele reaktive
Spezies diffundieren, und die Situation wird durch die Vielfalt
moglicher Redox- und anderer Sekundérreaktionen noch
undurchsichtiger. Zum Beispiel wird das Blinken von Quan-
tenpunkten an einer Grenzfliche zwischen einem Festkorper
und einer Losung offenkundig durch die Anderung der Zu-
sammensetzung oder des Redoxpotentials der Losung/2%!
oder durch die Gegenwart eines anderen Farbstoffs in einer
bichromophoren Verbindung beeinflusst. Solche Verbindun-
gen zeigen ein Schaltverhalten, das durch Licht angetrieben
werden kann.'”! Diese Umschaltreakion wird bereits fiir
hochstauflosende Bildgebung genutzt.?”1%8 Ladungstransfer
kann iiber groBere als die iiblichen Entfernungen erfolgen,
entweder weil die hoheren Anregungsintensititen, wie sie fiir
Fluoreszenzanregung benétigt werden, zu hochangeregten
ITonisierungszusténden fiihren oder weil die Ladungen durch
redoxaktive  Spezies wie Sauerstoff weitergeleitet
werden.'"*1?] Blinken liefert Informationen iiber die Dyna-
mik der Matrix, wie mit Rhodamin 6G in Glycerin festgestellt
wurde.® Eine Ladungsrekombination konnte durch ther-
misch angeregte molekulare Bewegungen oberhalb der
Glasiibergangstemperatur sowie durch Tunneln bei tieferen
Temperaturen unterstiitzt werden. Ein besonders wichtiges
Thema ist der grenzschichtiibergreifende Ladungstransfer
zwischen einem angeregten Molekiil und einem Halbleiter,
sei es in einem Film oder bei Nanopartikeln. Dieses sind
gerade die Transferprozesse, die in bestimmten Solarzellen
stattfinden. Einzelmolekiiluntersuchungen der Transfer- und
Rekombinationsraten!"*%3! zeigen eine ausgedehnte Vertei-
lung dieser Raten, die zu Potenzgesetzen folgenden Kinetiken
fiihren. Dies kann zu einem besseren Versténdnis in Solar-
zellen stattfindender Prozesse und damit letztlich zu deren
Kontrolle beitragen.

3.6. Oberfliichenverstirkte Raman-Streuung (SERS)

Das ideale Hilfsmittel fiir die optische Analyse weicher
und komplexer Materie auf der Nanometerebene konnte eine
auf sehr kleine Volumina beschrdnkbare und fiir die chemi-
schen Verhiltnisse empfindliche Technik wie die Raman-
Streuung sein. Oberflachenverstarkte Raman-Streuung (sur-
face-enhanced raman scattering, SERS) ist aus diesem Grund
sehr aussichtsreich. SERS nutzt eine Erh6hung des Raman-
Streuquerschnitts bestimmter Molekiile, wenn sie auf Me-
talloberfldachen — héufig Silber — aufgebracht werden, beson-
ders bei rauen oder mikrostrukturierten Oberflichen oder
Aggregaten kolloidaler Metallpartikel.****) Diese Erhohung
kann mehr als zehn GroBenordnungen erreichen, wodurch
selbst geringste Mengen einer Verbindung mit einem Raman-
Spektrometer detektierbar werden konnen. Bereits Ende der
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1990er Jahre zeigten Mikroskopieexperimente, dass die
Empfindlichkeit von SERS die Einzelmolekiildetektions-
grenze erreichen kann.'**'*" Die wichtigsten Beobachtungen
waren plotzliche spektrale Spriinge der Frequenzen oder In-
tensititen der Raman-Linien™*'*! sowie hohe Besetzungs-
zahlen kurzlebiger Schwingungszustinde, in Einklang mit
einer kleinen Zahl hochangeregter Emitter.['”

Es gibt verschiedene mogliche Ursachen fiir den groB3en
Verstirkungsfaktor.'® %! Zum einen scheint SERS eine
elektronische Wechselwirkung zwischen dem Molekiil und
dem Metall zu erfordern. Diese partielle elektronische Hy-
bridisierung bewirkt die so genannte chemische Verstiarkung,
die durch Resonanzeffekte weiter erhoht sein konnte. Zu-
sétzliche Priaresonanz zwischen dem Anregungslaser und dem
Molekiil konnte das Raman-Signal noch weiter vergrofern.
Der grofite Teil des Effekts scheint aber auf die Konzentra-
tion optischer elektrischer Felder durch metallische Struktu-
ren zuriickzufithren zu sein, die moglicherweise durch Plas-
monenresonanz unterstiitzt wird. Dieser Effekt, der auch als
elektromagnetische Verstiarkung bezeichnet wird, kann mit-
hilfe von Simulationen der Maxwell-Gleichungen berechnet
werden, die auf Finite-Elemente-Methoden beruhen. Die so
erhaltenen Ergebnisse, wie sie in Lit. [140] dargestellt sind,
zeigen, wie auflerordentlich empfindlich die Verstdrkung in
Bezug auf die exakte Position des Molekiils relativ zu Spitzen
oder Spalten sowie in Bezug auf die exakte Struktur des
metallischen Systems sein kann. Dies wird exemplarisch in
Abbildung 6 veranschaulicht. Eine Verschiebung um nur
wenige Nanometer kann die elektromagnetische Verstarkung
um mehrere Groflenordnungen verdndern. Die chemische
Verstarkung, die in Kombination mit der Empfindlichkeit fiir
das elektrische Feld die Stirke des SERS-Signals bestimmt,
wird ebenfalls von Details auf molekularer Ebene beeinflusst.
Die daraus resultierende starke Abhédngigkeit von lokalen
Eigenschaften macht die Verwendung von SERS-Signalen
schwierig, da die Beitrdge der einzelnen Molekiile unter einer

Abbildung 6. Verteilung des elektromagnetischen Verstarkungsfak-
tors F an einem 2 nm breiten Spalt zwischen zwei Goldkolloiden mit
Radien von 30 nm. F wurde in elektrostatischer Anniherung mit Finite-
Elemente-Modellierung der Polarisation entlang der vertikalen Achse
des Dimers berechnet. Die Berechnung erfolgte fiir eine Wellenlinge
von 1 =559 nm, bei der F einen Maximalwert von ca. 10® an der Ober-
fliche eines der Kolloide annimmt. Einige Werte fiir F entlang der
Oberflache in verschiedenen Abstinden von der vertikalen Achse sind
angegeben; sie kdnnen erheblich auf einer Lingenskala vergleichbar
einer typischen MolekiilgréRe variieren. Wiedergabe mit Genehmigung
aus Lit. [140], Copyright 2008 Royal Society of Chemistry.
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logarithmischen Verteilung versteckt sind. Nach den Zeit-
verteilungen beim Blinken finden wir somit ein weiteres
Beispiel einer sehr breiten Verteilung von Einzelmolekiil-
eigenschaften, die Mittelungen ihre gewohnliche physikali-
sche Bedeutung verlieren lédsst. Ein einziger oder wenige
isolierte Beitrdge konnen das Signal vollig dominieren, selbst
wenn man eine Ensemblemittelung durchfiihrt.

Angesichts der Schwierigkeiten einer quantitativen Ver-
wendung von Einzelmolekiil-SERS-Signalen stellt sich die
Frage, wie weit uns SERS einer chemisch empfindlichen
Analyse von Materie auf Nanometerebene nédher bringen
kann. Es ist offensichtlich, dass die elektrischen Wechselwir-
kungen und die fiir SERS erforderlichen kleinen Abstidnde zu
drastischen Molekiilverzerrungen und unvermeidlicherweise
zu Denaturierung (z. B. bei Proteinen) fithren. Der Traum von
einer universell einsetzbaren Einzelmolekiil-Raman-Spek-
troskopie hat sich deshalb bisher noch nicht erfiillt.

4. Schlussfolgerungen und Ausblick

Wie wir gesehen haben, werden optische Detektion und
Untersuchungen von Einzelmolekiilen und einzelnen Nano-
partikeln bereits vielfiltig fiir die Erforschung komplexer
Materie eingesetzt, und zwar nicht nur bei komplizierten
biologischen Materialien, sondern auch bei ungeordneten
oder sich veridndernden Strukturen, wie man sie in weicher
Materie oder kompliziert aufgebauten Materialien findet. In
der Regel ist das mittelungsfreie Bild, das sich aus solchen
Untersuchungen auf molekularer Ebene ergibt, in raumlicher
wie auch zeitlicher Hinsicht erstaunlich heterogen und kom-
plex. Das Konzept eines ,,mittleren Molekiils*“ (oder eines/
einer mittleren Pore, Umwelt, Wertes, Reaktionsgeschwin-
digkeit usw.) ist weit davon entfernt, ein verldsslicher Leit-
faden zu sein, und sollte in den meisten Fillen durch eine
differenziertere Beschreibung ersetzt werden.! Diese
neuen Erkenntnisse konnten fiir viele Bereiche der physika-
lischen Chemie und der Materialwissenschaften essenziell
sein, z. B. in den nachfolgend genannten Fillen.

Die Kontaktfliche zwischen zwei Festkorpern hat eine
komplizierte Struktur,'*? die fiir so wichtige Eigenschaften
wie Adhédsion und Reibung verantwortlich ist. Nominell
glatte Oberflichen beriihren einander héufig nur an einigen
wenigen Punkten, was zu Spannungen und Deformationen
mit ausgesprochen heterogener Charakteristik fiihrt. Da die
Rasterkraftmikroskopie Parameter nur fiir kleinste moleku-
lare Kontaktflachen liefert, besteht dringender Bedarf fiir
komplementédre Untersuchungen der Verteilung dieser Kon-
taktpunkte bei realem, grofflachigem Kontakt zwischen zwei
Festkorpern. Diese Informationen konnten unter Verwen-
dung von iiber die Fldchen verteilten Einzelmolekiilen zu-
ginglich gemacht werden, deren Reorientierungen oder
spektrale Verschiebungen lokale Spannungen und Deforma-
tionen sichtbar machen wiirden. Ebenso konnten auf diese
Weise die Wechselwirkung einer Festkorperoberfliche mit
einer Flussigkeit bei Benetzung und Trocknung oder der
Einfluss mechanischer Einwirkungen erforscht und damit die
weiter oben diskutierten, ersten Studien erweitert werden.
Weitere Anwendungen ergeben sich in so vielféltigen Berei-
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chen wie der plastischen Deformation von Festkorpern und
Polymeren, Briichen in Festkérpern und Verbundmaterialien
und Kontakten zwischen Teilchen in konzentrierten Suspen-
sionen, Pasten und Schlammen.

Aufler den weiter oben diskutierten Glasiibergidngen
filhren auch Phaseniiberginge erster Ordnung hiufig zu
starker Heterogenitdt in der rdumlichen Verteilung der
Phasen. So entstehen z.B. beim Abkiihlen unter die Tempe-
ratur des ferro-elastischen Ubergangs in p-Terphenylkristal-
len Domidnengrenzen. Thre Verteilung und Dynamik kann bei
tiefen Temperaturen mittels hochauflésender Spektroskopie
der Null-Photonen-Linien einzelner Sondenmolekiile ermit-
telt werden.'>1*) In letzter Zeit erschienen diverse Beitrige
iber Untersuchungen zu molekularen Kristallen, z.B. iiber
inkommensurable Phasen von Biphenyl!'*!%! oder iiber Un-
ordnung und molekulare Reorientierungen in Dimethyl-
naphthalin in einem breiten Temperaturbereich.!'*” Fiir einen
Uberblick iiber die jiingsten Fortschritte in der Physik und
Chemie von Festkorpern bei tiefen Temperaturen unter
Einschluss dynamischer Aspekte in Kristallen und weniger
geordneten Systeme mochten wir auf ein Kapitel eines dem-
nichst erscheinenden Buchs verweisen.['**]

Zur Losung der aufgefiihrten Probleme wird es notwendig
sein, die relevanten und leicht zuginglichen optischen Ob-
servablen zu identifizieren, die lokale Bedingungen wider-
spiegeln. Wie wir in diesem Aufsatz herauszuarbeiten ver-
sucht haben, konnen fast alle Charakteristika eines Fluores-
zenzsignals (Polarisation, Spektrum, Lebenszeiten, Positio-
nen usw.) dazu herangezogen werden. Zusammenfassend
kann man sagen, dass Einzelmolekiilmethoden ein detail-
liertes Bild kondensierter Materie liefern, das héufig tiber-
raschend grofle Inhomogenititen und Abweichungen vom
Mittelwert zeigt. Ein immer wieder auftauchendes Thema
dieses Aufsatzes sind die breiten Verteilungen bestimmter
molekularer Parameter, z.B. von Reaktionsgeschwindigkei-
ten, was zu einer iiber einen weiten Zeitbereich gestreckten
Proteindynamik und zu Potenzgesetzen beim Blinken oder
bei grenzflicheniiberspannenden Ladungstransfers fiihrt.
Logarithmische Verteilungen der Feldverstarkung bei SERS
sind ein weiteres auffallendes Beispiel dieser Regel. Anstatt
einfach das Ergebnis einer Mittelwertbildung iiber eine grofie
Zahl von Molekiilen mit weit voneinander abweichenden
Eigenschaften zu sein, treten diese breiten Verteilungen
schon bei Einzelmolekiilen aufgrund von Konformations-
und/oder dynamischer Mittelung auf. Stretched kinetics und
breite Verteilungen!"* scheinen also ein zentraler Bestandteil
der chemischen Physik weicher Materialien zu sein.

Die in Lit. [47,49,130] zitierten Arbeiten sind Teil des For-
schungsprogramms der ,,Stichting voor Fundamenteel On-
derzoek der Materie“ (FOM) und wurden von der NWO ge-
fordert. F K. dankt fiir finanzielle Unterstiitzung durch das
spanische Ministerium fiir Wissenschaft und Innovation im
Rahmen eines Ramon-y-Cajal-Stipendiums.
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